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RESUMEN

La utilizaciéon de plaguicidas para el cultivo del arroz en campos cercanos a
humedales de gran valor ecoldgico como los Parques Naturales de la Albufera de Valencia
y el Delta del Ebro (Tarragona) suponen un riesgo no sélo para los ecosistemas de estos
Parques sino también para la pesca y acuicultura que se desarrolla en la zona. La anguila
europea (Anguilla anguilla) reside en ambos hébitats y estd expuesta a cantidades
considerables de herbicidas tiocarbamatos como el molinato y tiobencarb. Estos
plaguicidas disminuyen y oxidan los niveles del antioxidante intracelular mas importante,
el glutatién (GSH). Asi, se ha descubierto que el principal mecanismo de toxicidad de los
herbicidas tiocarbamatos es la generacion de radicales libres, produciendo un estado de
estrés oxidativo, que seria responsable de la anemia hemorragica observada en las anguilas.
Ademas, la tolerancia de las anguilas a los plaguicidas estaria mediada principalmente por
la capacidad de mantener e incrementar el estado redox del glutation. Una excesiva
oxidacion de éste produciria estrés oxidativo que conduciria, segin la intensidad, a una
muerte celular programada (apoptosis) o no (necrosis), resultando en una disfuncién de los
tejidos y finalmente la muerte del organismo. Un patrén similar también se encontrd en
una poblacion natural de la semilla del pectinido Flexopecten flexuosus, al igual que el
mejillon (Mytilus galloprovincialis) cultivado en el Delta del Ebro, que esta expuesto a una
variacion estacional de plaguicidas, siendo el insecticida organofosforado fenitrotién el
mas abundante. Por otra parte, el antioxidante y precursor del glutation, N-acetilcisteina
(NAC) aument6 la supervivencia de las anguilas expuestas al plaguicida organofosforado
diclorvos (que ha sido utilizado extensivamente como antiparasitario de peces) al mejorar
el metabolismo del glutation y disminuir la pérdida y oxidacién de éste, ademas de la
inhibicion enzimatica causada por dicho plaguicida. Mientras que la disminucion de
glutation se considera un marcador bioquimico de exposicion a la contaminacion, el estado
redox del glutation se puede utilizar como biomarcador de efecto y susceptibilidad
individual a ciertos plaguicidas u otros contaminantes que inducen estrés oxidativo en
vertebrados e invertebrados acuaticos. Asimismo, el tratamiento de anguilas intoxicadas
con diclorvos mediante bafios de NAC aminoré la disminucién y oxidacion del glutation
muscular y las actividades acetilcolinesterasa y glutation reductasa del cerebro, que son
biomarcadores de neurotoxicidad y estrés oxidativo, respectivamente. Consecuentemente,
la NAC mejora la recuperacion de las anguilas envenenadas con plaguicidas, representando
un antidoto barato y de facil administracion.

Palabras clave: Plaguicidas organofosforados y tiocarbamatos, metabolismo del glutation,
estrés oxidativo, N-acetilcisteina, glutatiéon reductasa, biomarcadores, pez
teledsteo, moluscos bivalvos.
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1.1. Agricultura, acuicultura y desarrollo sostenible

1.1.1. Sostenibilidad

Tras la Cumbre Mundial sobre el Desarrollo Sostenible, celebrada entre agosto y
septiembre de 2002 en Johannesburgo, todo son buenas intenciones para tratar de
compatibilizar el crecimiento econémico con la proteccion medioambiental y asi lograr
que la satisfaccion de las necesidades de las generaciones actuales no merme la capacidad
de cubrir las futuras.

La presente tesis doctoral parte de la problematica que conlleva el desarrollo
sostenible en zonas himedas de gran valor ecolégico y con una arraigada tradicion agricola
y pesquera. Es el caso de los Parques Naturales de la Albufera de Valencia y del Delta del
Ebro (Tarragona), en donde el uso intensivo de plaguicidas para el cultivo del arroz tiene
una gran incidencia, no sélo en los ecosistemas de dichos Parques, sino también en la

pesca y acuicultura de la zona.

1.1.2. El cultivo del arroz

El arroz estd considerado como el cereal mas importante a nivel mundial por la
extension de la superficie en que se cultiva y la cantidad de gente que depende de su
cosecha, ademas de representar el alimento bédsico para mas de la mitad de la poblacién
mundial (Alexandratos, 1995).

El cultivo del arroz (Fig. 1) sigue un ciclo anual que requiere suelos inundados con
aproximadamente 7-8 cm de agua hasta unas semanas antes de la recoleccion del grano
maduro. Se siembra entre finales de abril y principios de mayo. Una vez nacida la planta se
procede a quitar las malas hierbas (Echinocloa sp., principalmente), tanto por
procedimientos de escarda manual como
quimica, mediante el empleo de herbicidas
tiocarbamatos como el molinato y tiobencarb.
Después de una enjugada a finales de mayo,
se realiza entre junio y julio una escarda con
sulfonilureas como la bentazona, propanil y

quinclorac. En el mes de julio se procede al

abonado del cultivo, en agosto se vacian los

campos y en septiembre se recolecta el arroz. P
Fig. 1. Plantones de arroz.
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1.1.3. La Albufera de Valencia

La Albufera de Valencia esta ubicada a 10 Km al sur de la ciudad de Valencia, entre
las desembocaduras de los rios Turia y Jucar (Figs. 2 y 3). Tiene una superficie de 21.120
hectareas (ha), de las cuales 2.800 corresponden a la ldmina de agua, 14.000 a arrozales y

las restantes 4.000 a restinga litoral y huertas periféricas (Sehumed, 1997).

Este espacio natural es de gran importancia internacional para la conservacion de las
aves acuaticas y destaca por la abundancia y diversidad de especies. En la Albufera han
sido citadas mas de 850 especies vegetales, 31 especies de mamiferos, 292 de aves, 18 de
reptiles, 8 de anfibios, 33 icticas y mas de 525 especies de fauna invertebrada, de las cuales
475 son insectos, 43 moluscos y 7 crusticeos (Sehumed, 1997). De éstas, algunas son
endémicas, como el bivalvo Unio turtoni valentinus, los crustaceos Dugastella valentina y
Palaemonetes zariquieyi y los peces ciprinodontidos samaruc (Valencia hispanica) y fartet
(Aphanius iberus). Por estas razones, la Albufera ha sido incluida en la lista de areas
humedas de importancia internacional en virtud del convenio Ramsar en mayo de 1990 y

declarada como Zona de Especial Proteccion para las Aves (ZEPA) en abril de 1991.

El uso tradicional més importante de la Albufera ha sido el de la pesca (Fig. 2), la cual
estd reconocida legalmente desde 1250, que es cuando se sentaron las bases para la
Comunidad de Pescadores del Palmar y que después se aplicaria a las de Silla y Catarroja.
Esta se ha basado principalmente en la captura de la anguila europea (4nguilla anguilla), la
lubina (Dicentrarchus labrax), 1a lisa (Mugil cephalus) y la carpa (Cyprinus carpio).

Fig. 2. Sistemas de redes para la captura de anguilas, lubinas o lisas en la Albufera.

Fig. 3. Mapa de la Albufera de Valencia (elaborado a partir de material cartografico de la
Consejeria de Obras Piblicas y Transporte de la Comunidad Valenciana y fotos de satélite
de la NASA).
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El cultivo de arroz es una actividad que fue introducida por los arabes a finales del
siglo XIV, pero desde el cambio a una agricultura intensiva a mediados del siglo pasado,
ha ido desplazando a la actividad pesquera como consecuencia de la contaminacion de las
aguas. En concreto, la captura de anguilas ha disminuido un 90% respecto a la década

pasada.

Boluda y cols. (2002) han analizado recientemente las aguas de diferentes canales de
irrigacion que vierten sobre la Albufera, concluyendo que las fuentes de contaminacioén y
toxicidad sobre el Parque Natural son debidas principalmente a la eutrofizacién del agua
por los multiples desagiies urbanos, a los metales pesados de origen industrial y a los
plaguicidas utilizados en la actividad agricola. De hecho, se detectaron elevadas
concentraciones de molinato (3,2-77,1 pg/l) y tiobencarb (90,2 ug/l) en algunos canales de
irrigaciéon en mayo, que coincide con el periodo de aplicacion de estos herbicidas en los
campos de arroz. Por otra parie, la contarninacion de la Albufera esta aceniuada por la
escasa profundidad del lago, con una media inferior a los 80 ¢cm, aunque en algunos puntos

llega a tener 2 metros.

1.1.4. El Delta del Ebro

El Delta del Ebro (Fig. 4), que esta situado al noreste de Espafia y al sur de Cataluiia,
es consecuencia de la deposicion de las tierras aluviales a la desembocadura del rio. Tiene
una superficie de unas 32.000 ha emergidas, de las cuales 7.736 (un 24% de la superficie
total) estan protegidas como Parque Natural desde 1986, constituidas por unas 2.000 ha de
lagunas, 3.000 ocupadas por las puntas deltaicas del Fangar y els Alfacs, 1.500 de islas, y
el resto de tierra yerma. Por otra parte, unas 23.500 ha (un 73% de la superficie total) estan
dedicadas a actividades agricolas, destacando el cultivo del arroz con una extension de
unas 21.000 ha (el 66% de la superficie total) (Martinez-Vilalta, 1996).

Al igual que la Albufera de Valencia, el Delta del Ebro es de gran importancia
ornitolégica y posee una elevada biodiversidad, constituyendo el segundo habitat acuatico
mas extenso del Mediterraneo Occidental, después de la Camarga (Parque Regional
francés), y el segundo de Espaiia, detrds del Parque Nacional de Dofiana (Huelva-Sevilla,

suroeste espafiol).

La explotacion de los habitats naturales y salinas del Delta data del siglo XIII, con la
introduccion de una economia de mercado basada en la sal y la pesca. A partir del siglo

XV se establece una economia de subsistencia fundamentada en la trashumancia, la
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Fig. 4. Mapa del Delta del Ebro (elaborado a partir de material cartografico del Instituto
Cartografico de Cataluiia, el Departamento de Medio Ambiente y la Direccion General de
Pesca y Asuntos Maritimos de la Generalitat de Cataluiia, y fotos de satélite de la NASA).

agricultura extensiva de secano (trigo, cebada y maiz) y la caza, ademas de la economia de
mercado basada en la pesca continental y la recoleccion de sosa y regaliz. A partir del siglo
XVIII se introduce el cultivo del arroz, pero es a principios del siglo XX cuando se
produce la mayor transformacién de los habitats naturales salobres y salinos en habitats
dulces. Asi, de 1910 a 1960 los habitats naturales pasaron de 27.000 ha (80% de la

9
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superficie total) a 11.000 (33%) por desecacién de humedales, inundaciones temporales del
delta bajo una capa de agua dulce, desaparicién de dunas y zonas salobres por la
construccion de urbanizaciones, cambios del régimen hidrolégico de las lagunas, etc. En
1965 el cambio a una agricultura intensiva lleva a la consolidacion de una economia de
mercado basada principalmente en el cultivo de arroz, hortalizas y citricos. Posteriormente,
esta economia de mercado se completaria con el turismo, la pesca continental y maritima, y

la acuicultura.

El Delta del Ebro recibe anualmente grandes cantidades de plaguicidas provenientes
mayoritariamente del cultivo del arroz. Asi, el molinato y propanil son los herbicidas mas
utilizados, con mas de 70 y 50 toneladas respectivamente, de ingrediente activo aplicados
sobre dichos campos cada afio (Santos y cols. 2000). Ademas, los insecticidas
organofosforados son aplicados a lo largo de todo el afio, pero masivamente a principios
del verano, siendo el fenitrotién el mas utilizado, con mas de 60 toneladas al afic desde

1990.

Mafiosa y cols. (2001) inciden en que estos contaminantes — ademas de los de origen
industrial, como los bifenilos policlorados (PCBs) y los metales pesados — tanto pueden
acumularse en los suelos y sedimentos del delta, como ser transportados mediante la red
extensiva de canales de riego que abastecen continuamente a los arrozales y desembocar

directamente al mar en las bahias del Fangar y Alfacs (Fig. 4).

En estas bahias, que son poco profundas y el recambio de agua es poco intenso, se
desarrolla el cultivo del mejillon (Mytilus galloprovincialis) y ostrén (Crassostrea gigas)
mediante cuerdas de 3 m de longitud colgadas de estructuras de hormigén y madera

denominadas  emparrillados

(Fig. 5). Ademas, se cultiva la
almeja japonesa (Ruditapes
semidecussatus) y, en menor
medida, la almeja lisa (Callista
chione) en parques, parcelas
acotadas de fondos arenosos en
las que se siembra la semilla y

se espera a que alcance la talla

comercial (Fig. 4).

Fig. 5. Emparrillados del Delta del Ebro donde se cultivan
los mejillones suspendidos por cuerdas.

10
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Fig. 6. Vaciado de los campos de arroz frente a los emparrillados de la Bahia dels Alfacs.

De esta manera, el vertido de fitosanitarios y otros contaminantes por la red de
desagiie (Fig. 6) puede afectar no s6lo a los ecosistemas naturales sino también a las
instalaciones de acuicultura proximas. Varios estudios han demostrado la presencia de
bajas concentraciones de diversos compuestos toxicos en los tejidos de los moluscos
bivalvos cultivados en estas bahias, siendo el fenitrotién el plaguicida organofosforado
mayoritario (Barceld y cols., 1991; Escartin y Porte, 1997; Sol€ y cols., 2000). El mejillén
y ostrén también se cultivan en el Delta en ‘long-lines’ fuera de las bahias y a mayor

profundidad (Fig. 4), por lo que este problema no es tan importante.

1"
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1.2. Plaguicidas

1.2.1. Toxicidad de los plaguicidas

Los efectos bioldgicos de los plaguicidas organofosforados y carbamatos estan
mediados por una inhibicién de la acetilcolinesterasa (AChE), enzima que cataliza la
hidrdlisis del neurotransmisor acetilcolina y es responsable de acabar la transmisidn de los
impulsos nerviosos que van desde las fibras nerviosas hasta las células musculares,
glandulares y hacia otras células nerviosas en los ganglios del sistema nervioso, tanto

autonomo como central (Reigart y Roberts, 1999).

La AChE es una de las enzimas méas eficientes ya que es capaz de hidrolizar,
dependiendo de la especie, de 2.000 a 15.000 moléculas de acetilcolina por segundo,
estando limitada por la difusion celular (Gnagey y cols., 1987). Asi, la inhibicién de la
AChE produce una acumulacién de acetilcolina en el espacio presinaptico que
sobreestimula los receptores de acetilcolina tanto en las uniones neuroefectoras
colinérgicas (efectos muscarinicos) como en las uniones neuromusculares del musculo
esquelético y en los ganglios auténomos (efectos nicotinicos). Dependiendo del grado de
inhibicion de la AChE se observan varios efectos toxicos, tales como hipersecreciones,
convulsiones, insuficiencias respiratorias, coma y, en ultima instancia, la muerte si no se
administra un antagonista del receptor muscarinico como la atropina (Fig. 7). Si la
sobreestimulacion persiste, sin ser lo suficientemente intensa como para provocar la
muerte, entonces se produce una liberacién de aminoacidos excitatorios como el glutamato
y el aspartato, que prolongan las convulsiones y activan al receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), resultando entonces inefectivo el tratamiento con atropina (Shih y McDonough,
1997). Esto desencadena un influjo excesivo de Ca®* extracelular, que activa las enzimas
proteoliticas y la 6xido nitrico sintasa, que genera 6xido nitrico y otros radicales libres,

culminando finalmente en deterioro celular (Beal, 1995).

A causa de la similitud de la estructura quimica de los organofosforados con la
acetilcolina, se tiene una mayor o menor inhibicion de la AChE. En el caso de los
plaguicidas carbamatos la unién a la AChE tiene lugar mediante una carbamilacion en vez
de una fosforilacion, por lo que la inhibicion es menos intensa y los efectos toxicos de

menor duracion.
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Fig. 7. Mecanismo de toxicidad de los plaguicidas organofosforados y carbamatos en la transmisiéon
sindptica.

1.2.2. Biomarcadores de exposicion a plaguicidas

Los cambios a nivel bioquimico, fisiolégico e histolégico, asi como aberraciones en
organismos, utilizados para estimar tanto la exposicién a contaminantes como sus efectos
resultantes se denominan biomarcadores (Hugget y cols., 1992). En general, los
biomarcadores se pueden considerar como medidas de las primeras interacciones
toxicoldgicas entre el compuesto quimico y su diana o receptor. Esta interaccién induce
una cascada de procesos bioquimicos que empiezan a nivel subcelular, tales como la
perturbacion de la expresion génica o la interferencia con rutas metabolicas, que afectan a
nivel celular, de oOrganos, y finalmente se pueden manifestar en una merma de
caracteristicas ecoldgicas tales como el crecimiento, reproduccion y supervivencia. Esto
también podria alterar a niveles mas altos de organizacion bioldgica (poblacion,

comunidad y ecosistema).

Segtin el concepto de deterioro e incapacidad de Depledge (1989), una perturbacion
inicial causada por una exposicion a un toxico generara respuestas con tal de compensar la

homeostasis celular y tisular de un organismo. A mayores dosis de toxico los ajustes

13



1.2 - Plaguicidas

compensatorios desvian al organismo del estado de salubridad, pudiendo alterar las
capacidades reproductivas, hasta que finalmente, cuando la reparacién y la compensacion

ya no fueran posibles, el organismo moriria.

La inhibicion de la actividad enzimatica de la AChE es un biomarcador especifico de
la exposicion a organofosforados y carbamatos que es mas fiable que la determinacion
analitica del contenido en plaguicidas ya que representa un efecto fisiolégico directamente
relacionado con el modo de accion del compuesto toxico y, en general, la inhibicion
persiste mucho mas tiempo en los tejidos (de dias a semanas) que los plaguicidas (de horas
a dias) (Fulton y Key, 2001).

Escartin y Porte (1997) encontraron una menor actividad AChE en las branquias de
mejillones obtenidos de los emparrillados del Delta del Ebro en los meses de abril a agosto.
En ese periodo es cuando estan abiertos los canales de irrigacion, permitiendo la
circulacion del agua hacia las bahias y arrastrando los contaminantes de los campos de
arroz hacia las instalaciones de acuicultura. Asi, observaron una correlacion negativa entre
la actividad AChE y la concentracion de plaguicidas, pues en los meses que encontraron
mayor concentracion de fenitrotion en los tejidos de los mejillones, éstos tenian menor
actividad AChE.

1.2.3. Utilizacién de los plaguicidas en acuicultura

El rapido crecimiento y desarrollo de la acuicultura intensiva ha sido paralelo a la
utilizacién de sustancias quimicas para aumentar la salud animal. Las infecciones de
parasitos causan en los peces estrés y susceptibilidad a desarrollar otras patologias que
suponen importantes pérdidas para la industria. Entre las medicinas y productos quimicos
existentes, los plaguicidas organofosforados, y especialmente el diclorvos, han sido

extensivamente empleados como antiparasitarios.

El diclorvés es un plaguicida organofosforado poco persistente que se hidroliza
completamente y en poco tiempo en muchos tipos de ambientes y que se degrada
rapidamente en el metabolismo de los mamiferos (OMS, 1989). Este se ha utilizado
principalmente para tratar las infecciones del piojo marino (por los copépodos parasitos
Lepeophtheirus salmonis y Caligus elongatus) en el cultivo del salmén atlantico (Salmo
salar) (Scott, 1993) y de manera esporaddica para tratar las monogeneas del género
Pseudodactylogyrus en el cultivo de la anguila (Imada y Muroga, 1979). El diclorvés es un

plaguicida extremadamente soluble en agua, con lo que su bioacumulacién en los tejidos
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de los peces es practicamente nula, elimindndose rapidamente, sobre todo por los cortos

tratamientos a los que se somete a estos peces (inferiores a 1 hora). Sin embargo, el uso
repetido de este plaguicida durante varias décadas ha perdido eficacia por la generacion de
resistencia en los parasitos (Jones y cols., 1992) y ha sido sustituido por otro
organofosforado, el azametifos, para tratar los ectoparasitos del salmén (Roth y cols.,
1996) y la anguila (Pretti y cols., 2002).

1.2.4. Efectos de los plaguicidas en especies no diana

Los plaguicidas organofosforados son rdpidamente degradados y biotransformados en
las condiciones naturales de los cultivos, a diferencia de los plaguicidas organoclorados
como el DDT, evitando asi su biomagnificacion a lo largo de la cadena alimenticia. Estos
ultimos son altamente persistentes y desde 1977 cstan prohibidos cn Espaiia, salvo algunos
compuestos como ciclodienos y ciertos isdémeros del HCH. Sin embargo, a pesar de que los
plaguicidas organofosforados tienen unos tiempos de vida medio en los cultivos que
oscilan entre menos de una semana y 10 dias (Barcel6 y cols., 1991), durante €l mismo dia
de aplicacion de fenitrotién en el Delta del Ebro, por ejemplo, la concentracion del
insecticida en el agua puede llegar a ser de 119 a 178 pg/l (Oubifia y cols., 1996),

suficiente para matar la fauna de microcrustaceos, y por tanto, alterar el ecosistema.

Por otra parte, el fenitrotion se puede acumular en la grasa de las anguilas de la
Albufera de Valencia como han demostrado Sancho y cols. (1998b) pero se elimina
rapidamente de los tejidos, recuperandose el metabolismo energético en menos de una

semana (Sancho y cols., 1998a).

Las elevadas concentraciones de molinato detectadas por Boluda y cols. (2002) en
algunos canales de irrigacion de la Albufera de Valencia (3,2-77,1 pg/l) contrastan con los
3 a 5 ug/l detectados por Durand y cols. (1992) en el Delta del Ebro. Estas concentraciones
de molinato no son tdxicas para varias especies de fitoplancton representativas de
humedales, pues necesitan de 0,65 a 38,0 mg/! para inhibir su crecimiento un 50% (Sabater
y Carrasco, 1998). No obstante, segin Mafiosa y cols. (2001), estas concentraciones serian
suficientes para evitar o retardar el desarrollo de la vegetacion sumergida, que es necesaria
como fuente de alimentaciéon o refugio de muchos invertebrados y vertebrados,
destruyéndose asi el habitat necesario para que las comunidades de animales se

desarrollen.
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1.2.5. Efectos de los plaguicidas en la salud humana

Solé y cols. (2000) inciden en que las bajas concentraciones de contaminantes
organicos en los moluscos bivalvos cultivados en las bahias del Delta del Ebro no suponen
una amenaza para la salud humana, salvo el corto periodo de tratamiento de los campos
con organofosforados en verano, que coincide con la extraccién y comercializacion de los
bivalvos. Estos, antes de ponerse a la venta, se llevan a depuradoras donde se mantienen un
minimo de 48 horas con agua esterilizada con ozono para que eliminen sus contaminantes.
No obstante, se ha observado que ciertos plaguicidas necesitan varios dias para eliminarse
de los tejidos de los bivalvos (Serrano y cols., 1997) y que la exposicidn cronica a éstos
podria ocasionar serios problemas en la salud humana, pues se ha visto asociado a cancer
(Dich y cols., 1997) y a enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson (Betarbet y
cols., 2000).

1.2.6. Tratamientos convencionales frente a intoxicaciones por plaguicidas

Los tratamientos actuales frente a intoxicaciones por organofosforados consisten en la
administracion combinada de un antagonista de los receptores muscarinicos (como la
atropina), un reactivador de la AChE (una oxima como la pralidoxima) y un
anticonvulsionante (como el diacepam) (Reigart y Roberts, 1999). El sulfato de atropina se
administra normalmente por via intravenosa para antagonizar los efectos de las excesivas
concentraciones de acetilcolina en los receptores muscarinicos. Sin embargo es inefectiva
frente a los receptores nicotinicos, por lo que no evita la debilidad muscular, los temblores,
ni la depresion respiratoria. La pralidoxima (2-PAM) cuando se administra en las primeras
48 h después de la intoxicacion alivia los efectos muscarinicos y nicotinicos ya que
reactiva las colinesterasas y evita el proceso de envejecimiento de las colinesterasas

fosforiladas.

Por el contrario, los herbicidas tiocarbamatos carecen de antidotos especificos ya que
la inhibicion de la AChE es menor que la de los plaguicidas organofosforados, por lo que
el tratamiento con atropina y pralidoxima est4 normalmente contraindicado (Reigart y
Roberts, 1999). Unicamente se administra carbén activo para limitar los efectos irritantes y
reducir la absorcion de los plaguicidas, al igual que antidcidos como el hidréxido de

aluminio.
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1.3. Radicales libres, estrés oxidativo y antioxidantes

1.3.1. Especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS)

Un radical libre es una molécula (o fragmento de la misma) que ha ganado o perdido
un electrén. Asi, al poseer un niimero impar de electrones en su orbital externo, tiene gran
avidez por captar electrones de su entorno o ceder el electron desapareado. En los
organismos vivos existen moléculas que, sin ser radicales libres, reaccionan con otras
moléculas para dar lugar a éstos. Un ejemplo seria el peroxido de hidrégeno (H,0z), que
por la reaccion de Fenton con metales de transicion da lugar al radical hidroxilo (HO), que
es altamente reactivo. De esta manera, se engloban todas estas moléculas en especies

reactivas de oxigeno (ROS) o de nitrégeno (RNS), dependiendo de su naturaleza (Tabla 1).

Tabla 1. Principaies especies reactivas de oxigeno y nitrogeno.

Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS)
HO radical hidroxilo NO’ 6xido nitrico
HOCI1 acido hipocloroso NO; diéxido de nitrogeno
H,0, peroxido de hidrogeno N20; triéxido de dinitrogeno
LO radical alcoxil lipidico ONOO’ peroxinitrito
LOO radical peroxil lipidico ONOOH  acido peroxinitroso
10, oxigeno singlete
00y anion superoxido

1.3.2. Fuentes de ROS y RNS

Las ROS y RNS se generan por el metabolismo aerébico de las células en una
variedad de reacciones. Esté bien establecido que la mitocondria es la principal fuente de
radicales libres dentro de las células. La respiracion celular implica la reducciéon de
oxigeno molecular (O) a agua por la cadena de transporte de electrones a través de la
formacion de los intermediarios O, , H;O, y HO'". Entre un 1 y un 5% de estas ROS se
pueden escapar de la cadena de transporte de electrones y dafiar los componentes celulares
(Kelly y cols., 1998).
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Una segunda fuente de ROS y RNS estaria formada por enzimas oxidantes, tales

como la diamina oxidasa, triptéfano dioxigenasa, xantina oxidasa, citocromo P-450
reductasa, que generan O , y la guanil ciclasa y glucosa oxidasa, que generan H,O,. Sin
embargo, los radicales libres pueden ser beneficiosos tanto en la inmunidad innata como

adquirida, pues la fagocitosis de neutrdfilos y macréfagos estimula varios procesos como

el “estallido respiratorio”, donde las NAD(P)H oxidasas de membrana generan enormes
cantidades de O; , que junto al NO' producido por los macréfagos se forma ONOO’, que

es un potente agente citotoxico contra organismos patogénicos, al igual que el HO'
generado por la reaccion de Fenton y el HOCI producido por la mieloperoxidasa a partir de
la oxidacién del cloruro por el H>O; (Knight, 2000). No obstante, una infeccion parasitaria

puede producir estrés oxidativo en el musculo de los peces (Bello y cols., 2000).

Determinados xenobidticos comprenderian una tercera fuente de ROS y RNS, pues
pueden inhibir la cadena de transporte de electrones, permitiendo la acumulacién de los
intermediarios radicalarios (Nohl y cols., 1981), inactivar las enzimas antioxidantes (Kono
y Fridovich, 1983; Hasspieler y cols., 1994) o deplecionar las moléculas antioxidantes
(Thomas y Wofford, 1993; Hasspieler y cols., 1994). Otros xenobiéticos como quinonas,
algunos tintes, herbicidas bipiridilos, algunos metales de transicion y compuestos nitro
aromaticos son capaces de realizar ciclos redox con enzimas como la xantina oxidasa y la
citocromo P-450 dependiente de NADPH (Kelly y cols., 1998). Estos compuestos

orgdnicos son reducidos univalentemente a un intermediario reactivo que transfiere
rapidamente su electrén al O, produciendo O, y regenerando al xenobidtico. Asi, una
unica molécula de éstas es capaz de generar gran cantidad de ROS antes de ser eliminada,

ademis de consumir equivalentes reductores celulares como el NADPH, lo cual

compromete a otros procesos metabolicos.

Finalmente, otras fuentes de ROS serian las producidas por las radiaciones
ultravioleta, como se ha observado en peces cultivados en jaulas flotantes, donde los
dafios en el ADN resultan en mortalidad de embriones y larvas, quemaduras de adultos y
juveniles, asi como, de manera indirecta, estrés oxidativo, fototoxicidad y fotosensibilidad

(Zagarese y Williamson, 2001).

1.3.3. Efectos celulares de las ROS 'y RNS

Las ROS y RNS a bajas concentraciones son indispensables para muchos procesos

bioquimicos ya que actian como mensajeros secundarios en varias vias de sefializacion
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durante un metabolismo celular normal para indicar la diferenciacion y progresion celular

o el arresto del crecimiento, ademas de intervenir en procesos inflamatorios y en la defensa
frente a microorganismos (Finkel y Holbrook, 2000). Asimismo, el NO' puede actuar

también como un neurotransmisor y relajante muscular (Bruhwyler y cols., 1993).

Por el contrario, a elevadas dosis las ROS y RNS son capaces de reaccionar con
macromoléculas biologicas y producir inactivacién de proteinas, y por tanto de enzimas,
peroxidacion de los lipidos de membrana y dafios en el ADN (tales como hidroxilacion,
apertura de los anillos y fragmentacién) si no son eliminadas apropiadamente por las
defensas de antioxidantes en la célula (Kelly y cols., 1998; Fig. 8). Estas estan formadas
por sistemas enzimaticos como la catalasa, superdxido dismutasa, glutation peroxidasa y
tioredoxina peroxidasa asi como por moléculas de bajo peso molecular como la vitamina C
(ascorbato), vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) y glutation. Cuando hay un

desequilibric entre la generacién de radicales libres y su eliminacién por parte de los

A

antioxidantes, entonces se produce una situacion de estrés oxidativo (Winston, 1991).

NADP* NADPH + H*
2 GSH GSSG
. P
o 0" 0, GPx
0, = 0y 40, —LERTI = 240
+ Fe?+,
NO' 2H Cu*
Fe?, '
Cu2z* HO

@ @ Trx-red
N

%
NADPH + H*

Inactivacion enzimatica NADP*
Peroxidacion lipidica
Dafios en el ADN

Fig. 8. Esquema basico de formacién y eliminacion de radicales libres en las células por las
enzimas superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatiéon peroxidasa (GPx) junto a
la glutation reductasa (GR) y tioredoxina peroxidasa (TPx) junto a la tioredoxina reductasa
(TR). GSH es el glutation reducido, GSSG el glutation oxidado y Trx la tioredoxina.
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1.3.4. Enzimas antioxidantes

Las superéxido dismutasas (SODs) son metaloproteinas que facilitan la dismutacion
de dos radicales superéxido para formar peréxido de hidrogeno (Fig. 8). En eucariotas se
han caracterizado tres isoformas de SODs: En el citosol se localiza una forma que contiene
cobre y zinc (CuZn-SOD), en las mitocondrias contiene manganeso (Mn-SOD) y en la

matriz extracelular cobre y zinc (EC-SOD).

La catalasa (CAT) es un tetramero que se localiza principalmente en los peroxisomas
y cataliza la descomposicion de dos moléculas de perdxido de hidrogeno en agua y
oxigeno (Fridovich, 1978; Fig. 8). Esta enzima no metaboliza alquil hidroperéxidos
(Chance y cols., 1979). El hecho de que tenga un alto valor de K, para el H,O, y esté
compartimentado en los peroxisomas indica que su funcién protectora frente al peroxido de

hidrégeno se limite al generado en estos organelos (DeLeve y Kaplowitz, 1991).

Las glutation peroxidasas (GPx) son proteinas diméricas compuestas de dos
subunidades que contienen un residuo de selenocisteina en cada una de estas cuatro
subunidades que es imprescindible para la actividad enziméatica (Tappel, 1978). Las GPx
catalizan la reduccion dependiente de GSH, de H,0, a H,O (Fig. 8), asi como de otros
peroxidos, principalmente hidroperoxidos organicos, protegiendo a los lipidos de las
membranas celulares frente a la oxidacion (Hayes y McLellan, 1999). Esta enzima esta
acoplada a la glutatién reductasa (GR), que es una flavoproteina que reduce el GSSG a
GSH a costa de oxidar el NADPH a NADP".

La tioredoxina peroxidasa (TPx) utiliza los electrones de la tioredoxina para reducir
al peréxido de hidrégeno (Chae y cols., 1994; Jin y cols., 1997). La tioredoxina (Trx) es
una proteina de pequefio tamafio (12 kDa) que contiene un centro activo conservado con la
secuencia -Cys-Gly-Pro-Cys-, donde las dos cisteinas forman un centro redox
ditiol/disulfuro. La reduccion de esta proteina esté catalizada por la tioredoxina reductasa
(TR), que oxida el NADPH a NADP" como la GR (Amer y Holmgren, 2000).

Las peroxiredoxinas (Prx) son una familia de proteinas homologas a la TPx que han
sido caracterizadas recientemente con actividad peroxidasa pero que se desconoce el
compuesto que dona los electrones (Kang y cols., 1998), o actia la tioredoxina y/o el
glutation (Fujii e Ikeda, 2002).
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1.3.5. Moléculas antioxidantes

Existen numerosas moléculas que son capaces de inhibir las reacciones de oxidacion
de las ROS y RNS tanto por la eliminacién directa como por la prevencién de su
formacion. La mayoria de antioxidantes son compuestos de bajo peso molecular que son
sintetizados endogenamente como el glutation, el 4cido trico y la bilirrubina u obtenidos
por la dieta como la vitamina C (ascorbato), la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), los
flavonoides y los carotenoides. La vitamina E es un importante antioxidante liposoluble ya
que bloquea las reacciones radicalarias de peroxidacion lipidica y es regenerado por el
antioxidante hidrosoluble vitamina C. Por otra parte, los agentes quelantes de metales
como la desferrioxamina o proteinas como la transferrina, ferritina, metalotioneina y
ceruloplasmina secuestran los iones metdlicos y previenen la formacion de oxidantes

nocivos generados por la reaccion de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1989).

1.3.6. La N-acetilcisteina

La N-acetilcisteina (NAC) (Fig. 9) destaca entre los

o]

antioxidantes actuales por su capacidad de eliminar

OH
directamente a los radicales libres (Aruoma y cols., HS NH
1989) y la posibilidad de desacetilarse para dar lugar al \ﬂ/

0]
aminoéacido cisteina, que es el limitante en la sintesis de . o
Fig. 9. Estructura quimica de la

glutatién (DeLeve y Kaplowitz, 1991). Debido a su alto N-acetilcisteina.

umbral de toxicidad y amplia ventana terapéutica, la NAC

se ha utilizado con muy pocos efectos secundarios en varias aplicaciones clinicas
relacionadas con el estrés oxidativo y/o la deficiencia en glutation, tales como la sobredosis
de paracetamol (acetaminofen) (Prescott y cols., 1977), la infeccién por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (De Rosa y cols., 2000) y en enfermedades pulmonares
(Gillissen y Nowak, 1998) y cardiacas (Sochman, 2002). Ademas, se ha demostrado su
efectividad frente a intoxicaciones por metales pesados tales como el metilmercurio
(Ballatori y cols., 1998) y el plomo (Gurer y Ercal, 2000), y el plaguicida paraquat (Hoffer
y cols., 1996).
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1.4. Metabolismo del glutatién

1.4.1. Estructura del glutation

El glutation (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) es un tripéptido compuesto por
glutamato, cisteina y glicina, que esta presente en grandes cantidades en practicamente
todos los organismos aerdbicos (Fig. 10). El peculiar enlace peptidico del grupo y-
carboxilo (en vez del a-carboxilo) del glutamato con la cisteina en el extremo N-terminal
evita que las peptidasas y proteasas lo degraden, a excepcion de la y-glutamiltransferasa,
que se encuentra en la superficie externa de las membranas celulares. Ademas, la presencia
de glicina en el extremo C-terminal protege al tripéptido de la y-glutamilciclotransferasa, lo

que hace al glutation muy resistente a la degradacion intracelular (DeLeve y Kaplowitz,
1991).

SH/

S

v-Glu - Cys - Gly

Fig. 10. Estructura quimica y espacial del glutation.

Mientras que la cisteina se autooxida répidamente a cistina, y puede ser toxica en
grandes cantidades por la generacion de radicales libres, la cisteina del glutation estaria
protegida por los extremos C- y N-terminal, en el que el grupo tiol (-SH) actuaria como un
reductor y nucle6filo (compuesto rico en electrones) intracelular de bajo peso molecular.
Esto le permite al glutatién (a parte de ser una forma no tdxica de almacenamiento de
cisteina) intervenir en varios fendmenos celulares de gran importancia, tales como la
destoxificacion de xenobidticos con centros electréfilos, la eliminacion de radicales libres,
el mantenimiento del estado reducido en los grupos tioles de las proteinas (al actuar como
un tampon redox) y la modulacién de la funcién inmune, la transduccion de seiiales, la
expresion génica y la sintesis de ADN (Meister y Anderson, 1983; Kretzschmar, 1996; Sen
y Packer, 1996; Cooper y Kristal, 1997; Sies, 1999).
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El glutation estd presente mayoritariamente en las células en su forma activa y

reducida (GSH). Sin embargo, como consecuencia de las condiciones oxidantes, dos
moléculas de GSH que hayan captado un radical libre se pueden unir por un puente
disulfuro para generar una molécula de glutatiéon oxidado o disulfuro (GSSG) y eliminar

dichos radicales.

1.4.2. Sintesis y transporte del glutation

El GSH se sintetiza tanto en procariotas como eucariotas exclusivamente en el citosol
en dos reacciones consecutivas dependientes de ATP (Fig. 11). La primera esta catalizada
por la enzima glutamato:cisteina ligasa (GCL), anteriormente conocida como Y-
glutamilcisteina sintetasa, donde se unen los aminoacidos cisteina y glutamato para dar
lugar a y—glutamilcisieina, a la que se une glicina por la GSH sintetasa (GS). La GS
parece no tener regulacion, en cambio la GCL controla la sintesis de GSH ya que presenta
inhibicidén por retroalimentacién negativa del propio GSH (Richman y Meister, 1975) y
esta regulada por la disponibilidad de L-cisteina (Deneke y Fanburg, 1989). Esto es asi
porque mientras la concentracion de glutamato intracelular es muy superior al valor de Ky,
de la GCL para el glutamato, la concentracion intracelular de cisteina se aproxima a su

valor de K, (0,1-0,3 mM) (Fernandez-Checa y cols., 1992).

El higado es el principal 6rgano de sintesis del GSH ya que no sélo obtiene la cisteina
directamente de la dieta o del catabolismo de proteinas, sino que también es el unico
organo donde se sintetiza cisteina a partir de metionina mediante la ruta de la
transsulfuracién (Reed y Orrenius, 1977). Esta consiste en la activacion dependiente de
ATP de la metionina a S-adenosilmetionina (SAM) catalizada por la metionina
adenosiltransferasa, que es posteriormente desmetilada y retirada la mitad adenosil para dar
lugar a homocisteina. Esta es conjugada con serina para dar lugar a cistationina y por
accion de la cistationina y-liasa resulta en L-cisteina. A pesar de que se ha observado que
en condiciones oxidantes la via de la transsulfuracion puede estar activada respecto a la
remetilacion (Taoka y cols., 1998), el estrés oxidativo y nitrosativo inhiben a la metionina
adenosiltransferasa (Avila y cols., 1997; Sanchez-Goéngora y cols., 1997) lo que disminuye
la produccion de SAM y posteriormente de GSH hepatico (Lu, 1998). Asi, los niveles de
GSH hepaticos estan intimamente relacionados con la dieta y especialmente con el

contenido en cisteina (Tateishi y cols., 1974).
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Fig. 11. Ciclo del y-glutamil para el transporte y sintesis de glutatién (adaptado de Meister y
Anderson, 1983). aa, aminoacido; DP, dipeptidasa.

El GSH tiene transportadores especificos para exportarse fuera de las células, pero en
cambio no lo tiene para transportarse dentro de éstas (Ookhtens y Kaplowitz, 1998). Esto
se debe a que el higado exporta el GSH hacia el torrente sanguineo y se distribuye entre los
otros tejidos. En la parte externa de la membrana plasmitica se encuentra anclada la
enzima y—glutamil transferasa (yGT), también conocida como y—glutamil transpeptidasa,
que es la Unica proteasa que degrada al glutation y a éste conjugado a otras moléculas. La
yGT transfiere la mitad y—glutamil del GSH a un aminoéacido (siendo la cistina la mds
adecuada) formando y—glutamil aminoécido y cisteinilglicina (Meister y Anderson, 1983;
Fig. 11). El y-glutamil amino4cido se puede transportar al interior celular y por la
ciclotransferasa liberar el aminoacido y formar 5-oxoprolina, que se puede convertir a
glutamato. La cisteinilglicina se puede escindir por la dipeptidasa (DP) y generar cisteina y

glicina, las cuales se pueden transportar al interior de la célula para sintetizar GSH.

Asi la yGT permite la reabsorcion de los catabolitos del GSH del plasma y mantiene
unas altas concentraciones de GSH en tejidos extrahepaticos (Curthoys y Hughey, 1979;
Fig. 11). Se ha observado que ciertas hormonas del estrés, como la adrenalina, fenilefrina y

vasopresina, aumentan el transporte del GSH hepatico al plasma (Sies y Graf, 1985).
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1.4.3. Funcion destoxificante del glutation

La destoxificacion de xenobidticos o sus metabolitos es una de las mas importantes
del glutatién. El grupo tiol del GSH puede realizar un ataque nucleéfilo sobre el centro
electrofilo de un amplio espectro de compuestos (como los metabolitos reactivos formados
por el sistema del citocromo P-450 y la mayoria de los plaguicidas) tanto de manera
espontanea como catalizado por las glutatién S-transferasas (GSTs), resultando en la
formacion de productos menos toxicos y facilitando su eliminacién (DeLeve y Kaplowitz,
1991; Fig. 12). Las GSTs son una familia multigénica de isoenzimas que contienen una
regidn hidrofébica muy polimorfica para unirse a una gran variedad de sustratos
electrofilos. En el higado las GSTs representan del 5 al 10% de las proteinas solubles
(Whalen y Boyer, 1998), por lo que la destoxificacion de contaminantes se produce

principalmente en este drgano.

El metabolismo de xenobidticos comprende varias fases: En la fase I tendria lugar una
modificacion de la molécula original (oxidacion, reduccion o hidrélisis), donde actuarian

principalmente las oxigenasas de funcién mixta o monooxigenasas dependientes del

Cys
Glu
Via Pentosas Fosfato GCL

y” v-glutamilcisteina
NADPH + H* NADP+

>—§ o
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M f‘ ~°

oj\/N"(( J\/\;L GS
GSSG glutatlon reducldo

glutation oxidado

ROH Mf«r

20 202

compuesto
electroflhco

o

ZJ'

Eliminacion de radicales R-S-Glutatién
libres y otras reacciones YGT

Destoxificacion
de xenobidticos *

Fig. 12. El metabolismo del glutatién esta regulado principalmente por las siguientes enzimas:
GCL, glutamato:cisteina ligasa; GPx, glutatién peroxidasa; GR, glutation reductasa; GS,
glutation sintetasa; GST, glutation S-transferasa; YGT, y-glutamil transferasa.
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citocromo P-450, que oxidarian al compuesto exdgeno. En la fase II estos compuestos
resultantes se conjugarian a grupos mas polares como el glutatién, acido glucurénico o
sulfato para solubilizarlos y facilitar su excrecion (Commandeur y cols., 1995).
Finalmente, en la fase III estos compuestos conjugados serian eliminados por proteinas
transportadoras de aniones organicos multivalentes denominadas MRP (multidrug

resistance associated protein) (Cnubben y cols., 2001).

La conjugacion con glutatién consume GSH irreversiblemente. Estos conjugados se
degradarian mediante la yGT al conjugado de cisteinilglicina, que por la dipeptidasa daria
lugar al conjugado de cisteina y por la N-acetilasa se formaria el acido mercaptirico
correspondiente (DeLeve y Kaplowitz, 1991). Como los rifiones contienen elevadas
concentraciones de YGT, la eliminacién de xenobidticos por la via del 4cido mercapturico

tendria lugar preferentemente por la orina.

Ademas de sustancias exdgenas, muchos compuestos formados endégenamente, como
las prostaglandinas y leucotrienos se conjugan con el GSH por un mecanismo similar al de

los xenobiédticos (Wang y Ballatori, 1998).

1.4.4. Funcion antioxidante del glutation

El GSH es capaz de reaccionar espontanecamente con HO', N,O; y ONOO™ (Wink y
Mitchell, 1998) y regenerar a la vitamina C y ésta a la E. Sin embargo, la eliminacién de
H;0; y de otros perdxidos estd catalizado por la GPx, como ya se ha comentado
previamente en la seccion 1.3.4. Como consecuencia de estas reacciones el GSH se oxida a
GSSQG, el cual es reducido otra vez a GSH por la GR a expensas de NADPH, formandose
un ciclo redox (Fig. 12). La principal ruta metabodlica de regeneracion del NADPH es por
la via de las pentosas fosfato, donde participan las enzimas glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa y transaldolasa, pero hay otras enzimas
que también pueden generar NADPH citosdlico como la isocitrato deshidrogenasa y el

enzima malico.

Las GSTs también participan en la defensa frente al estrés oxidativo ya que estas
enzimas son capaces de eliminar los productos de la peroxidacion lipidica como
hidroxialquenales. Ademas, determinadas GSTs poseen actividad peroxidasa y son capaces
de desactivar los productos de la peroxidacion lipidica como bases de ADN oxidadas e
hidroperéxidos lipidicos (Ketterer y Christodoulides, 1994).
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1.4.5. Mantenimiento del estado tiol-disulfuro intracelular

El GSH es el tiol no proteinico mas abundante de las células, resultando
imprescindible para mantener el equilibrio redox intracelular y el estado tidlico de las
proteinas (DeLeve y Kaplowitz, 1991). Para conseguir esto, el GSH realiza un intercambio

tiol-disulfuro con las proteinas catalizado por la tiol-transferasa:
proteina-SSG + GSH <« proteina-SH + GSSG

Como esta reaccion es reversible, el equilibrio estara determinado por el estado redox

celular, el cual depende de las concentraciones de GSH y GSSG.

La reduccidn de disulfuros de las proteinas también esté catalizado por sistemas como
la glutaredoxina, tioredoxina y la proteina-disulfuro isomerasa. La glutaredoxina es una
proteina semejante a la tioredoxina que para reducirse utiliza el ciclo redox del glutation
(Bjornstedt y cols., 1997).

En condiciones fisiolégicas normales, el estado redox estd mantenido por la GR a
expensas del NADPH. Cuando la capacidad reductora de la célula es insuficiente y se
disminuye la relaciéon GSH/GSSG, se produce una oxidacién del estado redox celular que
activa elementos transcripcionales sensibles al estado redox (Sen y Packer, 1996), ya que
muchas vias de transduccién de sefial para la proliferacion, diferenciacion celular y

apoptosis estan reguladas por el estado redox celular (Kamata y Hirata, 1999).

Ademas, la union del glutation a proteinas (glutationilacién) estd implicada en la
regulacion de la actividad enzimdtica y la transcripcion de enzimas como la fosforilasa,
creatina quinasa, anhidrasa carbonica, ras, GST y GADPH (Sies, 1999).

1.4.6. Regulacion de la apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso complejo caracterizado por
una reduccion del tamafio celular, condensacién de la cromatina y fragmentacion
internucleosomal del ADN que permite la eliminacién por fagocitosis de células no
deseadas o no funcionales, previniendo la respuesta inflamatoria a sus componentes
intracelulares (Hengartner, 2000). No obstante, a mayores condiciones estresantes el
deterioro celular puede ser tan alto que la apoptosis se reprima dando lugar a una muerte
celular por necrosis, que esta caracterizada morfolégicamente por un aumento del tamafio

celular y finalmente una ruptura de la membrana celular. Esto libera los constituyentes
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intracelulares al espacio extracelular causando un posterior deterioro del tejido y una

intensa respuesta inflamatoria.

Las caspasas son una familia de proteasas que contienen residuos de cisteina que estan
presentes en el citosol como proenzimas inactivas pero que se activan cuando se inicia la
apoptosis, jugando un papel esencial en varias etapas de ésta (Cohen, 1997). La caspasa-3
es una enzima clave en el desarrollo de la apoptosis, siendo responsable de la degradacion
parcial o total de muchas proteinas estructurales y reguladoras como la poli(ADP-ribosa)

polimerasa (PARP), laminas, citoqueratinas, etc.

La apoptosis estda modulada por el estrés oxidativo (Chandra y cols., 2000), donde la
actividad de componentes de la misma, como las caspasas y la permeabilidad de las
membranas de las mitocondrias, son dependientes del estado redox intracelular (Hall,
1999).
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‘*q{ ‘ Objetivos

En este estudio se pretende determinar los factores bioquimicos que condicionan la
tolerancia a plaguicidas en organismos acuticos y, a partir de ahi, se propone una nueva
estrategia terapéutica consistente en incrementar la capacidad antioxidante de las células
con el fin de restablecer el equilibrio entre prooxidantes y antioxidantes, deteriorado por

una exposicion a plaguicidas. Segun esto, los objetivos que se han planteado son:

e Establecer la relevancia del glutatién y el metabolismo de éste en la resistencia a
plaguicidas organofosforados y carbamatos en vertebrados acuaticos (la anguila

europea) e invertebrados marinos (el mejillon y un pectinido).

¢ Demostrar si la inyeccién intraperitoneal y bafios del antioxidante y precursor del
n

glutatién N-acetilcisteina (NAC) producen un aumento de los niveles de glutatién

en las anguilas.

e Evaluar la efectividad de la administracion de NAC sobre la supervivencia de las
anguilas expuestas a una dosis letal del plaguicida organofosforado diclorvés y

determinar si esta mediada por el metabolismo del glutation.

e Evaluar la recuperacion de las anguilas tras una intoxicaciéon con una dosis subletal

de diclorvos mediante la administracion de NAC en forma de bafios.
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3.1. Diseiio experimental y metodologia

3.1.1. Animales experimentales

Los animales de estudio fueron la anguila europea (4rnguilla anguilla, L.), el mejillon
(Mytilus galloprovincialis Lam.) y el pectinido Flexopecten flexuosus Poli (Fig. 13). La
anguila europea pertenece a la Clase Osteictio, Orden Anguilliforme, Suborden
Enquelicéfalo y Familia Anguillidae (Lozano, 1947). El mejillon pertenece a la Clase
Bivalvia, Orden Mytiloida, Suborden Mytilina y Familia Mytilidae. Flexopecten flexuosus
pertenece a la Clase Bivalvia, Orden Ostreoida, Suborden Pectinina y Familia Pectinidae
(Boss, 1982).

Las anguilas, ademas de representar una fuente de alimento para el hombre, se utilizan
para monitorizar el estado de la contaminacidn acuatica en determinados lugares (Van der
Oost, 1996). Las anguilas se obtuvieron de dos fuentes: una poblacién natural de la
Albufera de Valencia capturada por la Cofradia de Pescadores del Palmar y anguilas
engordadas en la piscifactoria Valenciana de Acuicultura S.A. En ambos casos se trataba
de la anguila amarilla, con pesos inferiores a los 30 g, por lo que se trataba de animales
indiferenciados sexualmente, evitdndose los efectos de la variacion sexual y minimizando

la interaccién hormonal en los ensayos toxicoldgicos.

Los moluscos bivalvos, y especialmente el mejillén, son organismos ampliamente
utilizados en programas de vigilancia y control de la contaminacion en el medio marino ya
que estan distribuidos alrededor de todo el mundo, son especies sedentarias, relativamente
tolerantes a un amplio rango de condiciones ambientales y filtradores, capaces de
bioacumular en sus tejidos elevadas concentraciones (hasta 1000 veces superior al agua

exterior) de productos quimicos que no se detectarian en muestras de agua (Widdows y

A. anguilla M. galloprovincialis F. flexuosus

Fig. 13. Fotografias de las especies acuaticas estudiadas.
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Donkin, 1992). Ademas, los bivalvos tienen una gran importancia econémica, ya que su
cultivo represento el 84% de la produccidn total de la acuicultura en Espaifia en el afio 2000
(Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion), debido principalmente al cultivo

extensivo del mejillon en las rias gallegas (79%).

Los mejillones se obtuvieron del cultivo en suspension de un emparrillado de la Bahia
del Fangar en el Delta del Ebro, donde estan expuestos a una variacidn estacional de
plaguicidas como se ha comentado anteriormente. Por el contrario, la especie de pectinido
F. flexuosus se distribuye al oeste y centro del Mediterraneo, y el area adyacente del
Océano Atlantico en fondos arenosos y de algas (Wagner, 1991). La semilla de este
pectinido se obtuvo mediante la recoleccion de colectores filamentosos fondeados durante
3 meses (de junio a septiembre de 1998) cerca del arrecife artificial de Cabanes (40° 07’ N,
0° 13’ E) a una profundidad de 20 m, segun Pefia y cols. (1998).

3.1.2. Plaguicidas utilizados

Los plaguicidas que se han estudiado y sus correspondientes aplicaciones se describen

a continuacion (Fig. 14):

El tiobencarb (S-4-clorobencil dietiltiocarbamato) es un herbicida selectivo que
inhibe el crecimiento de los brotes de plantas emergentes por inhibicioén de la sintesis de
proteinas. Este plaguicida tiocarbamato se utiliza para controlar Echinochloa, Leptochloa y

Cyperus spp., ademas de otras monocotiledoneas, en el cultivo del arroz (Tomlin, 1997).

El molinato (S-etil azepan-1-carbotioato) es un herbicida sistémico selectivo que se
absorbe rapidamente por las raices, se transporta hasta las hojas e inhibe la germinacién
por inhibicion del metabolismo lipidico (Tomlin, 1997). Este plaguicida tiocarbamato se
emplea para controlar la germinacion de malas hierbas, particularmente Echinochloa spp.,

en el cultivo del arroz.

El fenitrotion (O,0-dimetil O-4-nitro-m-tolil fosforotioato) es un insecticida
organofosforado no sistémico de accién por contacto o ingestion que inhibe a las
colinesterasas. Se utiliza para el control de los insectos en los cultivos de cereales, frutas,
hortalizas, arroz, cafia de azucar, vid, césped y en silvicultura. También se utiliza como un
insecticida de uso doméstico, sobre productos almacenados y en el control de las larvas de

mosquito, que son vectores de la malaria en determinados paises (Tomlin, 1997).
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Fig. 14. Estructura quimica de los plaguicidas estudiados.

El diclorvés (2,2-diclorovinil dimetil fosfato) es un insecticida y acaricida de accién
por contacto, inhalacién e ingestion que inhibe a las colinesterasas. Este plaguicida
organofosforado, ademas de aplicarse en la agricultura y en el hogar como el fenitrotion, se
utiliza en veterinaria para tratar parasitos externos, como pulgas y garrapatas, y como

antihelmintico del ganado, animales domésticos y peces de piscifactoria (OMS, 1989).

3.1.3. Ensayos de toxicidad aguda

La evaluacién mas comin de la toxicidad es la medida de la letalidad a corto plazo.
Para una sustancia dada esta medida implica la determinacién de la concentracién media
que es letal para una proporcion fija, normalmente el 50% de la poblacién de organismos
ensayados, después de una exposicion continua durante un periodo de tiempo concreto,

generalmente 96 h en peces (Johnson y Finley, 1980).

La concentracion letal (CL) para el 50% de la poblacion después de una exposicion de
96 h se designa como CLso-96 h. Esta abreviatura puede modificarse adecuadamente para
hacer referencia a distintos tiempos de exposicion y a distintas proporciones de la

poblacién.

Los ensayos de toxicidad aguda con anguilas se realizaron de acuerdo a las directrices
de la OECD (1992). Para determinar la CLsy se utilizaron de 4 a 6 concentraciones
diferentes de toxico, 10 animales por concentracion y se efectuaron 3 réplicas del ensayo

para obtener una representacion de la curva dosis-respuesta estadisticamente mds precisa
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(Ferrando, 1990). Los ensayos con los herbicidas tiocarbamatos molinato y tiobencarb se
realizaron mediante ensayos estaticos con anguilas procedentes de la Albufera de Valencia,
en los que los animales estuvieron durante todo el periodo de experimentacion en la misma
soluciéon de plaguicida, ya que el tiobencarb tiene una vida media de 247,66 h en
condiciones de laboratorio, permaneciendo el 85% del plaguicida después de 96 h
(Ferrando, 1992). Como el diclorvés se hidroliza rapidamente por los alcalis en el agua,
con un tiempo de vida medio de 31,9 dias a pH 4, 2,9 dias a pH 7 y 2,0 dias a pH 9
(Tomlin, 1997), los ensayos con diclorvos en anguilas procedentes de la empresa
Valenciana de Acuicultura S.A. se realizaron mediante ensayos de renovacion, en los que

el agua y el plaguicida eran renovados cada 24 h.

Los ensayos de toxicidad aguda en los mejillones obtenidos de un emparrillado de la
Bahia del Fangar y los pectinidos capturados a 20 m de profundidad frente a la costa de
Castellén se realizaron segin los criterios de la U.S. Environmental Protection Ag
(USEPA, 1996a y b) mediante ensayos estaticos con el insecticida organofosforado
fenitrotion, ya que este plaguicida es relativamente estable a la hidrélisis en condiciones

normales (Tomlin, 1997).

3.2. Analisis bioquimico

En la presente tesis se han puesto a punto varias técnicas de determinacion de
metabolitos y actividades enziméaticas mediante el lector espectrofotométrico de placas de
96 pocillos (Bio-Rad 3550, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EE.UU. y Multiskan
Ascent, Labsystems, Helsinki, Finlandia). Ademas se han desarrollado varias plantillas de
Microsoft® Excel que permiten resumir rapidamente en una sola pagina toda la
informacién disponible, por lo que se consigue una mayor automatizacion y control en el

procesamiento de elevadas muestras.

3.2.1. Determinacion del glutation

El contenido de glutation total (GSH + GSSG) y unicamente el oxidado (GSSG) se
determiné mediante un ensayo sensible y especifico del GSH con el &cido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB, reactivo de Ellman) en presencia de GR y NADPH en exceso segin
el método de Tietze (1969) (Fig. 15) y adaptado a microplacas por Baker y cols. (1990).
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Los tejidos se homogenizaron con 5 volumenes del 4cido S-sulfosalicilico al 5% por gramo
de tejido para precipitar las proteinas, se sonicaron y centrifugaron a 4 °C y 20.000g
durante 10 minutos. En los sobrenadantes se determiné el glutation total directamente o se
utiliz6 2-vinilpiridina para conjugar al GSH en la determinaciéon del GSSG (Griffith,
1980). Todas las medidas se realizaron a 415 nm con longitud de onda de referencia de 595
nm cada 30 segundos durante 3 minutos, como recomiendan Cribb y cols. (1989). Las
muestras para la determinacion de GSSG fueron cuidadosamente verificadas con papel
indicador para evitar sobrepasar el pH 7.5 y producir la autoxidacion del GSH. Las
concentraciones de glutatién se expresaron como nmoles de equivalentes de GSH (GSx)
por gramo de peso de tejido fresco o mg de proteina (GSx = [GSH] + 2-[GSSG]). El
contenido en GSH se calculé al restar el valor de GSSG del de glutation total. La razon
GSH/GSSG se expresé como numero de moléculas y no moles: [GSH]/[GSSG] = (GSx —
GSSG) / (GSSG / 2). Los estandares y blancos se prepararon simultineamente con las

muestras en las mismas condiciones de tamponamiento y acidez.

HOOG,
NH, W 9
HO N (v}
NADP* 2 mﬁ})\ Y N Ss NO,
GSH DTNB COOH
mji/ﬁr” 1
HG N, o]
N
) ] S))LH OH HOOG
:
H+ H* oH o o 2. | oN - Amax =412 nm
NADP A LI, : s
[¢] NH,
GSSG anién 2-nitro-5-tiobenzoico

Fig. 15. Esquema de la reaccion del GSH con el DTNB para dar un producto de color amarillo con
un maximo de absorcién a 412 nm.

3.2.2. Determinacion cinética de las actividades enzimaticas

La actividad enzimatica se puede medir mediante ensayos continuos o por punto final.
En estos tltimos la reaccién enzimatica se detiene después de un tiempo de incubacién
como consecuencia de la desnaturalizacién de la enzima por inmersién en un bafio de agua
hirviendo o por adicién de un 4cido o una base fuerte. Esto es ideal para ensayos

enzimaticos no espectroscopicos en los que el tiempo de medida es mayor que el ritmo de
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la reaccion enzimatica, como seria la determinacion mediante un método de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). Sin embargo, a pesar de que resulta mucho mas facil
realizar una lectura inicial y otra final que realizar multiples medidas durante la reaccion,
el método de punto final asume peligrosamente que la sefial evolucionar4 linealmente con
el tiempo durante el periodo de incubacion elegido. Asi, cambios en la temperatura, pH, la
concentracion de sustrato, de enzima, o la presencia de ciertos inhibidores pueden alterar
draméticamente la linealidad de la sefial. Por esta razén la determinacion de la actividad
enzimatica por cinética es la manera mas segura y exacta de calcular la velocidad de
reaccion a partir de la pendiente de la absorbancia respecto al tiempo, y ademés se obtiene,

en general, una menor variabilidad (Copeland, 1996).

La actividad AChE (EC 3.1.1.7) se determin6 a 415 nm con acetiltiocolina como
sustrato segun una adaptacién a microplaca del método de Ellman (Ellman y cols., 1961)

por Doctor y cols. (1987), pero con tampén

o)
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osfato 0,1 M, pH 7,27 y EDTA 1 mM como
recomiendan Riddles y cols. (1979). La actividad colinesterasa detectada en el musculo y
cerebro de las anguilas se trata realmente de AChE, como previamente caracterizaron
Lundin (1962) y Ferenczy y cols. (1997), por lo que no fue necesario realizar el ensayo con

inhibidores especificos.

La actividad GCL (EC 6.3.2.2) se adaptd a microplacas a partir del método indirecto
de Seelig y Meister (1985), que utilizan la reaccion acoplada de la piruvato kinasa (PK)
con la lactato deshidrogenasa (LDH) para determinar la formaciéon de ADP por la GCL a
través de la oxidacion del NADH. Cada pocillo contenia tampdn Tris-HCI 0,1 M, pH 8,
KCl 150 mM, EDTA 2 mM, MgCl; 20 mM, ATP 5 mM, fosfoenolpiruvato 2 mM, L-
glutamato 10 mM, L-a-aminobutirato 10 mM, NADH 0,2 mM, 7 U/ml de PK y 10 U/ml de
LDH. La actividad enzimatica fue evaluada siguiendo el descenso en absorbancia del
NADH a 340 nm y 25 °C.

La actividad GR (EC 1.6.4.2) se analiz6 por el método Cribb y cols. (1989) a través
del aumento de absorbancia a 415 nm con 595 nm de longitud de onda de referencia y con
las siguientes concentraciones finales: [DTNB] = 0.075 mM; [NADPH] = 0.1 mM;
[GSSG] = 1 mM segtn Smith y cols. (1988).

La actividad GST (EC 2.5.1.18) se ensayo por la conjugacion del GSH con 1-cloro-
2,4-dinitrobenceno (CDNB) segun Habig y cols. (1974). La mezcla de reaccién contenia
tampon fosfato potasico 100 mM, pH 6,5, CDNB 1 mM en etanol y GSH 1 mM. La
formacion del aducto del CDNB, S-2,4-dinitrofenil glutation, se siguid por el incremento

de absorbancia a 340 nm.
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La actividad yGT (EC 2.3.2.2) se midid por el indice de escision de la y-glutamil-p-
nitroanilida para formar p-nitroanilina (pNA) a 405 nm durante al menos 10 minutos, por
transferencia del grupo glutamil a la glicilglicina, siguiendo el método de Silber y cols.
(1986).

3.2.3. Determinacion de la actividad caspasa-3

La actividad caspasa-3 (EC 3.4.22.-) se midi6 en el lector de placas a partir del ensayo
colorimétrico manufacturado por Sigma. La hidrdlisis del péptido acetil-Asp-Glu-Val p-
nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) para liberar pNA se siguié a 405 nm y se calcul6 en cada
microplaca a partir de una recta de calibrado de pNA, cuyas concentraciones se

determinaron en un espectrofotometro.
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de Ac-DEVD-pNA hidrolizado por min y mg de proteina), las microplacas se incubaron
varios dias a 25 °C selladas y exentas de luz. Una cinética de pseudo orden cero se
comprobo al representar graficamente la absorbancia respecto al tiempo en cada pocillo.
Para validar los resultados se utiliz0 caspasa-3 recombinante humana. La actividad
DEVDasa medida se consider6 pseudo-caspasa-3 ya que la caspasa-7 es otro ejecutor de la
apoptosis que tiene una funcidon y especificidad de sustrato similar a la caspasa-3

(Fernandes-Alnemri y cols., 1995).

3.2.4. Determinacion de proteinas

Las actividades enzimaticas y el contenido en glutation (Articulos IV y V) se
expresaron en relacion al contenido en proteinas de cada muestra para estandarizar los
valores. El contenido de proteinas se ha determinado por el kit de Bio-Rad basado en el
procedimiento colorimétrico de Bradford (1976), usando albumina sérica bovina como
estandar.

3.3. Anadlisis estadistico

El tratamiento estadistico de los experimentos realizados se detalla en cada uno de los

articulos. La relacion de las variables con la supervivencia se analizd inicialmente
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mediante el anélisis de la varianza (Articulo I y II), pero posteriormente (Articulos III y
IV) se utilizaron estadisticos mds robustos como el modelo de regresiéon de riesgos
proporcionales de Cox (Cox, 1972), que merece ser comentado con mas detalle, al igual

que el método probit para tratar los datos obtenidos de los ensayos de toxicidad aguda.

3.3.1. Analisis probit

Este método se basa en la hipoétesis de la existencia de una relacion dosis-efecto de
manera que los efectos observados se distribuyen de forma proporcional a los logaritmos

de las concentraciones utilizadas en el ensayo (Gaddum, 1953).

En el anélisis probit en lugar de hacer la regresion de la proporcion de los organismos
muertos respecto a las concentraciones de plaguicida, se transforma cada una de las
proporciones observadas por el valor de la curva normal estandar bajo la cual se encuentra
el area de la proporcidon observada y, generalmente, se utilizan los logaritmos de las

concentraciones. El modelo de regresion se puede entonces representar como:
Probit (P;) = A + B-[log(concentracion;)]

donde P; es la transformacion probit de la proporcién de organismos muertos a una
concentracion; de plaguicida, y 4 y B son la ordenada en el origen y la pendiente,

respectivamente.

En principio, la representacion grafica del probit respecto al logaritmo de la
concentracion debe ser lineal para poder determinar la concentracion que produce un 50%
de mortalidad en los organismos ensayados, o cualquier otro porcentaje. Sin embargo, si se
tienen datos muy heterogéneos o dispersos, se cometeria un error al ajustar los datos a una
recta. Por esa razén se utiliza el método de la bondad del ajuste de y* basado en los
residuos para comprobar que el modelo probit se ajusta a los datos obtenidos para un nivel

de confianza del 95%.

La CLs del molinato en las anguilas se calculé mediante un programa informatico de
analisis probit (Articulo IT). La CLso del fenitrotién para los bivalvos marinos se calculé
mediante el USEPA Probit Anélisis Program 1.5 (Articulo III). La CLsq del diclorvos para
las anguilas se determind mediante el paquete estadistico SPSS 10.0 (Articulo IV).
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3.3.2. Regresion de Cox

Este es un método de regresion utilizado para evaluar el efecto de miitiples variables
independientes predictoras (covariables) en la curva de supervivencia. Aunque este modelo
no asume una distribucion matematica en particular, si que asume que los efectos de las
diferentes covariables sobre la supervivencia no cambian respecto al tiempo. La razén de
riesgo estima el porcentaje de cambio en el riesgo que suceda el evento estudiado (en este
caso la muerte en presencia del plaguicida) por cada cambio de unidad en la covariable.
Para variables dicotémicas la razén de riesgo representa el riesgo relativo (RR) de morir
entre las dos clases de la variable: 0 y 1. Cuando el riesgo relativo es mayor que 1, el
riesgo de morir aumenta cuando la covariable aumenta, mientras que cuando el riesgo

relativo es menor que 1, el riesgo de morir disminuye cuando aumenta la covariable.

Las razones de riesgo individuales se obtuvieron al incluir inicamente cada variable
en el modelo de Cox. Posteriormente se obtuvieron las variables predictoras (covaribles)
mds relacionadas con la supervivencia al plaguicida mediante un procedimiento de
seleccioén por pasos sucesivos hacia delante de todas las variables estudiadas basado en la
estimacion condicional de los pardmetros. Los limites para la inclusion y exclusién de cada
variable en el modelo de Cox fueron, respectivamente, de P < 0.05 y P > 0.10. Las
covariables se trataron como variables continuas, pero en el Articulo III también fueron
dicotomizadas a la mediana. Esto quiere decir que se asigné el valor cero a los bivalvos
que para cada variable presentaron un valor inferior a la mediana, mientras que a los que

tuvieron un valor mayor que la mediana se les asigné un uno.

La suposicién de riesgos proporcionales se aseverd por la inspeccién visual de las
graficas de supervivencia para el log-menos-log de cada una de las covariables tratadas
como variables categoricas, las graficas de los residuos parciales de Schoenfeld
(Schoenfeld, 1982) respecto al tiempo de supervivencia, segun Hess (1995), y las graficas

de los residuos martingala respecto las covariables.
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4.1. Caracterizacién del metabolismo del glutation en la tolerancia a

plaguicidas en la anguila europea

En varios trabajos (Articulos I, I y IV) se ha puesto de manifiesto la importancia del
metabolismo del glutation en la tolerancia/resistencia a plaguicidas organofosforados y
carbamatos en la anguila europea (4. anguilla). Inicialmente se observo que la exposicién
de las anguilas provenientes de la Albufera de Valencia al herbicida tiocarbamato
tiobencarb (Articulo I) disminuia los niveles de glutation en misculo e higado, y que
aquellos individuos que sobrevivian mas tiempo en presencia del plaguicida presentaban
niveles hepaticos de GSH tres veces mayores que los controles, por lo que habrian
inducido su sintesis. Ademads, se producia una oxidacion del glutation conforme aumentaba

el tiempo de exposicion.

Cuando las anguilas se expusieron al herbicida tiocarbamaio molinato (Articuio II),
también presentaron una disminucién del contenido hepatico y muscular de glutation, tal y
como describen otros autores en peces intoxicados con amonio (Chatterjee y Bhattacharya,
1983), mercurio (Allen y cols., 1988), cadmio (Vaglio y Landriscina, 1999), dietil maleato
(Gallagher y cols., 1992), menadiona (Hasspieler y cols., 1994) y contaminacién en
general (Almar y cols., 1998). La disminucién de los niveles de GSH y la interaccién de
ciertos contaminantes que generan estrés oxidativo con la GCL conduce a una induccién
de la sintesis hepatica de este tripéptido. Si esta activacion se mantiene varios dias, el
contenido de GSH en el higado puede aumentar por encima de los niveles normales. Asi,
se observd que, al igual que las anguilas expuestas al tiobencarb (Articulo I), aquellas que
sobrevivieron mas de 72 h a una concentracién letal del molinato contenian mayor
cantidad de GSH hepético que las anguilas no expuestas. Este aumento en el contenido de
GSH como consecuencia de la exposicion a contaminantes también se observo en peces
expuestos a sedimentos contaminados con hidrocarburos aromdticos policiclicos y

poliaromaticos (Stein y cols., 1992) y a menadiona (Hasspieler y cols., 1994).

La exposicion a molinato produjo una oxidacion en el estado redox del glutation
muscular, y Unicamente en el higado de las anguilas que murieron durante las primeras 48
h. Como las anguilas que sobrevivieron mas tiempo tenian mayor actividad GR,
especialmente a nivel hepatico, podian reducir el GSSG a GSH mas eficientemente y
mantener los niveles de GSH/GSSG. De esta manera, aquellas anguilas que fueron capaces
de incrementar el contenido en glutation, inducir la actividad GR y mantener la relacion

entre los niveles de glutation reducido y oxidado en el higado, mostraron una mayor
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supervivencia a estos plaguicidas que aquellas anguilas que perdieron la homeostasis del

glutation.

La toxicidad de los herbicidas tiocarbamatos molinato y tiobencarb, al igual que otros
carbamatos, es debida a la inhibicién de la enzima AChE (Sancho y cols., 2000;
Fernandez-Vega y cols., 2002). Sin embargo, este modo de accién no es suficiente para
explicar la severa anemia hemorragica observada en las carpas (Kawatsu, 1977) y anguilas
(Sancho y cols., 2000) por el molinato. Esto podria ser debido al estrés oxidativo generado
por estos herbicidas ya que una deplecioén de glutation resulta en una mayor permeabilidad
y menor funcionalidad de la membrana de los eritrocitos hasta producir una hemorragia
hemolitica (Uhlig y Wendel, 1992).

Como ya se ha comentado anteriormente, los niveles de glutatién estan regulados por
varias enzimas bien caracterizadas (Meister y Anderson, 1983). Por lo tanto, el contenido
de GSH en las células no es un valor constante ya que depende del equilibrio entre el grado
de sintesis (por la GCL), el grado de conjugacion (por las GSTs), el grado de oxidacion
(espontaneamente o catalizado por la GPx) y la capacidad de reduccion del GSSG a GSH
(por la GR).

La conjugacion del GSH sobre muchos plaguicidas, como los tiocarbamatos
estudiados, catalizada de las GSTs, conduce a la destoxificacién y excrecién del
xenobidtico. No obstante, si este proceso no esta asociado a una sintesis de GSH de novo
por la GCL, el GSH se puede agotar. Ademaés, como el GSH es capaz de eliminar radicales
libres a costa de oxidarse a GSSG tanto de manera espontanea como catalizado por la GPx,
si la generacion de GSSG es mayor que la reduccién a GSH por la GR, el GSSG se puede
acumular en el citosol. A partir de determinadas concentraciones, el GSSG es transportado
fuera de las células por transportadores especificos (Sies y cols., 1972; Kaplowitz y cols.,
1996) para proteger las células de un cambio en el estado redox. Consecuentemente esto

implica una disminucién en el ‘pool’ de glutation.

En principio, una merma de los niveles de GSH unicamente del citosol no implica un
dafio sobre las células ya que las mitocondrias retienen al GSH por transportadores de alta
afinidad (Martensson y cols., 1990). No obstante, si se agota el GSH a nivel citosdlico y,
ademds, existe un estrés oxidativo, el ‘pool’ de GSH de la mitocondria se oxida y
disminuye. Como la mitocondria es incapaz de exportar GSSG (Olafsdottir y Reed, 1988)
y sintetizar GSH (Griffith y Meister, 1985), este organulo es mas susceptible que el resto
de la célula a las consecuencias de una oxidacién y diminucién del glutation (DeLeve y
Kaplowitz, 1991).
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No obstante, los procesos moleculares desde el principio del estrés oxidativo hasta la
muerte del organismo aun son inciertos. Carlson y cols. (2000) sugirieron que la
citotoxicidad de los compuestos organofosforados podria deberse a la induccién de la
muerte celular programada (apoptosis) por vias multifuncionales. Domenicotti y cols.
(2000) encontraron una via de apoptosis que era dependiente de la deplecién de glutation
mediante una oxidacién en el estado redox celular. Como muchas moléculas de
sefializacion celular (tales como proteina tirosinas quinasas, serina/treonina quinasas y
fosfatasas, canales y transportadores de Ca®* y factores de transcripcion como NF-kB, p53
y AP-1) estan reguladas por el estado redox de la célula, cualquier cambio en el potencial
redox es esperable que altere las respuestas transcripcionales modificando el
comportamiento celular y viceversa (Kamata y Hirata, 1999). Ademas, segun Schafer y
Buettner (2001), el estado redox del glutation es indicativo del estado bioldgico celular,
pasando por la proliferacién, diferenciacion, apoptosis y, a relaciones de GSH/GSSG muy

bajas, necrosis.

Por otra parte, Voehringer y cols. (2000) mediante chips de ADN encontraron que las
células resistentes a la apoptosis activaban vias metabdlicas para establecer y mantener un
alto estado redox intracelular del glutation. Entonces, la capacidad individual de aumentar
las actividades enzimaticas de la gluconeogenesis y de la via de las pentosas fosfato
también determinaria la tolerancia al plaguicida. De hecho, los niveles de GSH y la
resistencia al estrés oxidativo se ha encontrado que estan modulados por varios de estos
enzimas, tales como la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Salvemini y cols., 1999), la
transaldolasa (Banki y cols., 1996) y la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP"
(Lee y cols., 2002). Ademas, Godon y cols. (1998), mediante protedmica establecieron que
de las més de 100 proteinas cuyos niveles cambiaron después de someter a la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) a estrés oxidativo, una cuarta parte estaban involucradas en la
represion de la glucélisis y el ciclo del acido tricarboxilico para redirigir el metabolismo de

los carbohidratos hacia la regeneracion de NADPH en vez de ATP.

Asi, en los Articulos I y II se demuestra que el principal modo de toxicidad de los
herbicidas tiocarbamatos es la generacion de radicales libres (posiblemente por
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones), que en exceso conducirian a
una situacion de estrés oxidativo, seguida probablemente de una induccién de la muerte

celular, tanto por apoptosis como por necrosis, y finalmente la muerte del organismo.

Posteriormente se profundizé en los mecanismos moleculares que condicionaban la

tolerancia a los plaguicidas (Articulo IV). Asimismo, ademas de poner a punto la
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determinacién de las enzimas glutation S-transferasa (GST) y glutamato:cisteina ligasa
(GCL), se puso a punto la determinacion de la actividad caspasa-3, que es una enzima que
una vez activada desencadena la muerte celular programada (apoptosis). Se observo
entonces que la exposiciéon a una dosis letal del plaguicida organofosforado diclorvos
generaba tal cantidad de estrés oxidativo que inhibia la actividad caspasa-3, inactivando la
apoptosis a costa de producir necrosis (Fig. 16). Las caspasas contienen residuos de
cisteina en su dominio catalitico (Wilson y cols., 1994), lo que las hace susceptibles a la
oxidacion o la alquilacion de tioles, y por lo tanto, estan reguladas por el estrés oxidativo y
el estado redox celular (Ueda y cols., 1998). La inhibicion de la actividad caspasa-3 por un
excesivo estrés oxidativo puede causar un cambio de apoptosis a necrosis en el higado tal y

como esta descrito en lineas celulares (Lemaire y cols., 1998; Samali y cols., 1999).

La supervivencia de las anguilas al diclorvés dependia principalmente del GSH
muscular, el estado redox del glutation hepatico y la actividad AChE dei muscuio y GR

hepatica y muscular.
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Fig. 16. Esquema propuesto de la toxicidad de los plaguicidas organofosforados y carbamatos en

relacion con el metabolismo del glutation.
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La tolerancia a contaminantes generalmente sigue una distribucion log-normal (como
asume el analisis probit para las relaciones dosis-respuesta). Dos hipétesis se propusieron
para explicarlo. Gaddum (1953) introdujo el concepto de la tolerancia individual o dosis
efectiva individual, donde cada individuo tiene un ‘background’ innato a tolerar
compuestos toxicos hasta que recibe una dosis igual o mayor que su dosis efectiva
individual, y entonces muere. Por el contrario, la mortalidad puede ser el resultado de los
procesos estocasticos que ocurren en todos los individuos con la misma probabilidad de
morir al recibir una dosis. La primera hipétesis ha permanecido universalmente aceptada
hasta que hace poco Newman y McCloskey (2000) encontraron que la tolerancia a
concentraciones letales de toxicos no cumplia ninguna de las dos hipétesis. Por tanto,
segun la informacion aportada en este estudio, se propondria una hipétesis intermedia, en
la que la tolerancia a los plaguicidas estaria mediada por la capacidad de mantener al
glutatiéon en estado reducido. Cuando esta homeostasis se pierde, se produciria una
oxidacion celular que desencadenaria una cascada de transducciones de sefial, que segtn la
cantidad de plaguicida esto resultaria en una muerte celular por apoptosis o por necrosis,

que de no restablecerse las condiciones iniciales podria derivar a la muerte (Fig. 16).

4.2. Papel del glutation en la tolerancia al plaguicida organofosforado

fenitrotion en bivalvos marinos

En primer lugar se determinaron la CLsy y CLgs de los mejillones cultivados en las
bahias del Fangar del Delta del Ebro (Tarragona) y se compararon con las de semillas
naturales del pectinido F. flexuosus capturadas a 20 m de profundidad frente a la costa de
Torre la Sal (Castellon) (Articulo III). Asi, los mejillones no sélo tuvieron mas del doble
de la CLsq respecto a los pectinidos (8,4 frente a 3,9 mg/1 de fenitrotion) sino que también
una mayor supervivencia frente a una concentracion letal (la respectiva CLgs) de este
insecticida. Esto demuestra que los mejillones son mas resistentes al fenitrotién que F.

Aexuosus.

En general, los mejillones expuestos al organofosforado mostraron una disminucion
del contenido de GSH y GSSG en la glandula digestiva, misculo aductor y branquias,
mientras que las semillas de pectinidos presentaron una disminucién de GSH en la
glandula digestiva y manto, ademas de una oxidacion del estado redox del glutation en las

branquias y el manto. Esta deplecion del glutation también la han encontrado otros autores
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en bivalvos expuestos a hidrocarburos aromaticos policiclicos (Suteau y cols., 1988),
metales pesados (Viarengo y cols., 1990; Regoli y Principato, 1995; Regoli y cols., 1997;
Canesi y cols., 1999) y contaminacion en general (Doyotte y cols., 1997; Cossu y cols.,
2000).

El efecto de la deplecion del glutation en bivalvos marinos es muy parecido al de los
vertebrados, pues una disminuciéon de GSH a nivel unicamente citosélico no presenta
efectos toxicos en las ostras (Crassostrea virginica), mientras que si se acompafia de una
exposicion a cobre (que es un generador de radicales libres) se produce estrés oxidativo
(Conners y Ringwood, 2000). Sin embargo, mientras que en F. flexuosus la supervivencia
al fenitrotiéon es debida principalmente al estado redox del glutation en la glandula
digestiva y musculo y al GSH del hepatopéancreas, en el mejillon las variables que mas
condicionaron la supervivencia al plaguicida fueron el GSH y el estado redox del glutation
en el musculo. Esto contrasta con lo obtenido con peces (Articulos I, II y IV), donde el

higado es el 6rgano donde el glutation juega un papel mas relevante.

4.3. Biomarcadores de exposicion, efecto y susceptibilidad individual en

vertebrados e invertebrados

La disminucién del GSH estd considerado como un biomarcador de exposicion al
estrés ambiental, tanto debido a contaminantes naturales como quimicos. Sin embargo, la
deplecion del GSH hepético de las anguilas como consecuencia de la exposicién a los
plaguicidas estudiados (Articulos I, Il y IV) puede inducir su sintesis hasta alcanzar valores
incluso por encima de los peces no expuestos, como se ha observado en los Articulos Iy IT,
y se ha comentado previamente. Por otra parte, la disminucion del GSH muscular parece
ser un factor intrinseco de la exposicion a plaguicidas, ya que cuanto mayor es la
exposicion, menores son sus valores. Como los niveles de glutation en el musculo
dependen ampliamente de la captura del GSH plasmatico por la yGT (Griffith y Meister,
1979), si hay una deplecion de GSH hepatico, menos glutation serd exportado al plasma
(Kaplowitz y cols., 1985) y estara disponible para los tejidos extrahepéticos, permitiendo el
consumo del GSH muscular. Asi, la regeneracion de los niveles de GSH en el musculo es

menos probable que en el higado, por lo que la disminucién del GSH muscular puede ser
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mejor biomarcador de exposicion a plaguicidas (y contaminantes en general) que el GSH

hepatico.

Por ofra parte, la supervivencia de las anguilas estaba relacionada con los niveles de
GSH, el estado redox del glutatién, la actividad AChE, GR, GCL y caspasa-3, por lo que
se podrian utilizar como biomarcadores de efecto y susceptibilidad individual a los
plaguicidas estudiados y otros contaminantes que induzcan el estrés oxidativo, ya que las
anguilas que no fueron capaces de mantener el estado reducido del glutatién presentaron
una mayor mortalidad. Ademdas, de manera especifica, la relacion GSH/GSSG y la

actividad GR se confirman como biomarcadores de estrés oxidativo.

De la misma manera, la deplecion de glutation en los bivalvos marinos se puede
utilizar como un biomarcador de exposicion a la contaminacion. Sin embargo, Sheehan y
Power (1999) advierten que los biomarcadores pueden sufrir variaciones estacionales
debido a factores naturales como la temperatura, la disponibilidad de comida y el estado
reproductivo. De hecho, el GSH sigue una variacion estacional en la glandula digestiva de
los mejillones, al igual que otros antioxidantes, presentando unos valores mas bajos en
invierno cuando hay menos comida disponible y las génadas descansan (Viarengo y cols.,
1991, Porte y cols., 2000). Sin embargo, la relacion GSH/GSSG es menos probable que
presente estas variaciones, ya que sus niveles estdn regulados por el metabolismo del
glutation. Ademas, el estado redox del glutation presentaba una fuerte asociaciéon con la
supervivencia al fenitrotion que parecia ser independiente de la especie, posible adaptacion
a los plaguicidas y el estado de desarrollo de los mejillones y F. flexousus. Por
consiguiente, el estado redox del glutation muscular se puede considerar como un
biomarcador de efecto y susceptibilidad individual al fenitrotion y a otros contaminantes

que produzcan un estrés oxidativo.

4.4. Efecto de la administracion intraperitoneal de NAC en la tolerancia

al diclorvés en las anguilas

El plaguicida organofosforado diclorvés se ha utilizado considerablemente en
acuicultura para tratar infecciones de parasitos externos en peces. La inyeccién
intraperitoneal de 1 mmol de N-acetilcisteina (NAC) por kg de peso corporal produjo un

aumento en el contenido de GSH hepatico y muscular, la relacion GSH/GSSG hepética y
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las actividades GCL y GR del higado y la GST hepatica y muscular de las anguilas
(Articulo IV).

El diclorvos se metaboliza principalmente en el higado mediante dos vias enzimaticas:
una dependiente de glutation produce desmetildiclorvds, mientras que otra independiente
de glutation da lugar a dimetilfosfato y dicloroacetaldehido (Dicowsky y Morello, 1971).
Por lo tanto, la disponibilidad de GSH puede ser un factor limitante en la eliminacion del

plaguicida.

La inyeccion de NAC facilit6 la eliminacién del propio diclorvods y los radicales libres
generados por él. Asi, estas anguilas no sélo tuvieron una mayor supervivencia al
plaguicida que las que fueron inyectadas con salino unicamente, sino que también la
oxidacion y la disminucién de los niveles de glutation, ademas de la inhibicion enzimatica,

fue menor que en los peces no tratados.

La administracion de NAC producia un maximo de cantidad de GSH en el higado 12
horas después de la inyeccién, lo que correspondia también con las 9 horas tras la
exposicién de las anguilas al plaguicida, que es el momento a partir del cual las anguilas
empezaron a morir y se obtuvo una mayor mortalidad. Como las anguilas tratadas con
NAC contenian niveles més altos de GSH en el higado, y este érgano es el mas importante
en la destoxificacion de xenobidticos y radicales libres, esto se tradujo en una mayor
supervivencia de las anguilas. Esta supervivencia dependia principalmente de la capacidad
individual de no perder la homedstasis del glutation en el higado al mantener y aumentar la
relaciéon GSH/GSSG hepatica y sintetizar GSH por la GCL. La supervivencia era menos
dependiente en las actividades AChE y GST musculares y GR hepatica como en los
animales tratados con salino. A pesar de que las anguilas tratadas con NAC presentaron
mayor actividad GST en el higado, que les permitiria eliminar al plaguicida mas
eficientemente, esta variable resultd no ser tan importante como las otras para explicar la
mortalidad.

Aunque los peces tratados con NAC tuvieron la mitad de probabilidad de morir en las
96 h de seguimiento comparado con los no tratados, la supervivencia al diclorvis estaba

condicionada esencialmente por el estado redox del glutation hepatico.

Estos resultados son muy informativos, pues abren la posibilidad del tratamiento y
prevencion de intoxicaciones con plaguicidas en peces. No obstante, su aplicacién es poco
practica ya que la via intraperitoneal es inviable a escala industrial, por lo que también se

ha probado administrar el farmaco mediante bafios.

50



w Resultados y Discusién General

4.5. Efecto de los baiios de NAC en la recuperacion de las anguilas tras

la intoxicacion con plaguicidas

En el Articulo V la NAC se administré en forma de bafios después de una etapa de
exposicion al plaguicida diclorvos. La exposicion subletal de las anguilas durante 96 h a
0,17 mg/l de diclorvés (1/5 de la CLsg, la concentraciéon que elimina a la mitad de la
poblacion en 96 h) disminuy6 y oxidé el contenido de glutatién muscular, disminuyendo la
relacion GSH/GSSG, lo cual es indicativo de un proceso de estrés oxidativo. Ademas, las
actividades AChE y GR del cerebro estuvieron altamente inhibidas. Estos resultados son
consistentes con los datos de Hai y cols. (1997), que encontraron una disminucioén del GSH
hepatico y muscular en la carpa comun (Cyprinus carpio), e inhibicién de la actividad
ACHhHE del cerebro después de estar los peces expuestos a 1 y 5 mg/l de diclorvés durante
24 h.

La relacion entre la inhibicion de la AChE y la mortalidad depende de la especie y la
edad, pero normalmente una inhibicion de la AChE del cerebro mayor del 70% esta
asociada a la mortalidad (Fulton y Key, 2001). En el Articulo V la inhibicién de la AChE
en el cerebro aumenté con el tiempo de exposicion del plaguicida hasta el 80% de
inhibicién respecto a las anguilas no expuestas al diclorvos, pero no se observé mortalidad.
Sancho y cols. (1997) encontraron un 64% de inhibicién en la AChE del cerebro de las
anguilas expuestas a una concentracién subletal de fenitrotién. Este es un inhibidor de las
colinesterasas menos potente que el diclorvés porque requiere ser activado para dar lugar a

su analogo de oxigeno, fenitrooxdn.

La recuperacion de la actividad AChE depende del grado de inhibicion inicial
(Morgan y cols., 1990), ya que, esencialmente, es el resultado de sintetizar nueva proteina
enzimatica. Asi, cuanto mayor sea la inhibicién, mayor sintesis de enzima serd necesaria
(Fulton y Key, 2001). Sancho y cols. (1997) observaron una recuperacion de la actividad
ACHhE en el cerebro de las anguilas, que pasaron de tener una inhibicion del 64% al 49% y
37%, después de estar 96 y 192 h, respectivamente, recuperandose en agua limpia. En el
Articulo V la actividad AChE del cerebro permanecia inhibida un 40% después de 96 h de
recuperacion en agua limpia, mientras que esta inhibicion era tan sélo del 26% en las
anguilas recuperadas en la disolucién de NAC 0.5 mM. Asi, el tratamiento mediante bafios
de NAC aumentaba drasticamente la recuperacion de la AChE después de una exposicion a
un plaguicida organofosforado, cosa que no se habia obtenido previamente si no es

mediante la utilizacion de una oxima para reactivar la AChE inhibida.
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Aunque el tratamiento convencional frente a intoxicaciones por plaguicidas consiste
en contrarrestar los efectos bioquimicos de la acetilcolina mediante atropina y reactivar la
AChE inhibida con una oxima, la NAC se podria utilizar como un antidoto
complementario ya que actia en diferentes sitios diana, aumentando la eliminacién del
plaguicida y los radicales libres que éste genera. Ademas, dada la alta solubilidad y bajo
precio de la NAC, se podria utilizar en bafios terapéuticos para reducir el tiempo necesario
de recuperacién de peces intoxicados y facilitar la eliminacion de plaguicidas,

especialmente después de acciones contra los parasitos.

El aumento de la tolerancia de los peces a los plaguicidas mediante la NAC es de gran
importancia en el tratamiento de infecciones de parasitos en aguas calidas ya que en
general la temperatura hace aumentar la toxicidad de los plaguicidas. Seria el caso del
cultivo de la dorada (Sparus aurata) y la lubina (Dicentrarchus labrax) en el Mediterraneo,
qu . .
para combatirlos se estd fomentando (Papapanagiotou y Trilles, 2001).
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Las conclusiones que se pueden extraer de los resultados obtenidos son:

Los herbicidas tiocarbamatos molinato y tiobencarb y el plaguicida organofosforado

diclorvos disminuyen y oxidan los niveles de glutation en el higado de las anguilas.

Se ha descubierto que el principal mecanismo de toxicidad de los herbicidas
tiocarbamatos es la generacién de radicales libres. Estos producen un estado de estrés
oxidativo que seria el responsable de la anemia hemorragica observada en las

anguilas.

La tolerancia de las anguilas a los plaguicidas estudiados se puede explicar
principalmente como la capacidad individual de mantener e incrementar el estado
redox del glutation y la actividad glutation reductasa (GR) a nivel hepético. Un
descenso en la relacion entre el glutation reducido y oxidado conduce a un excesivo
estrés oxidativo, inhibicion de la actividad caspasa-3, necrosis y, como consecuencia,

la muerte del individuo.

La tolerancia de los bivalvos marinos al insecticida organofosforado fenitrotion
también estd mediada por el mantenimiento del estado redox del glutation pero

principalmente en el musculo aductor.

Mientras que la deplecion de glutation (especialmente el muscular) se utiliza como
un marcador biologico de exposicién a la contaminacidn, el estado redox del
glutation y las actividades acetilcolinesterasa (AChE), GR, glutamato:cisteina ligasa
(GCL) y caspasa-3 se pueden considerar como biomarcadores de efecto y
susceptibilidad individual a la mortalidad por los plaguicidas estudiados u otros

contaminantes que inducen estrés oxidativo.

La disminucién de glutation en los tejidos de los bivalvos marinos también se puede
considerar como un biomarcador de exposicion a la contaminacion, mientras que la
relacion entre el glutation reducido y oxidado en el misculo es un potencial

biomarcador de efecto y susceptibilidad individual.
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La N-acetilcisteina (NAC) inyectada intraperitonealmente incrementa el contenido de
GSH hepético y muscular, la relacion GSH/GSSG hepatica y las actividades GCL y
GR del higado y la glutation S-transferasa (GST) hepatica y muscular.

El pretratamiento de las anguilas con la NAC extiende la supervivencia de las
anguilas cuando se someten a concentraciones letales del antiparasitario diclorvds
mediante una menor deplecién y oxidacion del glutation e inhibicion enzimatica
producidas por el plaguicida. Asi, la NAC aumenta la tolerancia al estrés oxidativo y

necrosis generada por el plaguicida.

La NAC administrada en forma de bafios aumenta el contenido de GSH muscular, la

relacion GSH/GSSG y la actividad glutation reductasa en el cerebro.

Los bafios de NAC mejoran sustancialmente la recuperacion de la actividad
acetilcolinesterasa (AChE) del cerebro de las anguilas expuestas a una concentracion
subletal de diclorvos. Asi, la NAC aumenta la recuperacion de los peces intoxicados
previamente con el organofosforado a través de mejorar el metabolismo del glutation,
disminuyendo la pérdida y oxidacion del glutation y la inhibicién enzimatica causada
por el plaguicida. Por lo tanto, los tratamientos de NAC constituyen un potencial
antidoto de facil administracion para tratar las intoxicaciones con plaguicidas en

peces.
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Glutahione-dependent defense against xenobiotic toxicity is
2 multifaceted phenomenon that has been well characterized in
mammals. In the present study, eels of species Anguilla anguilla
were exposed to 15 ppm of the herbicide thiobencarb (S-4-chloro-
benzyl diethylthiocarbamate) for 96 h. Eels exposed to the pesti-
cide were grouped in 24-h intervals according to their time of
death, while surviving intoxicated eels constituted another group
(live animals). Glutathione content (GSx, GSH, GSSG) was
determined in liver and muscle tissues of the dead and live
(intoxicated) animals and compared to control values (nonex-
posed eels). The fish that died before 96 h of exposure were
considered susceptible to thiobencarb, while those dead after 96 h
and the surviving ones were called resistant. Hepatic glutathione
(GSH) content in susceptible eels was lower than that in the
control fish, while resistant eels presented GSH levels threefold
higher than those of controls. Muscle glutathione levels in dead
eels were practically unaffected, but there was a significant
decrease in GSH levels in the surviving intoxicated eels. These
results indicate that the eels that were able to induce glutathione
synthesis in the liver due to the presence of thiobencarb in the
medium demonstrated a greater longevity than those who lost
glutathione homeostasis. < 2000 Academic Press
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INTRODUCTION

Glutathione (L-y-glutamyl-cysteinyl-glycine, GSH) is a
ubiquitous nonprotein thiol that basically acts as an in-
tracellular reductant and nucleophile. It intervenes directly
or indirectly in many important physiological functions.
These include the synthesis of proteins and DNA, amino
acid transport, maintenance of the thiol-disulfide status
(acting as a redox buffer), free radical scavenging (acting
synergistically with ascorbate (vitamin C) and vitamin E (-,
B-. 7-. and é-tocopherols and tocotrienoles)), signal trans-
duction, as an essential cofactor of several enzymes, as
a nontoxic storage form of cysteine, and as a defense against
oxidizing molecules and potentially harmful xenobiotics

(Meister and Anderson, 1983; Kretzschmar, 1996; Sen and
Packer, 1996; Cooper and Kristal, 1997).

Pesticides are widely used chemicals that are designed to
be toxic to one or more living organisms and are released
intentionally into the environment. They are metabolized by
a number of enzymes, including the cytochrome P450-de-
pendent monooxygenase system, the flavin-containing
monooxigenase, prostaglandin synthetase, molybdenum
hydroxylases, alcohol and aldehyde dehydrogenases, es-
terases, and a variety of transferases, most notably the
glutathione S-transferases (Hodgson and Levi, 1996).

The tripeptide glutathione plays a key role in the detoxifi-
cation of organic xenobiotics in a wide variety of animals.
Conjugation of xenobiotics with glutathione (GSH) is a bio-
transformation process that generally results in the forma-
tion of less toxic products (Heath, 1995). In higher
organisms, GSH S-transferases operate in the detoxification
of a large number of chemicals (Dierickx and Vanderwielen,
1986). These enzymes facilitate nucleophilic attack of the
sulfhydryl group of GSH on the electrophilic center of
a broad spectrum of compounds.

Thiobencarb (S-4-chlorobenzyl diethylthiocarbamate) is
a thiocarbamate herbicide widely used for weed control in
paddy fields (Sabater and Carrasco, 1996). These herbicides
undergo volatilization, adsorption, and chemical and
microbiological transformations in the environment. How-
ever, their application for the control of weeds may also
produce adverse effects on aquatic ecosystems in areas near
agricultural fields (Sabater, 1994).

The major metabolic pathway for thiocarbamate herbi-
cides in rats involves sulfoxidation and then GST-catalyzed
conjugation with GSH. Thiobencarb is oxidized or hy-
drolytically cleaved, releasing 4-chlorobenzyl-methyl-
thioether and the corresponding sulfone. These have been
detected in liver extracts from mice treated with theioben-
carb (Staub er al,, 1995).

Although glutathione-dependent systems have been char-
acterized in a number of mammalian species, this is not the
case for aquatic organisms. This study examined the effect of

0147-6513,00 $35.00
Copyright ¢ 2000 by Academic Press
All rights of reproduction in any form rescrved.



52 PENA ET AL.

the herbicide thiobencarb on the glutathione content of
different eel tissues. The role of glutathione in the expression
of resistance or susceptibility of animals against a pesticide
exposure was also investigated.

MATERIALS AND METHODS
Test Fish

Eels of the species Anguilla anguilla (weight 20-30 g;
length 16-20 cm) were obtained form a fish farm (E1 Pal-
mar, Valencia, Spain) and acclimatized to the laboratory
conditions for 1 week before the start of the experiments in
300-L glass tanks (Ferrando, 1990).

Test System

The tanks were supplied with a continuous flow of tap
water (temperature: 20 + 2°C; total hardness: 240 + 10 ppm
as CaCO, according to the Merck classification, Aqua-
merck 8039; pH: 7.9 + 0.2 using a Crison pH meter; alkalin-
ity: 4.1 £ 0.5mmol/L, Aquamerck 1i109). A 12-h
photoperiod was maintained (Ferrando, 1990).

Chemicals

Technical grade (98.1% purity) thiobencarb was obtained
form ARGOS S.A. (Spain). Stock solutions were prepared
by dissolving thiobencarb in acetone (1.3 pL/L). 2-Vinyl-
pyridine was purchased from Aldrich. Glutathione reduc-
tase (EC 1.6.4.2) (Type III from Baker's yeast) and all other
reagents used in this study were obtained from Sigma-Al-
drich Quimica S.A. (Alcobendas, Madrid, Spain).

Toxicity Test

Experiments were performed for 96 h under static condi-
tions using glass aquaria (25-L volume, with 15 L of water)
with a thiobencarb concentration of 15mg/L (LCs,
24h =257 mg/L; LCs 96 h = 13.23 mg/L; Fernandez et
al., 1998) and 10 eels in each aquarium. Three replicates of
the same experiment were carried out. Ten more eels used as
controls were kept in 15 L of clean water with the same
concentration of solvent (acetone) (1.3 puL/L) used in the
experimental sets.

Previous experiments carried out by Ferrando et al.
(1992) in the laboratory found the thiobencarb half-life
under the experimental conditions used to be 247.66 h and
that 85% of the pesticide was found in the water after 96 h.

Eels were periodically checked and each death was regis-
tered. Dead fish were immediately removed, weighed, and
dissected on an ice-cold glass plate to remove liver and
muscle tissues, which were also weighed and frozen
( — 85°C). After 96 h, control and surviving intoxicated eels

were removed, anesthetized with MS222 in a concentration
of 100 mg/L (Van Wardee et al., 1983), weighed, and dissec-
ted out quickly. Liver and muscle tissue were also weighed
and frozen ( — 85°C).

Eels exposed to thiobencarb were grouped in 24-h inter-
vals according to their time of death up to 96 h, while
surviving intoxicated eels constituted another group (live
animals). The fish that died before 96 h were considered
susceptible to 15 ppm of thiobencarb, whereas those that
died after 96 h and the surviving ones (live group) were
considered resistant.

Sample Preparation

Each fish was analyzed individually at each exposure
time. Eel liver and muscle tissues were excised, weighed, and
homogenized using a Polytron homogenizer following the
procedure of Baker et al. (1990) in S vol of ice-cold 5%
S-sulfosalicylic acid per gram of wet weight tissue, and
further processed by sonication (Vibra-Cell, Sonics & Ma-
terials, Inc., Danbury, CT). The homogenates were then
centrifuged at 20,000g for 10 min at 4°C (Suprafuge 22,
Heracus Sepatech, West Germany) and the supernatant
fractions were stored frozen at — 85°C.

Analytical Procedures

Total glutathione content (GSH + GSSG) and oxidized
glutathione (GSSG) in eel tissues were determined with
a sensitive and specific assay using a recycling reaction of
GSH with 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB}) in the
presence of excess glutathione reductase according to Baker
et al. (1990) in a microplate reader (Model 3550, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA). 2-Vinylpyridine was used to
obtain GSH from the GSSG determination (Griffith, 1980).
All measurements were performed at 415 nm using a refer-
ence wavelength of 595 nm every 30s for 3 min at room
temperature, as recommended by Cribb et al, (1989).
Glutathione concentrations were expressed as GSH equiva-
lents (GSx = [GSH] + 2 x [GSSG]). GSH was calculated
by subtracting GSSG levels from the GSx levels determined.
Standards and blanks were prepared simultaneously with
the samples.

Statistical Analysis

Mean values and standard deviations were calculated for
each test group based on the values obtained for each
individual tissue (liver and muscle). The results from ex-
posed eels were compared by one-way analysis of variance
(ANOVA) and Duncan’s significant difference test. Liver
and muscle glutathione content from control animals was
compared using Student’s r test. Statistical analysis was
performed using the Statistical Analysis System (SPSS +)
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FIG. 1. Hepatic content of total (GSx), reduced (GSH), and oxidized (GSSG) glutathione in the European eel 4. anguilla exposed to 15 ppm of
thiobencarb. Eels are grouped in 24-h intervals according to their time of death up to 96 h, while surviving eels are considered in a separate group. Values

are means + SEM (n = 6). (*) P < 0.05.

with an IBM computer. The significance level was set at
0.05.

RESULTS

Preliminary toxicity tests were carried out for A. anguilla
using different concentrations of thiobencarb (5, 12, 15, and
20 ppm). Eel mortality after 96 h of exposure to thiobencarb
was 10, 35, 65, and 80%, respectively. On the other hand,
those animals exposed to 15 ppm exhibited a mortality that
did fit with a normal distribution. It was observed that 6 eels
died before 24 h of exposure, 9 between 24 and 48 h, 11
between 48 and 72 h, and 9 between 72 and 96 h, whereas
6 cels were still alive after 96 h. Therefore, 15 ppm was the
selected pesticide concentration to carry out the glutathione
content evaluation at different times of exposure.

Total hepatic glutathione content (GSx) (Fig. 1) in
thiobencarb-resistant eels (96 h and alive) was 4-fold higher
than that in control eels, whereas the susceptible ones
(24-72 h) has GSx levels 2.5-fold lower. Consequently, resis-
tant eels had 10-fold more total glutathione than the suscep-
tible ones. Hepatic concentrations of GSH and GSSG were
significantly different (P < 0.05) between control eels and
resistant animals (96 h of exposure to the herbicide and live
group). In fact, a reduction of 67 and 65% in GSH content
compared to GSx was observed in the resistant fish (Fig. 2).
There were no significant differences in GSx, GSH, and
GSSG between susceptible eels and controls.

The relationship found between GSH and GSSG in the
present study (Fig. 2) indicates that the proportion of GSH
content decreases as the eels become more resistant to
thiobencarb and also the ratio GSH/GSSG decreases. This
means that the resistant eels had a higher percentage of

GSSG than the susceptible ones, possibly as a consequence
of the longer time that they were exposed to the herbicide.

There were significant differences (P < 0.05) between
glutathione levels in liver and muscle tissues of control eels
(Fig. 3). Higher glutathione hepatic levels were found in
A. anguilla compared to those determined in muscle tissue.
On the other hand, liver tissue contains a higher amount of
GSH (88%) while eel muscle tissue had lower but similar
GSH and GSSG values, 55 and 45%, respectively (Fig. 3).

Muscle total glutathione levels (GSx) in dead eels
(24 »96 h) (Fig. 4) were unaffected. However, there was
a significant decrease (P < 0.05) in GSH content in the eels
that died during the first day (24 h), and in the GSx and
GSH levels in the surviving eels exposed 10 thiobencarb (live
group).

The relationships between muscular GSH and GSSG
(Fig. 5) in eels exposed to thiobencarb was not very clear.
Some fluctuations were found during the exposure time to
the herbicide. Control eels had a 55% of GSH content in
muscle tissue while those fish exposed to the pesticide for
96 h exhibited GSH values of 53 and 55% in dead and live
groups, respectively (Fig. 5).

DISCUSSION

The hepatic GSH depletion found in dead eels in the
present study during the first 48 h of exposure to thioben-
carb was in agreement with the findings reported by several
authors. Allen et al. (1988) detected a GSH decrease in the
liver of the fish Oreochromis aureus treated with mercury
(1 mg/L HgCl,) for 2 h, but no significant differences were
found in the brain, spleen, and intestinal glutathione levels.
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FIG. 2. Relationship between reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione in the liver of A. anguilla exposed to thiobencarb. Values are

means + SEM (n = 6).

In contrast, van der Oost et al. (1996) did not find GSH
depletion in eels (A. anguilla) exposed to organic pollution.
In another study, Doyotte et al. (1997) reported a GSH
depletion in the gills and digestive glands of freshwater
mussels (Unio tumidus) exposed to the dithiocarbamate
thiram for 3 days.

Studies with mammals (rat liver) also revealed a GSH
depletion after exposure to the pesticides alachlor, benomyl,
and methyl parathion (Della Morte et al., 1994). However,
in the same study, the herbicides atrazine, linuron, and
propanil did not produce any effect in rat liver GSH under
their experimental conditions.
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FIG.3. Total (GSx). reduced (GSH). and oxidized (GSSG) glutathione
in liver and muscle tissue of control eels. Values are means + SEM (n = 6)
(*) P <0.05.

In the present study, the eels that died after 72h of
exposure to thiobencarb and those that were still alive after
96 h (resistant animals) exhibited a significant increase in
hepatic glutathione levels (P < 0.05) (Fig. 1). The levels were
quantitatively greater than those found by Hasspieler et al.
(1994) in channel catfish (Ictalurus punctatus) and brown
bullhead (Ameriurus nebulosus) exposed to menadione for
2 days. Glutathione induction was also reported in benthic
fish exposed to sediments that were contaminated with
polycyclic and polyhalogenated aromatic hydrocarbons
(PAHs) (Stein et al., 1992).

Otto et al. (1997) injected GSH intraperitoneally into
both rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and American
eels (Anguilla rostrata) every day on the third and sixth day
of experimentation. Total glutathione content increased in
eel liver (4.3- to 7.4-fold), kidney (2-fold), and plasma (51- to
123-fold) but not in gill or muscle tissues. It is likely that the
increase in GSH content in eels makes them more resistant
to oxidative stress caused by pesticides.

The induction in glutathione content may be interpreted
as a defensive responsec that confers greater protection
against certain forms of cellular injury. The results suggest
that the eel may be able to respond to thiobencarb with
rapid GSH biosynthesis due to higher hepatic activity, but
the mechanism underlying herbicide-mediated GSH induc-
tion requires further investigation.

Liver tissue plays an important role in the synthesis of
GSH released in the blood and bile. Plasma GSH is distrib-
uted to different sites, such as kidney, lung, and muscle
tissues. Therefore, GSH levels in eel muscle were not altered
to the same extent as that the liver because liver is the organ
that maintains GSH homeostasis. However, hepatic GSH is
not a constant value and it depends on the balance between
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FIG. 4. Muscular content of total (GSx), reduced (GSH), and oxidized (GSSG) glutathione in the European eel A. anguilla exposed to 15 ppm of
thiobencarb. Eels are grouped in 24-h intervals according 1o their time of death up to 96 h, while surviving eels are considered in a separate group. Values

are means + SEM (n = 6). (*) P < 0.05.

synthesis rate (L-y-glutamylicysteine synthetase, GSH syn-
thetase), GSSG reduction (GSSG reductase), conjugation
rate (GSH S-transferases), oxidation rate (GSH peroxidase),
and transfer to plasma and bile. The GSH synthesis is
regulated in part by a nonallosteric competitive feedback
inhibition of y-glutamylcysteine synthetase by GSH
(Meister and Anderson, 1983).

When eel hepatocytes detect the presence of electrophilic
compounds, they act removing them principally by con-
jugation with GSH by means of glutathione S-transferases,
but also by oxidation of GSH to GSSG by glutathione

peroxidases, where GSH is recycled by GSSG reductase.
Then, as GSSG accumulates, it is translocated outside the
cell by specific transporters (Kaplowitz et al., 1996; Keppler
et al., 1997) and consequently, glutathione concentration
decreases.

Babu et al. (1989) demonstrated that repeated thioben-
carb treatment in rats was associated with a significant
decrease in proteins with a simultaneous increase in free
amino acids and specific activity levels of proteases. This
suggests an impaired protein synthesis or elevated proteoly-
sis. Therefore, eels treated with thiobencarb could have their
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FIG. 8. Relationship between reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione in the muscle of A. anguilla exposed to thiobencarb. Values are

means + SEM (n = 6).
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protein metabolism affected, with enzymatic activities alter-
ed. Therefore, eels that can keep or induce increases in
enzyme-related glutathione activity are more likely to be
resistant to high concentrations of thiobencarb than those
that suffer glutathione depletion.

CONCLUSIONS

This study illustrates the dynamic nature of the
glutathione system in the eel A. anguilla and the manner in
which its characteristics may differ in different tissues of the
same species. Results concerning A. anguilla exposure to the
herbicide thiobencarb suggest that pesticide-resistant eels
have higher hepathic glutathione content than control ani-
mals. The natural capacity of eels to induce glutathione
synthesis is crucial to the process of detoxifying xenobiotics
and preventing cellular injury. Therefore, the differences
observed regarding glutathione-dependent defense against
herbicides such as thiobencarb may lend insight into pos-
sible mechanisms underlying species susceptibility; however,
further investigation is necessary.
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Abstract

Eels of species Anguilla anguilla were exposed to 5/4 LCs; (41.8 mg/]) of the herbicide molinate for 96 h in a time to
death (TTD) test. Glutathione content (GSx, GSH, GSSG), glutathione reductase (GR) and y-glutamyl transpeptidase
(y-GT) activities were determined in the liver and muscle tissues of dead and surviving (intoxicated) animals and
compared to control values (non-exposed eels). TTD was positively correlated to hepatic GSH, GSH:GSSG ratio,
hepatic and muscular GR, but negatively correlated to muscular GSH, which was severely depleted. Furthermore,
glutathione and enzyme activities were intercorrelated, especially GSH and GR. These results indicate that eels which
were able to induce GR activity, increase GSH and maintain the GSH:GSSG ratio in the liver showed an extended
survival under the oxidative stress generated by molinate than those that lost glutathione homeostasis. © 2001 Elsevier

Science Ltd. All rights reserved.

Keywords: Pesticide; Oxidative stress; Fish; Reductase; Transpeptidase; TTD

1. Introduction

Molinate (Ordram®, S-ethylazepan-1-carbothioate)
is a thiocarbamate herbicide widely used for weed con-
trol in rice fields. It is toxic to germinating broad-leafed
and grassy weeds, possibly by uncoupling plant oxida-
tive phosphorylation (Fang, 1975). This herbicide un-
dergoes volatilization, adsorption, chemical and
microbiological transformations in the environment.
However, its application for the control of weeds may
also produce adverse effects on aquatic ecosystems in
areas nearby agricultural fields (Sabater, 1994). This is
the case of the Albufera Lake (Valencia, Spain), which is

*Corresponding author., Tel.: +34-63864676; fax: +36-
963864372.
E-mail address: samuel@iats.csic.es (S. Pefia-Llopis).

surrounded by rice fields, and where the European eel
(Anguilla anguilla) lives.

Molinate is not very toxic to rats and mice. The oral
LDs, for molinate is 369-955 mg/kg in rats, and 530 mg/
kg in mice (Hayes and Laws, 1990). However, molinate
toxicity in fish is higher and very variable. The 96-h LCs
in fish species are 0.21 mg/l for the common carp, 12.1
mg/1 for striped bass (Finlayson and Faggella, 1986), 1.3
mg/1 for rainbow trout (Meister, 1991) and 30 mg/l for
goldfish (Hartley and Kidd, 1983).

Thiocarbamate primary effects are through the inhi-
bition of acetylcholinesterase (AChE) activity, which is
an enzyme responsible to finish the transmission of a
nerve impulse. However, the mode of action of molinate
is more complex because AChE inhibition is not suffi-
cient to explain the severe hemorrhagic anaemia
observed in carps (Kawatsu, 1977). Thiocarbamate
metabolites inhibit in vivo mitochondrial low-K,,

0045-6535/01/$ - see front matter © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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aldehyde dehydrogenase (ALDH,; EC 1.2.1.3) in mice
liver with similar potency (and homologous structure) to
the metabolites of disulfiram (Quistad et al., 1994).
Disulfiram is a dithiocarbamate fungicide that alters the
glutathione redox status inducing an oxidative stress on
the brain of rats (Nagendra et al., 1994). Therefore, a
similar mode of action could be expected in eels exposed
to molinate.

Glutathione (L-y-glutamyl-cysteinyl-glycine) is an
ubiquitous non-protein thiol that is mainly present in
cells in its reduced form (GSH), which basically acts as
an intracellular reductant and nucleophile. It intervenes
directly or indirectly in many important physiological
functions. These include the synthesis of proteins and
DNA, amino acid transport, maintenance of the thiol-
disulfide status (acting as a redox buffer), free radical
scavenging (acting synergistically with ascorbate (vita-
min C) and vitamin E (tocopherols and tocotrienols)),
signal transduction, as an essential cofactor of several
enzymes, as a non-toxic storage form of cysteine, and as
a defence against oxidizing molecules and potentially
harmful xenobiotics (Meister and Anderson, 1983;
Kretzschmar, 1996; Sen and Packer, 1996; Cooper and
Kristal, 1997). However, it is also present in its oxidized
form (GSSG) where there is a disulfide bond between
two molecules of GSH.

Glutathione metabolism is regulated by several well-
known enzymes (Meister and Anderson, 1983). Gluta-
thione S-transferases (GSTs) facilitate nucleophilic
attack of the sulfhydryl group of GSH on the electro-
philic centre of a broad spectrum of compounds result-
ing in the formation of less toxic products (Heath, 1995)
and allowing their elimination. Glutathione peroxidase
(GPx) catalyses the GSH-dependent reduction of H,0,
to H,O and other peroxides as well, protecting mem-
brane lipids against oxidation. These reductions of per-
oxides imply the oxidation of GSH to GSSG.
Glutathione reductase (GR) is a flavoprotein that cata-
lyses the reduction of GSSG to GSH using NADPH as
cofactor. y-Glutamyl transpeptidase (y-GT) is the only
protease that can cleave intact GSH and GSH conju-
gate. It is mainly membrane-bound, with its active site
oriented on the outer surface of the cell membrane
(Horiuchi et al., 1978) enabling resorption of extracel-
lular GSH catabolites from plasma and, therefore,
maintaining high-GSH concentrations in extrahepatic
tissues (Commandeur et al.,, 1995). Finally, GSH is
synthesized in two consecutive ATP-dependent reac-
tions. y-Glutamylcysteine synthetase (GCS) catalyses
the rate limiting first step in which the amino acid cy-
steine is linked to glutamate. GSH synthetase catalyses
the second step in which glycine is linked to the cysteine
carboxyl of y-glutamylcysteine to yield GSH (DeLeve
and Kaplowitz, 1991). This last enzyme is not as im-
portant as the first because GCS is regulated by feed-
back inhibition of GSH (Richman and Meister, 1975).

In addition, when GSH is consumed and feedback in-
hibition is lost, availability of cysteine as a precursor can
become the limiting factor in GSH biosynthesis (DeLeve
and Kaplowitz, 1991).

The aim of this study was the evaluation of the effects
of the herbicide molinate on the glutathione content in
the liver and muscle of the European eel A. anguilla as
well as the activity of two enzymes related to its me-
tabolism, and how they are related to eel survival after
exposure to the pesticide.

2. Materials and methods
2.1. Test fish

Eels of the species 4. anguilla were obtained from a
fish farm (Cofradia de Pescadores, El Palmar, Valencia,
Spain) and acclimatized to laboratory conditions for one
week beforc the start of the experiments in 300-1 glass

tanks (Ferrando, 1990).

2.2. Test system

The tanks were supplied with a continuous flow of
tap water (temperature: 20+2°C; total hardness:
240+ 10 ppm as CaCO3 according to the Merck clas-
sification, Aquamerck 8039; pH: 7.9 £+ 0.2 using a Crison
pH-meter; alkalinity: 4.1+0.5 mmol/l, Aquamerck
11109). A 12 h photoperiod was maintained (Ferrando,
1990).

2.3. Chemicals

Technical grade molinate (98% purity) was obtained
from ARGOS S.A. (Spain). Stock solutions were pre-
pared by dissolving molinate in acetone (133 pl/l). 2-
Vinylpyridine was purchased from Aldrich. GR (EC
1.6.4.2) (Type III from Baker’s yeast) and all other re-
agents used in this study were obtained from Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA).

2.4. Toxicity test

Preliminary toxicity tests were carried out in our
laboratory following the method described by Ferrando
(1990) in order to calculate the 96-h LCs; for molinate in
A. anguilla. Based on these data, 50 randomly selected
eels (weight 2246 g; length 24-30 cm) were exposed to
5/4 LCsp of molinate (41.8 mg/l) for 96 h under static
conditions (in 15-1 aquaria) in order to assure sufficient
mortality for statistical comparisons in the time to death
(TTD) test. Ten eels used as controls were kept in 151 of
clean water with the same concentration of solvent
(133 ul/1 acetone) as in the experimental sets.
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Eels were periodically checked at approximate 6-h in-
tervals or lower. Dead eels were immediately removed,
TTD noted, weighted and dissected out on an ice-cold glass
plate to excise liver and muscle tissues, which were weigh-
ted and frozen at —85°C. After 96 hr, control and surviving
animals were removed, anaesthetized with MS222 in a
concentration of 100 mg/l (Van Wardee et al., 1983),
weighted and dissected out quickly. Liver and muscle tis-
sues were also excised, weighted and frozen (-85°C).

2.5. Glutathione determination

Eel liver and muscle tissues were homogenized fol-
lowing the procedure of Baker et al. (1990) with five
volumes of ice-cold 5% S-sulfosalicylic acid per gram of
wet weight tissue, and further processed by sonication
(Vibra-Cell, Sonics and Materials, Danbury, Connecti-
cut, USA). The homogenates were then centrifuged at
4°C and 20,000 g for 10 min (Suprafuge 22, Heraeus
Sepatech, West Germany) and the supernatant fractions
were stored frozen at —85°C.

Total glutathione content (GSH+ GSSG) and the
oxidized form (GSSG) were determined in a micro-
plate reader (Model 3550, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA) with a sensitive and specific assay
using a recycling reaction of GSH with 5,5-dithi-
obis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) in the presence of
excess GR according to Baker et al. (1990). 2-Vinyl-
pyridine was used to conjugate GSH for the GSSG
determination (Griffith, 1980). All measurements were
done at 415 nm using a reference wavelength of 595
nm every 30 s for 3 min at room temperature as
recommended by Cribb et al. (1989). Glutathione
concentrations were expressed as GSH equivalents
(GSx =[GSH] +2 x [GSSG]). GSH was calculated by
subtracting GSSG levels from the GSx levels deter-
mined. GSH:GSSG ratios and GSH percentages were
expressed as number of molecules but not moles:
[GSH)/[GSSG] = (GSx— GSSG)/(GSSG/2); %[GSH}=
100 x (GSx-GSSG)/(GSx —GSSG/2). Standards and
blanks were prepared simultaneously with the samples
in the same acidic conditions.

2.6. Enzyme assays

Liver and muscle tissues were homogenized with five
and four volumes, respectively, of 100 mM phosphate
buffer, pH 7.5, containing | mM EDTA. The homo-
genates were centrifuged at 20,000 g (4°C) for 10 min
and the resulting supernatants were diluted five-fold
with buffer and assayed rapidly for GR and y-GT ac-
tivities.

GR (EC 1.6.4.2) activity was assayed by the method
of Cribb et al. (1989) with the following final concen-
trations: [DTNB]=0.075 mM; [NADPH]=0.1 mM;
[GSSG] =1 mM according to Smith et al. (1988).

The method of Silber et al. (1986) was used to mea-
sure the y-GT (EC 2.3.2.2) activity. The rate of the
substrate analogue y-glutamyl-p-nitroanilide cleavage to
form p-nitroaniline (p-NA) was monitored at 405 nm for
10 min.

2.7. Protein determination

Protein content was determined by the Bio-Rad
Protein Assay based on the Bradford dye-binding pro-
cedure (Bradford, 1976), using bovine serum albumin as
standard. Enzyme activities were calculated as specific
activity.

2.8. Statistical analysis

Individual eels exposed to molinate were grouped in
four intervals of time according to their death time until
96 h, and survivors constituted another group. Variables
were tested for normality (Kolmogorov—Smirnov test
with Lilliefors significance correction) and variance ho-
mogeneity (Levene test) using SPSS for Windows (SPSS,
Chicago, IL, USA). Logarithm transformation was ap-
plied to those variables that failed the Levene test. Mean
values =+ standard error of the mean (SEM) were calcu-
lated for each test group and were compared by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test
to find different groups to control values. Tukey’s hon-
estly significant difference (HSD) test was used to assess
differences among survival groups. Pearson correlation
coeflicients were calculated between individual TTD and
variables, and also among variables, for eels exposed to
the pesticide. The TTD used for every eel corresponds to
the mean between two intervals, that is, between the time
the fish was found dead and the latest time the aquarium
was checked, except for survivors, which had a censured
time at 96 h of exposure to the herbicide.

3. Results

The 96-h LCs; for molinate in 4. anguilla was cal-
culated as 33.46 mg/l, then eels were exposed to 41.8 mg/
1 (5/4 96-h LCsp) of molinate for 96 h. Results showed
that there was a 74% of surviving animals at 29 h of
exposure, 54% at 48 h, 40% at 72 h, and finally there was
a 22% of survivors at 96 h of exposure to the herbicide.

Despite individual weight and length differences
among eels, those showed no correlation with any one of
the variables studied (data not shown).

The GSH content in the liver of the eels died in the
first 29 h (Fig. 1(a)) showed a significant reduction
(P < 0.05) compared with control values. However,
there was an increase in both GSH and GSSG in those
eels that died after 48 h and in the survivors to the 96-h
TTD test. The relationship between GSH and GSSG in
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Fig. 1. Total (GSx), reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione in the liver (a) and muscle (b) of European eels exposed to
41.8 mg/l of molinate. Eels were grouped in four intervals of time according to their death time until 96 h, where surviving eels
were considered as another group. Values are mean = SEM. (*) P < 0.05; (**) P < 0.01.

the liver (Fig. 2(A)) was clearly lower (P < 0.01) in those
eels that died during the first 48 h than in controls.
Furthermore, Tukey’s test confirmed that those pre-
sented lower (P < 0.01) GSH:GSSG ratio than survivors
(data not shown). Thus, significant correlations were
found (Table 1) between the TTD and GSH (» = 0.76,
P < 0.001), GSSG (r=0.44, P < 0.01) and the ratio
between them (r = 0.56, P < 0.001).

Every eel exposed to the herbicide presented a serious
GSH depletion in the muscle (Fig. 1(b)), however Tu-
key’s test showed significant (P < 0.05) differences
among these eels (data not shown). Eels that died during
the first 29 h contained higher muscular GSH content
than those that died between 29 and 96 h, and in all of
them, GSH was higher than in survivors. Thus, mus-
cular GSH was negatively correlated to TTD (r = 0.50,
P < 0.001) (Table 1). The GSH:GSSG ratio was mark-
edly lower in all eels exposed to the herbicide (Fig. 2(B))
with no differences among them.

On the other hand, a decrease in both liver and
muscle GR activities (30% and 37%, respectively) was

detected in those eels that died during the first 29 h of
exposure compared to controls (Fig. 3). Nevertheless,
survivors to the 96-h TTD test showed a 40% higher
hepatic GR activity. These enzymatic activities were
strongly correlated with the TTD in the liver (r = 0.86,
P < 0.001) and the muscle (» = 0.69, P < 0.001).

Hepatic y-GT activities (Fig. 4) in eels exposed to
molinate were not different from those of fishes not ex-
posed to the herbicide (Table 2), but this activity was a
50% higher in the muscle of those eels that died up to 48 h.

Levels of glutathione and glutathione-dependent en-
zyme activities were intercorrelated (Table 1). For ex-
ample, the GSH content in eel liver was positively
correlated to hepatic GSSG (» = 0.77, P < 0.001) and
GR activity (r =0.71, P < 0.001). In addition, hepatic
GSH levels were positively correlated to muscular GR
activity (» = 0.49, P < 0.001), but negatively correlated
to muscular GSH (r = 0.46, P < 0.001) and muscular y-
GT activity (r = 0.46, P < 0.01). GR activities in eel li-
ver and muscle tissues were also correlated (r = 0.68,
P < 0.001).
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Fig. 2. Relationship between reduced (GSH) and oxidized
(GSSG) glutathione in the liver (a) and muscle (b) of ecls ex-
posed to 41.8 mg/l of molinate. Eels were grouped in four in-
tervals of time according to their death time until 96 h, and
survivors were considered as another group. Values are mean-
+SEM. (*) P < 0.05; (**) P < 0.01.

4, Discussion

Eels exposed to the herbicide molinate presented
lethargy and convulsions, surely as a consequence of

Table 1

inhibition in the cholinesterase activity, as was previ-
ously demonstrated by Sancho et al. (2000).

Molinate is mainly sulfoxidized by microsomal mo-
nooxigenases (Tjeerdema and Crosby, 1987) leading to a
potent in vivo rat-liver ALDH, inhibitor (Hart and
Faiman, 1995). Molinate sulfoxide is then conjugated
with GSH by GST (Casida et al., 1974), leading to ex-
cretion of the mercapturate and releasing the sulfenic
acid, which is decomposed to the thiol (Hubbell and
Casida, 1977).

However, conjugation of thiocarbamates with GSH
does not always lead to their irreversible detoxification.
The thiocarbamic acid moiety can be recycled by cy-
steine conjugate P-lyase, enter the enterohepatic circu-
lation, and then be methylated by S-methyl transferases
to yield the S-methyl thiocarbamate analogue, which
inhibits hepatic ALDH, in mice with potency equal to
the parent herbicide (Staub et al., 1995). Hence, the
toxicological burden of molinate may be increased.

When eel cells make contact with electrophilic com-
pounds, like molinate sulfoxide, they act removing them
principally by conjugation with GSH by means of GSTs,
which decreases GSH levels. In addition, the oxidative
damage by metabolites of molinate perhaps is mediated
by the uncouplement of the mitochondrial oxidative
phosphorylation (Fang, 1975), which would generate
free radicals or reactive oxygen species (ROS). The det-
oxification of ROS and hydroperoxides implies the oxi-
dation of GSH to GSSG by GPx. This GSSG is then
reduced to GSH by GR at expenses to oxidize NADPH
to NADP™*, which is recycled by the pentose phosphate
pathway. Nevertheless, if generation of GSSG is higher
than the reduction back to GSH by GR, then GSSG
accumulates and it is translocated outside the cell by
specific transporters (Kaplowitz et al., 1996; Keppler
et al., 1997) to avoid NADPH exhaustion. Consequently,

Pearson correlation coefficients () among TTD, glutathione and activities of glutathione-dependent enzymes in the liver and muscle

from individual eels exposed to molinate®

TTD Liver Muscle
GSH GSSG  Ratio GR v-GT GSH GSSG Ratio GR

Liver GSH 0.76"

GSSG 0.44" 0.77

Ratio 0.56* 049+ -0.18

GR 0.86* 0.71* 0.41* 0.52*

y-GT 0.15 0.24 0.07 0.26 0.09
Muscle GSH -0.50* -0.46 -0.14 -0.51 -0.56" -0.04

GSSG -0.27 -0.12 -0.03 -0.14 -0.30 0.04 0.53*

Ratio -0.28 -0.34 -0.09 -0.39" -0.22 -0.05 0.34 -0.54*

GR 0.69** 0.49* 0.25 041 0.68* -0.02 -0.59* -0.42* -0.20

y-GT -0.36 -0.46* -0.22 -0.35 -0.41* 0.06 0.29 -0.04 0.29 -0.26

2Single asterisk indicated significant (P < 0.01) and two asteriks highly significant (P < 0.001) correlations with » = 50. TTD = time to
death; GSH =reduced glutathione; GSSG = glutathione disulfide; ratio=[GSH]/[GSSG]; GR = glutathione reductase activity;

y-GT = y-glutamyl transpeptidase activity.
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Fig. 4. y-Glutamyl transpeptidase activity (y-GT) in both liver and muscle tissues of controls and eels exposed to 41.8 mg/l of molinate.

Values are mean &+ SEM. (*) P < 0.05. p-NA = p-nitroaniline.

this is followed by a depletion of the GSH pool
(Kretzschmar, 1996).

On the other hand, mitochondria do not have the
enzymes necessary for GSH synthesis (Griffith and
Meister, 1985), therefore glutathione must be imported
from the cytosol by both high-affinity and high-capacity
transporters (Martensson et al., 1990). When there is a
cytosolic GSH depletion, mitochondrial GSH is retained
by an ATP driven uptake of GSH (Martensson et al.,
1990), but if there is a cytosolic GSH depletion in con-
junction with oxidative stress, the GSH pool in mito-
chondria reduces, thus the antioxidant and detoxifying
activities of glutathione diminishes, so oxidative stress
prevails inactivating enzymes and producing DNA
damage and lipid peroxidation. If toxic exposure con-
tinues, then mitochondria become progressively more
permeable to small ions and molecules and eventually
they lose their function (Cooper and Kristal, 1997)

leading to cell death by apoptosis, which is sensitive to
redox regulation of glutathione (Jones et al., 1995).
Hence, individual differences in enzymatic activities, es-
pecially those concerning the synthesis of glutathione
and GSSG reduction, were critical in molinate detox-
ification.

Resistance to the pesticide molinate, considered as
differences in the survival time of A. anguilla under the
96-h TTD test, could be explained in terms of glutathi-
one metabolism. Surviving eels were characterized by an
accrual of the hepatic GSH concentration, but a loss of
muscular GSH levels, and an increase in the hepatic GR
activity, which raises the GSH:GSSG ratio to the levels
of non-exposure to the pesticide. Conversely, those eels
in which their GR activity was diminished were not able
to restore the GSH:GSSG ratio shifted by the oxidative
stress generated by the thiocarbamate herbicide, and
thus, glutathione homeostasis was lost.
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ANOVA results of glutathione levels and activities of glutathione-dependent enzymes in the liver and muscle from eels exposed to

molinate and control ones

Sum of Squares df Mean square F Sig.
Liver GSx? Between groups 6.081 5 1.216 14.716 <0.001

Within groups 4.132 50 8.265 x 10~2
Total 10.214 55

GSH Between groups 6.704 5 1.341 16.219 <0.001
Within groups 4.134 50 8.267 x 1072
Total 10.838 55

GSSG Between groups 3.808 5 0.762 6.238 <0.001
Within groups 6.104 50 0.122
Total 9.912 55

Ratio Between groups 2.018 5 0.404 6.685 <0.001
Within groups 3.019 50 6.037 x 1072
Total 5.037 55

Y%[GSH] Between groups 5.001 x 102 5 1.000 x 102 6.205 <0.001
Within groups 8.060 x 1072 50 1.612 x 1073
Total 0.131 S5

GR Between groups 0.691 5 0.138 20.690 <0.001
Within groups 0.361 54 6.684 x 1073
Total 1.052 59

y-GT Between groups 89.553 5 17.911 1.378 0.247
Within groups 701.977 54 13.000
Total 791.530 59

Muscle GSx Between groups 1.113 5 0.223 7.000 <0.001

Within groups 1.654 52 3.180 x 1072
Total 2.767 57

GSH Between groups 2.457 5 0.491 13.761 <0.001
Within groups 1.857 52 3.571 x 1072
Total 4314 57

GSSG Between groups 2773.206 5 554.641 2.107 0.079
Within groups 13,691.010 52 263.289
Total 16,464.217 57

Ratio Between groups 1.903 5 0.381 8.648 <0.001
Within groups 2.288 52 4.400 x 1072
Total 4.191 57

%[GSH] Between groups 0.354 5 7.076 x 1072 6.702 <0.001
Within groups 0.549 52 1.056 x 1072
Total 0.903 57

GR Between groups 0.391 5 7.814 x 1072 10.095 <0.001
Within groups 0.418 54 7.741 x 1073
Total 0.809 59

v-GT Between groups 0.310 5 6.209 x 1072 2.830 0.025
Within groups 1.141 52 2.194 x 1072
Total 1.451 57

3 GSx=total glutathione; GSH =reduced glutathione; GSSG = glutathione disulfide; ratio = [GSH)/{GSSG]; GR = glutathione re-
ductase activity; y-GT = y-glutamyl transpeptidase activity.

Glutathione levels, GR and y-GT activities in most
cases were intercorrelated, even between liver and mus-
cle tissues. However, correlations observed between two

variables seemed in several cases to be due to a common
cause, the TTD. For example, hepatic GSH levels were
positively correlated to hepatic GSH:GSSG ratio,
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hepatic and muscular GR activities, but negatively cor-
related to muscular GSH. TTD could be the cause of
these correlations because the highest GSH levels in liver
were found in resistant eels to molinate, which, in fact,
presented the highest hepatic GSH:GSSG ratio, the
highest GR activity in liver and muscle and the lowest
muscular GSH levels. Opposite was found in sensitive
eels to the herbicide.

Therefore, eel survival to molinate could be depen-
dent on the hepatic glutathione redox status, muscular
GSH levels and the activity of GR. This activity, which
was strongly correlated to the TTD, is also correlated to
the resistance to oxidative stress in plants and animals
(Kretzschmar and Klinger, 1990). In fact, brown bull-
head (Ameriurus nebulosus) presented a markedly lower
GR activity compared to channel catfish (Icralurus
punctatus) that allowed it to experience greater GSSG
loss (via bile or plasma, for example) under conditions
of oxidative stress (Hasspieler et al., 1994). Petrivalsky et
al. (1997) observed a significant increase of GR activity
after treatment of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
with xenobiotics that induced oxidative stress. Almar et
al. (1998) observed glutathione depletion in the fresh-
water fishes gudgeon (Gobio gobio) and roach (Rutilus
arcasii) exposed to pollution, but only an increase in GR
activity in the roach. In addition, transgenic flies
(Drosophila melanogaster) overexpressing GR showed a
higher survival under elevated oxidative stress but not
under normal conditions (Mockett et al., 1999).

The GSH induction in the liver of eels that died after
48 h was in agreement with the results found by Has-
spieler et al. (1994) and similar to those found in eels
exposed to 15 mg/l of the thiocarbamate herbicide
thiobencarb Pefia et al. (2000), where glutathione de-
pletion was reviewed. Nevertheless, despite eels died
between 72 and 96 h inducing their GSH levels, even
higher than survivors, they succumbed possibly because
they were not able to restore the GSH:GSSG ratio as
well as surviving eels. Only survivors induced signifi-
cantly the hepatic GR activity, thus, this activity could
be crucial to determine life or death under exposure to
molinate.

On the contrary, a glutathione depletion results in an
increased permeability and a decreased functional in-
tactness of the red blood cell membrane, leading to
haemolytic anaemia (Uhlig and Wendel, 1992), as was
observed in eels exposed to molinate. Sancho et al.
(2000) found a decrease in some eel haematological pa-
rameters after exposure to the herbicide molinate, but
those effects were only significantly evident 8-9 days
after exposure. Kawatsu (1977) reported a severe hem-
orrhagic anaemia in carps (Cyprinus carpio) treated with
molinate, but this pathophysiological condition was not
found in striped bass (Morone saxatilis) and white
sturgeon (Acipenser transmontanus) because they deac-
tivate molinate more efficiently than carp (Tjeerdema

and Crosby, 1988b). Hence, inborn capacities to detox-
ify molinate sulfoxide and maintain glutathione ho-
meostasis against oxidative stress are probably decisive
to explain resistance or susceptibility to molinate in
different fish species.

In relation to y-GT, this enzyme catalyses the re-
moval of the glutamyl moiety in GSH or glutathione-
containing compounds. As mentioned before, it is a
membrane-bound enzyme with its active site oriented
extracellularly, then the breakdown products generated -
in the intracellular space were reabsorbed back into the
cell for further metabolism. Therefore, it facilitates
amino acid transport, regulation of intracellular GSH
levels, and catalysis of the initial step in the mercapturic
acid formation (Gallagher and Di Giulio, 1992). The
kidney has the highest y-GT activity but it is also
abundant in other epithelial tissues like intestine, liver
and pancreas (Meister and Anderson, 1983).

In this study, y-GT activity in the liver was not
significantly different between eels, and it was 10-fold
higher than that found in the American eel (dnguilla
rostrata) by Otto et al. (1997). However, muscular y-
GT activity was greater in those eels that died until 48
h than in control ones. In fact, y-GT activity was
slightly negatively correlated to TTD (r = 0.36,
P < 0.05; data not shown). Furthermore, despite the
severe depletion in GSH levels in the muscle of exposed
eels, differences in muscular GSH content among
groups were detected, and a negative correlation to
TTD was found. A possible explanation to account for
these observations is that muscular y-GT induction is
responsible to capture more GSH from plasma, and
then leaving less quantity to other extrahepatic tissues
like kidneys, intestines, gills and brain. Glutathione
levels in this latter are more crucial because brain
contains relatively low levels of other antioxidant de-
fences (e.g., catalase) and a high-lipid content (Cooper
and Kristal, 1997). Therefore, a higher effect of moli-
nate could be observed in brain, where, in addition,
AChE inhibition by molinate could be stronger if the
sulfoxide is not properly removed.

The acute toxicity of molinate gives the impression of
being the result of an oxidative damage caused by a shift
of the glutathione redox status and an impairment in
GSH homeostasis. Nevertheless, Pearson correlation
coeflicients were so low that perhaps implies that there
are more variables contributing to glutathione-depen-
dent correlations and TTD. That could be the case of
ACHhE inhibition, which contributes to the toxicology of
this thiocarbamate (Sancho et al., 2000), and ALDH,
inhibition as well (Quistad et al., 1994; Hart and Fai-
man, 1995), but not the case of selected immune pa-
rameters (Smialowicz et al., 1985) and haemoglobin
carbamylation (Tjeerdema and Crosby, 1988a). How-
ever, molinate toxicology is possibly linked to other
parameters that are currently unknown. Despite that,
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more studies are necessary to understand exactly the role
of glutathione metabolism in the detoxification and re-
sistance to pesticides in different tissues.

5. Conclusions

This study demonstrates how glutathione content
and enzyme-dependent activities were intercorrelated,
and also correlated to the TTD. Consequently, eels that
were able to keep or induce the activities of glutathione-
dependent enzymes to increase GSH levels and reduce
GSSG have more probabilities to resist high concen-
trations of molinate than those that lose glutathione
homeostasis. Information analysed in this paper sug-
gests that glutathione levels and GR activity could be
good biomarkers of exposure to oxidative stress caused
by molinate.
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Appendix A. Abbreviations

AChE acetylcholinesterase

ALDH, mitochondrial low-K,, aldehyde
dehydrogenase

GCS v-glutamylcysteine synthetase

GPx glutathione peroxidase

GR glutathione reductase

GSH reduced glutathione

GSSG oxidized glutathione or
glutathione disulfide

GST glutathione S-transferase

vy-GT y-glutamyl transpeptidase

TTD time to death
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