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RESUMEN

En la actualidad el mayor problema que enfrenta la industria salmonera a nivel
mundial es la alta proliferacion y diseminacion del piojo de mar, un copépodo ectoparasito
que alcanza altas densidades poblacionales en los centros de cultivo intensivo de
salmonidos. Los insecticidas piretroides cipermetrina y deltametrina se han estado
utilizado para bajar las cargas parasitarias mediante tratamientos periddicos. Los
organismos marinos no diana pueden estar expuestos a estos piretroides a través del agua,
los sedimentos o la ingestion de particulas organicas contaminadas. Los moluscos bivalvos
y los anélidos poliquetos han sido ampliamente utilizados como organismos centinela de
contaminacion por su amplia distribucion geografica y representatividad de los
compartimentos que habitan (agua y sedimento). Los efectos tdxicos de los piretroides y
su repercusion fisioldgica se pueden determinar en estos organismos no diana mediante
biomarcadores de contaminacion a través de alteraciones cuantificables de algunas
actividades enzimaéticas. Por otro lado, y en un contexto de calentamiento global, y
especialmente cuando se estudian animales ectotermos, la temperatura del agua es un factor
importante que puede afectar la toxicidad de los piretroides. El objetivo de esta Tesis ha
sido evaluar en el laboratorio los efectos de concentraciones ambientalmente realisticas de
piretroides comdnmente utilizados en salmonicultura sobre invertebrados marinos no diana
utilizando las actividades de las enzimas catalasa (CAT), glutation transferasa (GST),
acetilcolinesterasa (AChE) y carboxilesterasa (CbE) como biomarcadores y las especies

Mytilus galloprovincialis y Perinereis vancaurica como organismos centinela.

El estudio de la influencia de la temperatura sobre la respuesta de los biomarcadores
se ha llevado a cabo en M. galloprovincialis aclimatados durante una semana a 17 °C, 22
°C y 27 °C y posteriormente expuestos en un sistema semi-estatico a 15 pg/l y 25 pg/l de
cipermetrina utilizando acetona como disolvente. La actividad catalasa (CAT) en las
branquias se vid significativamente modificada por la exposicion de los individuos al
piretroide mostrando un incremento inicial (24 horas a 22 °C), y una inhibicion posterior a
las 96 horas de exposicion. La determinacion de la CAT en las branquias de mejillones
aclimatados a 17 °C, 22 °C y 27 °C a una temperatura normalizada (25 °C) y a las

temperaturas de aclimatacion evidencié una compensacién térmica total en esta enzima.

La exposicidn a cipermetrina incrementd las actividades musculares de las enzimas
catalasa (CAT), carboxilesterasa (CbE) y glutation transferasa (GST) en forma dependiente

de la temperatura de aclimatacion.



Se evalud el efecto de la exposicion aguda (24 y 96 h) a cipermetrina (15 pg/l) y
deltametrina (3pg/l) utilizando como biomarcador las actividades de las enzimas CAT,
GST, AChE y CDbE presentes en la cabeza y el cuerpo del poliqueto P. vancaurica. Las
actividades de las enzimas se ven alteradas tras exposicion a los piretroides cipermetrina y
deltametrina, siendo la cabeza el 6rgano mas sensible y la deltametrina el piretroide que
provoco mayores efectos.

El gusano poliqueto P. vancaurica, organismo marino bentonico, resultd ser mas
sensible que el molusco bivalvo M. galloprovincialis, representante de procesos ocurridos
en la columna de agua, en cuanto a la respuesta de los biomarcadores seleccionados frente
a la presencia de cipermetrina a concentraciones ambientalmente realisticas en el contexto

de las préacticas de la salmonicultura.



ABSTRACT

At present, the biggest problem facing the salmon industry worldwide is the high
proliferation and spread of sea lice, an ectoparasite copepod that reaches high population
densities in marine intensive salmon farming. The pyrethroid insecticides cypermethrin
and deltamethrin have been used to lower parasitic loads through periodic treatments. Non-
target marine organisms can be exposed to these pyrethroids through water, sediments or
by ingestion of contaminated organic particles. Bivalve mollusks and polychaete annelids
have been widely used as sentinel organisms of contamination because of their wide
geographical distribution and representativeness of compartments (water and sediment)
that they inhabit. The toxic effects of pyrethroids and their physiological repercussion can
be determined in these non-target organisms by means of contamination biomarkers
through quantifiable alterations of some enzymatic activities. On the other hand, and in a
global warming context, and especially when ectothermal animals are studied, water
temperature is an important factor that can affect pyrethroids toxicity. The objective of this
thesis has been to evaluate in the laboratory the effects of environmentally realistic
concentrations of pyrethroids commonly used in salmon farming on non-target marine
invertebrates with the activities of the enzymes catalase (CAT), glutathione transferase
(GST), acetylcholinesterase (AChE) and carboxylesterase (CbE) as biomarkers utilizing

the species Mytilus galloprovincialis and Perinereis vancaurica as sentinel organisms.

The temperature influence on the biomarkers response has been carried out in M.
galloprovincialis acclimated for one week at 17 °C, 22 °C and 27 °C and subsequently
exposed in a semi-static system to 15 pg /1 and 25 pg /1 of cypermethrin using acetone as
solvent. The catalase activity was significantly modified in gills of individuals exposed to
the pyrethroid, showing an initial increase (24 hours at 22 °C) and a subsequent inhibition
after 96 hours of exposure. CAT activity in gills from mussels acclimated at 17 °C, 22 °C
and 27 °C measured at a normalized temperature (25 °C) and at acclimation temperature
showed a total thermal compensation of this enzyme. Cypermethrin exposure increased the
muscle activities of the enzymes catalase (CAT), carboxylesterase (CbE) and glutathione

transferase (GST) that depends on the temperature acclimatization.

The acute exposure effect (24 and 96 h) to cypermethrin (15 pg/l) and deltamethrin
(3ug/ 1) was evaluated in the head and in the body of the worm P. vancaurica using the
activities of CAT, GST, AChE and CbE as biomarkers. The enzymes activities were
modified after exposure to cypermethrin and deltamethrin, with the head being the most
sensitive organ and deltamethrin the pyrethroid insecticide that produced the greatest
changes.



The marine benthic polychaete worm P. vancaurica proved to be more sensitive to
pyrethroids than mollusk bivalve M. galloprovincialis, representative of processes
occurring in the water column, in terms of its responses of the selected biomarkers against
the presence of cypermethrin at environmentally realistic concentrations in the context of

salmon farming practices.
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1.1. Salmonicultura y el problema de la parasitacion por el piojo de

mar

La acuicultura es el sector de més rapido crecimiento de la industria pesquera y
representard el 62% de la produccion mundial de peces en 2030 (Informe del Banco
Mundial, 2013). La acuicultura de salménidos en el afio 2014, con una produccion total
aproximada de 3.417.000 t. en todo el mundo, representa uno de los mas importantes
cultivos de peces marinos (FAO, 2016). Sin embargo, el cultivo de salmoénidos en
condiciones intensivas propicia las epidemias de enfermedades bacterianas, virales,
parasitarias e infecciosas (Burridge et al., 2014). Una de las mas importantes amenazas para
esta industria a nivel mundial es la parasitacién de los peces por el piojo de mar
(Lepeophtheirus salmonis y Caligus rogercresseyi) (Hamilton et al., 2012). Estos
copépodos ectoparasitos causan grandes pérdidas econdmicas a la industria (Yatabe et al.,
2011) debido al efecto negativo sobre la salud de los peces, e indirectamente a los altos
costes de tratamiento (Costello, 2009). El impacto econdmico ha sido recientemente
cuantificado en Noruega como de una pérdida de 0,46 US por kg de biomasa cultivada, lo
que representd unas pérdidas anuales de 436 millones de ddlares en 2011 (Abolofia et al.,
2017).

1.2. Caracteristicas de los tratamientos en las jaulas, formulaciones y

principios activos utilizados

En Noruega en 2014 se utilizaron varios tratamientos antiparasitarios que incluyen
pesticidas de diferentes grupos como organofosforados (Azametifos), inhibidores de la
sintesis de quitina (diflubenzuron y teflubenzuron) y piretroides (cipermetrina y
deltametrina) (NVI1, 2013); mientras que en Chile el control de los piojos de mar se realizd
en gran medida en uso los piretroides sintéticos (Arriagada et al., 2014), aunque se esta
produciendo un cambio hacia el uso de azametifos como producto principal. Los pesticidas
son administrados mediante bafios en cada jaula individual con ayuda de lonas que rodean
e impermeabilizan la jaula, para reducir el volumen de agua en el tratamiento y aumentar
la eficiencia del tratamiento y de la aplicacién de oxigeno durante el mismo. Estas lonas se
retiran al final del tratamiento con la liberacion de la solucion insecticida en el agua
circundante, que se dispersa en la direccion de flujo de corriente prevaleciente formando
una pluma contaminante de piretroides que cubre una superficie de aproximadamente 1

km? alrededor de cada jaula (Ernst et al. 2001, Robertson et al., 2009). A partir de los datos
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de Sernapesca (2012) y Sernapesca (2014), se puede estimar que en Chile en 2013 se
derram0 en el medio marino 943 Kg. de sustancia activa de los piretroides cipermetrina y

deltametrina.

1.3. Tratamientos mediante piretroides: cipermetrina y deltametrina

El tratamiento recomendado contra los piojos de mar mediante piretroides en
salmonicultura consiste en un bafio de 30 min con 15 pg/l de cipermetrina, o de 40 min con
2,0 -3,0 pg/ | de deltametrina (SEPA, 1998). Ambos piretroides son eficaces contra todos
los estadios del ciclo de vida del piojo de mar, incluyendo los adultos. Los nombres con
los que se comercializan los piretroides de uso en salmonicultura son AlphaMax®
(deltametrina) y Excis® (cipermetrina). Aunque cada piretroide constituye el 1% de sus
respectivas formulaciones, los disolventes, tensioactivos y otros productos que forman
parte de su composicién restantes no son publicos, lo cual puede hacer mas complejos los
estudios de toxicidad y de efectos al medioambiente. Por otra parte, el tratamiento
periddico con piretroides a altas concentraciones ha generado un aumento de la resistencia
del piojo de mar de la especie L. salmonis en Noruega (Sevatdal y Horsberg, 2003; Sevatdal

et al., 2005) y de C. rogercresseyi en Chile (Arriagada et al., 2014).

Los piretroides son un grupo de pesticidas sintéticos desarrollados a principios de
los afios 1960 para mejorar la actividad insecticida y ser mas persistentes que sus
predecesores naturales, las piretrinas (Barthel, 1961). Las piretrinas son los componentes
activos de un extracto de flores de crisantemo, mientras que los piretroides sintéticos se
han desarrollado con el fin de mejorar la especificidad y la actividad de las piretrinas las
cuales se descomponen facilmente, ya que son susceptibles a enzimas catabdlicas y a la luz
solar. La baja degradabilidad y toxicidad para los mamiferos junto con su efectividad contra
crustaceos propicio el interés inicial en el uso de piretroides en el tratamiento de las

infestaciones por piojos de mar.

La deltametrina y la cipermetrina son piretroides sintéticos tipo Il que se
sintetizaron en 1974 y se comercializaron por primera vez en 1977 (Leahey, 1985), siendo
utilizados inicialmente en la lucha contra las plagas de insectos. También tienen una alta
potencia insecticida de amplio rango (Casida y Quistad, 1998), siendo utilizados en las

ultimas décadas para combatir ectoparasitos en acuicultura.
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Su estructura molecular se puede ver en la figura 1.1 y su formula es
C2H19BroNOsy  su nombre IUPAC es (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-  2,2-

dimetilciclopropano carboxilato de (S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzilo.

(Fuente: Mills, 2006)

Figura 1.1.- Estructura molecular de la deltametrina.

La estructura molecular de la cipermetrina se presenta en la figura 1.2, su formula
es CxH19CI2NOs y su nombre IUPAC es (1RS)-cis,trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetilciclopropano carboxilato de (RS)-ciano-3-Fenoxibencilo.

J A TQ g

(Fuente: Derksen, 2007)

Figura 1.2.- Estructura molecular de la cipermetrina.
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El mecanismo de accidn de los piretroides consiste en la interferencia en la funcién
de la membrana nerviosa, principalmente por su interaccion con los canales de sodio (Na*),
lo que da lugar a la despolarizacion de la terminacion nerviosa (Denac et al.,2000). Los
piretroides muestran una alta afinidad por dichos canales y producen sus efectos toxicos a
través de cambios en las funciones de los mismos. La union de los piretroides a los canales
de Na+ provoca su apertura prolongada (Narahashi, 1996). A altas concentraciones de
piretroides el bloqueo de la corriente de la cola de inactivacion puede causar una
despolarizacion completa de la membrana nerviosa con bloqueo de la excitabilidad
neuronal (Narahashi, 1992). Estudios recientes, recogidos en la revision de Field et al.
(2017), han encontrado que la union del piretroide al canal es dependiente de algunos
aminoacidos que forman parte su secuencia, de forma que su sustitucién altera dicha unién.
Apoyandose en los citados estudios, Field et al (2017) proponen que las diferencias en
sensibilidad a los piretroides entre los mamiferos y los artrépodos, ademas de por la mejor
absorcion del pesticida a través de la cuticula de los mismos, viene determinada en gran

medida por la diferente secuencia aminoacidica del canal que favorece su unién.

1.4 Impacto de los pesticidas sobre los ecosistemas: empleo de

organismos centinela para su monitorizacion

El aumento en el uso y aplicacion de insecticidas piretroides, y el consiguiente
mayor riesgo en el ecosistema marino en las inmediaciones de los centros de cultivo, ha
originado una preocupacion creciente acerca de los efectos potenciales de dichos pesticidas
sobre los ecosistemas acuaticos, y en particular sobre los organismos sensibles no diana
gue estan expuestos a estos agentes antiparasitarios (Burridge et al., 2014; Van Geest et al.,
2014). Los organismos marinos no diana estan expuestos a los piretroides a través de la
columna de agua, los sedimentos o la ingestion de particulas organicas contaminadas. Se
sabe que organismos no diana, como algunas especies de invertebrados marinos y de peces,
son extremadamente sensibles a los efectos neurotoxicos de los piretroides (Reddy et al.,
1991; Philip et al., 1995). La cipermetrina y la deltametrina, debido a su naturaleza
lipofilica, se adhieren con facilidad a particulas organicas y se decantan en los sedimentos
(Sanchez y Barahona, 2005). La vida media de la deltametrina en los sedimentos marinos
se ha estimado en 140 dias (Gross et al., 2008), mientras que la cipermetrina puede persistir
de 35 a 80 dias (SEPA, 1998).
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El impacto de los piretroides en los animales acuéticos no diana, especialmente
invertebrados fueron sido revisados por Mian y Mulla (1992) y Haya et al. (2005). No es
sorprendente encontrar que, en los estudios basados en laboratorio, los artrépodos son mas
sensibles a estos compuestos que los moluscos, equinodermos y peces (McLeesc et al.,
1980; Burridge et al., 2010). En las tablas 1.1 y 1.2 se muestra las CLso 0 ELso para la

cipermetrina y deltametrina en diferentes especies de animales acuaticos.

Tabla 1.1.- Concentracidn Letal de cipermetrina para el 50% en diferentes animales acuaticos.

Especies Taxa CL50.96h Referencias

(Hg/L)
Polydora cornuta (adulto) Anélido 27,8 Ernst et al., 2001
Crassostrea virginica* Molusco Bivalvo 370 Hill, 1985
Crassostrea gigas* Molusco Bivalvo 2300 Hill, 1985
Unio elongatulus eucirrus Molusco Bivalvo 59,2 Kroprucu et al., 2010
Gammarus spp.(adulto) Crustaceo 0,36 Ernst et al., 2001
Mysidopsis bahia (adulto) Crustaceo 0,005 Hill, 1985
Palaemonetes pugio Crustaceo 0,016 Clark et al., 1987
Crangon septemspinosa Crustaceo 0,01 McLeese et al., 1980
Uca pugilator (adulto) Crustaceo 0,2 Hill, 1985
Acartia tonsa (nauplio) Crustaceo 0,005 Medina et al., 2002
Acartia tonsa (adulto) Crustaceo 0,142 Medina et al., 2002
Tisbe battagliai (adulto) Crustaceo 0,052 Barata et al., 2002
Americamysis bahia Crustaceo 0,005 USEPA, 2013
Mysidopsis bahia Crustaceo 0,006 Boyle et al., 1995
Crangon crangon Crustaceo 0,034 Boyle et al., 1995
Corophium volutator Crustaceo 0,213 Boyle et al., 1995
Asterias rubens Equinodermo 1000 Knigh et al., 1995
S. droebachiensis Equinodermo 50 Ernst et al., 2001
Gasterosteus aculeatus Pez 8,1 Ernst et al., 2001
Cyprinodon variegatus Pez 1 Hill, 1985
Salmo salar Pez 2 McLeese et al., 1980
Oncorhynchus mykiss Pez 80 Altinok et al., 2011

*ECs0-96h.
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Tabla 1.2.- Concentracidon Letal de deltametrina para el 50% en diferentes animales acuaticos.

Especies Taxa CLs0-96h Referencias
(ug/L)
Unio elongatulus eucirrus (adulto) Molusco Bivalvo 6600 Koprucu et al., 2008
Homarus americanus (Stage IV)  Crustaceo 0,0282 Fairchild et al., 2010
Palaemon serratus (adulto) Crustaceo 0,048 Oliveira et al., 2012
Paratya australiensis Crustaceo 0,035 Thomas et al., 2008
Ceriodaphnia dubia Crustaceo 0,02 Thomas et al., 2008
Palaemon serratus (adulto) Crustaceo 0,048 Oliveira et al., 2012
Eohaustorius estuarius Crustaceo 0,00166 Fairchild et al., 2010
Crangon septemspinosa Crustaceo 0,0453 Fairchild et al., 2010
Tisbe battagliai (Adulto) Crustaceo 0,0106 Barata et al., 2002
Americamysis bahia Crustaceo 0,037 USEPA, 2013
Melanotaenia duboulayi Pez 0,135 Thomas et al., 2008
Poecilia reticulata (Adulto) Pez 0,02 Mittal et al., 1994
Cyprinodon macularius Pez 0,60 Mulla et al., 1978
Oncorhynchus mykiss Pez 20 Velisek et al., 2007

Es habitual en los estudios de monitorizacién ambiental elegir especies centinela
que puedan aportar informacién relevante de los impactos de los contaminantes
ambientales sobre el ecosistema. En el caso de estudios en el medio marino es importante
escoger como organismos centinelas de contaminacion a aquellos géneros taxonémicos
que sean representativos en una distribucion horizontal y vertical del mismo, es decir, tanto
de la columna de agua como de los sedimentos marinos, y que posean ademas una
distribucion a nivel mundial, de manera que se puedan poder comparar resultados de una

amplia gama de zonas geogréaficas (Dean, 2008).

1.4.1 Mytilus galloprovincialis

En relacion con la columna de agua, las especies del género Mytilus han sido
ampliamente utilizadas como indicador biologico de la contaminacion en los programas de
seguimiento ambiental en medio marino. EI mejillén es un organismo sésil, filtrador, lo
cual facilita la acumulacion dentro de sus tejidos de los contaminantes de la columna de
agua. Tienen varias ventajas, como son la amplia distribucion geogréafica, el muestreo facil,
la resistencia al estrés a una amplia gama de productos quimicos (Baumard et al., 1998,
Chase et al., 2001).
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La bioacumulacion de los compuestos depende de los pardmetros bioldgicos del
mejillon, como el contenido de lipidos y el indice de condicion. Estos factores estan
relacionados con las condiciones fisiologicas y reproductivas que varian segun los sitios
geograficos y las estaciones del afio (Hummel et al., 1990). Mytilus sp ha sido propuesto
como organismo centinela en seguimiento de los potenciales efectos ambientales del uso
de piretroides en las granjas de peces (Davies et al., 2001). Todo lo anteriormente expuesto

motivo la seleccion de M. galloprovincialis como organismo de interés en este estudio.

Tabla 1.3.- Clasificacién Taxonomica del mitilido Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819).

Reino Animalia

Filo Mollusca

Clase Bivalvia

Subclase Lamellibranchia (Pteriomorphia)
Superorden Filibranchia

Orden Mytiloida

Familia Mytilidae

Género Mytilus

Especie Mytilus galloprovincialis
Nombre Comun: Mejillon mediterraneo

Fuente: NCBI Taxonomy Database; 1D: 29158.
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1.4.2 Perinereis vancaurica

Los sedimentos marinos constituyen un importante reservorio de almacenamiento
de contaminantes persistentes en entornos acuaticos y por lo tanto una fuente potencial
para las aguas intersticiales y las especies bentdnicas que las habitan (Chapman et al., 1998;
Simpson y Batley, 2007). Los organismos bentonicos son componentes clave de los
ecosistemas costeros, ya que desempefian un papel importante en la descomposicion de
detritos, el ciclo de nutrientes y el flujo de energia a niveles troficos y comunidades
superiores (Levin et al.,, 2001; Serrano et al., 2003). Ademas, las especies de
macroinvertebrados benténicos pueden acumular grandes cantidades de contaminantes, ya
que viven en estrecho contacto con el sedimento durante largos periodos, y presentan
estrategias de alimentacion que implican la ingestion de particulas de sedimento, lo que da
lugar a una exposicion maxima a los contaminantes tanto en el sedimento como en el agua
(Dean, 2008). Estas caracteristicas permiten que los invertebrados macrobentonicos
puedan proporcionar una indicacién de la contaminacion ambiental (de acumulacién y de
impactos) integrada en el tiempo, y ofrecer la posibilidad de ser utilizados como
bioindicadores de la contaminacién en las zonas costeras (Langston et al., 2012). Entre
todos los taxones macrobentdnicos, los poliquetos son frecuentemente el grupo
taxonémico mas abundante en los ecosistemas estuarinos, y son elementos clave en las
redes alimenticias estuarinas y costeras, constituyendo una importante fuente de alimento
para muchas especies de peces y de crustaceos comerciales, lo que les convierte en vectores
de transferencia de contaminantes a los niveles troficos superiores (Lewis y Watson, 2012,
Serrano et al., 2003).

Por otro lado, los gusanos poliquetos han sido objeto de amplias investigaciones y
se han recomendado para estudios de toxicidad subletal de sedimentos por su poca
movilidad, estar intimamente asociados al sedimento donde se acumulan los
contaminantes, asi como su relativa resistencia a concentraciones altas de contaminantes
organicos permitiendo evaluar la biodisponibilidad de estos (Van Geest et al., 2014, Solé
et al., 2009, Gomes et al., 2013).

10
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En cuanto a la monitorizacion del sedimento, el uso de poliquetos marinos de la
familia Nereidae ha sido propuesto en los procedimientos oficiales de la USEPA (1995)
como indicadores de bioacumulacion, debido a su amplia distribucion espacial, variado

rango de alimentacion y ciclo de vida relativamente largo.

Esta familia de poliquetos son animales detritivoros altamente eficientes que a
menudo dominan la comunidad bentdnica en las zonas de alta carga orgénica (Mirto et al.,
2012). De hecho, se han utilizado para biorremediar sedimentos organicos enriquecidos
situados bajo las piscifactorias (Kinoshita et al., 2008). En este contexto, la utilizacion de
los poliquetos como bioindicador es particularmente interesante ya que también pueden ser
utiles en la evaluacion de la transferencia de contaminantes a niveles més altos de la cadena
trofica teniendo en cuenta su papel como presas principales de varias especies de peces
bentonicos (Ruus et al., 2005).

El género Perinereis presenta una amplia distribucion a nivel mundial y es utilizado
como cebo de pesca (Arias et al., 2013). En este estudio utilizamos la especie Perinereis
vancaurica (Ehlers, 1868) por su facil obtencién y mantenimiento en laboratorio.

Tabla 1.4.- Clasificacion Taxonomica del anélido poliqueto Perinereis vancaurica (Ehlers, 1868).

Reino Animalia

Filo Annelida

Clase Polychaeta

Subclase Errantia

Orden Phyllodocida
Suborden Nereidiformia

Familia Nereididae
Subfamilia Nereidinae

Género Perinereis

Especie Perinereis vancaurica

Fuente: WORMS (2008). Perinereis vancaurica. G.; Fauchald, K. (Ed.) (2017). World Polychaeta.

11
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1.5 Bioensayos y biomarcadores

Los ensayos bioldgicos de toxicidad son herramientas de diagndstico ambiental
adecuadas para determinar el efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos
centinelas, y complementarios a los andlisis fisicoquimicos. Estos pueden llevarse a cabo
bajo condiciones experimentales especificas y controladas en laboratorio o en el campo
(Castillo, 2004). El bioensayo es un experimento para estimar la naturaleza, constitucion o
efecto de una muestra mediante las respuestas que puedan registrarse en el organismo o en
un conjunto de ellos (Castillo, 2004). Un bioensayo uniespecifico tipico involucra un
estimulo o dosis absorbible que es aplicada a un individuo cuya respuesta es estimada
mediante la deteccidn y evaluacion de cambios en algunas caracteristicas bioldgicas o del
estado, que hayan ocurrido tras un determinado tiempo de exposicion (Castillo, 2004). El
objetivo de un bioensayo de toxicidad es determinar la toxicidad de una sustancia, una
mezcla de ellas, 0 una muestra ambiental, que son objeto de examinacion. Los bioensayos
siempre incluyen en su disefio la determinacion de la toxicidad de un patrén toxicoldgico

conocido o de referencia (Ronco et al., 2004).

El término biomarcador se define como cambios en las respuestas bioldgicas en
relacién con la exposicion a los efectos toxicos de substancias quimicas ambientales (Van
der Oost et al., 2003). Estos cambios pueden ocurrir desde el nivel molecular al celular
incluyendo también respuestas fisioldgicas y etoldgicas. Los biomarcadores se han
utilizado en programas de seguimiento (Solé et al., 2009). Su uso en organismos centinela
de una 0 mas zonas sospechosas de contaminacién, y confrontados con organismos
procedentes de una zona control, permite establecer el peligro potencial al que estan
sometidas las comunidades objeto de estudio. Los biomarcadores han sido utilizados
también ampliamente en el laboratorio para documentar y cuantificar tanto la exposicion
como los efectos de los contaminantes ambientales sobre los organismos. ElI mayor
obstaculo para desarrollar un buen biomarcador esta en medir una respuesta selectiva en
un solo organismo representante, y poder extrapolar un ligero incremento o disminucion
del parametro medido (un simple cambio bioguimico) a un nivel superior de organizacion

y comprender su significado ecoldgico (Weeks, 1998).

12



INTRODUCCION

1.6 Biomarcadores enzimaticos utilizados

En diferentes estudios se han utilizado con éxito una serie de biomarcadores que
responden a la exposicion a piretroides. Asi la cipermetrina induce estrés oxidativo y
cambios en varias actividades enzimaticas (Khazri et al., 2015). Las actividades de los
enzimas catalasa (CAT) y glutation-S-transferasa (GST) participan en la mitigaciéon y la
reparacion del dafio oxidativo causado por especies reactivas del oxigeno o ROS
(Manduzio et al., 2005; Almeida et al., 2005). Por otro lado, la actividad acetilcolinesterasa
(AChE) ha mostrado ser un biomarcador Util para la exposicion a cipermetrina y
deltametrina (Davies et al., 2001; Ren et al., 2008). También, se ha descrito una alta
actividad de esta enzima en branquias del mejillon M. galloprovincialis (Escartin y Porte,
1997) y en poliquetos expuestos a pesticidas (Durou et al., 2007). Una de las principales
rutas de destoxificacion para piretroides son la oxidacion y la hidrolisis de los enlaces éster
por las carboxilesterasas (CbE), que son la via de desintoxicacion mas eficiente (Sogorb y
Vilanova, 2002).

1.6.1. Catalasa

Las catalasas (CAT, EC 1.11.1.6) son enzimas antioxidantes que catalizan la
conversion del peroxido de hidrogeno (H20:2) generado en el metabolismo celular en H20
y Oa.

2H,0,(1)—2=2 2 1,0(1)+0,(g)

Se caracteriza por su alta capacidad de reaccion, pero relativamente poca afinidad
por el sustrato. Presenta 2 funciones: la catalitica y la peroxidativa; y ambas se pueden

representar por la ecuacion:
H202 + H2R ---------- ® 2H,0 + R

sustrato donador CAT

13
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La reaccion general se efectia mediante la reduccion del sustrato tomando los
atomos de hidrogeno aportados por el donador, y los productos finales serian el sustrato

reducido y el donador oxidado.

En la funcion catalitica, el donador es otra molécula de H»O,. Esta funcién sélo

puede ser realizada por la enzima en su forma tetramérica (Srivastava et al.,1980).

H>O, + H2O; ----- ® 2H20 + +0>

1.6.2. Glutation-S-transferasa (GST)

Las glutation-S-transferasa (EC 2.5.1.18) constituyen una superfamilia de
isoenzimas multifuncionales que catalizan la conjugacion de diversos compuestos
electrofilicos, que incluyen ROS, con el tripéptido glutation (Clark, 1989; Eaton y
Bammler, 1999; Hayes er al., 2005), participando en su desintoxicacién. Las glutation S-
transferasas constituyen una de las vias de desintoxicacion de los productos generados
durante el dafio celular, tales como lipoperdxidos (Awasthi et al., 2004; Hayes et al., 2005).
La desintoxicacion se consigue principalmente a través de la conjugacion de glutatién con
xenobioticos y/o endobidticos, convirtiéndolos en compuestos mas solubles capaces de ser
eliminados por el organismo (Sheehan et al., 2001; Oakley, 2011). De hecho, la actividad

GST se ve inducida tras la exposicidn a cipermetrina en crustaceos (Gowlan et al., 2002).

1.6.3. Esterasas

Las esterasas (EC 3.1) son enzimas que hidrolizan preferentemente enlaces éster.
Se clasifican generalmente en dos subgrupos, carboxilesterasa (CbE; EC 3.1.1.1) y
colinesterasas (ChE; EC 3.1.1.7), dependiendo de su especificidad de substrato y su
comportamiento hacia algunos inhibidores. Dentro de las colinesterasas se pueden
distinguir varios subtipos. Las acetilcolinesterasas (AChE), que participan en la
neurotransmision colinérgica, y representan un biomarcador de neurotoxicidad
ampliamente utilizado para identificar la exposicion a los productos quimicos

anticolinesterasicos.

14
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Las AChEs disocian la acetilcolina terminando el proceso de neurotransmision
(Ballard et al., 2005). Pueden ser moduladas por un amplio espectro de xenobi6ticos en
invertebrados (Minier et al., 2008).

Las carboxilesterasas (CbE) son serinas hidrolasas que catalizan la hidrolisis de
ésteres, amidas, tioésteres y carbamatos (Laizure et al., 2013). Estas enzimas presentan
poca especificidad por el sustrato, por lo que estan involucradas en diversos procesos
fisiologicos y toxicologicos (Wheelock y Nakagawa, 2010). Participa en la
biotransformacion de diferentes tipos de tdxicos ambientales y enddgenos, incluyendo los
piretroides sintéticos (Sogorb y Vilanova, 2002). El hecho de que algunos piretroides
pueden llegar a inhibir las CbE (Lei, 2017), da lugar a que estas enzimas sean doblemente
interesantes para estudiar los efectos de este tipo de pesticidas puesto que participan en su

biotransformacién y son ademas inhibidos por ellos.

1.7. Influencia de la temperatura sobre la respuesta de las actividades

enzimaticas a la exposicion a piretroides

El cambio climético resulta en una mayor intensidad y frecuencia de eventos
extremos de estrés abidtico y bidtico (Carmody et al., 2016). Existe la preocupacion de que
el calentamiento de los océanos debido al cambio climéatico cause que muchos organismos
marinos estén expuestos a condiciones térmicas que son estresantes o letales para ellos
(Gibson et al., 2011; Niehaus et al., 2012).

Los invertebrados marinos son animales ectotermos, lo cual significa que
dependen del calor externo para su equilibrio térmico puesto que el calor generado por su
propio metabolismo es muy bajo. Esto lleva asociado la dificultad para mantener un
gradiente de temperatura con el exterior dando lugar a que sean termoconformadores, y
que su temperatura fluctte siguiendo a la temperatura ambiental (poiquilotermia). En los
organismos poiquilotermos, como son los moluscos bivalvos y los anélidos poliquetos, la
temperatura ambiental es uno de los principales factores fisicos que influyen sobre los
procesos fisiologicos y bioguimicos. De acuerdo con los textos clasicos de Fisiologia
Animal Comparada (Hill et al. 2006; Willmer et al. 2000; Withers 1992), en los animales
ectotermos ante un aumento en la temperatura ambiental se da una respuesta inmediata,
que provoca un aumento multiplicativo en la velocidad metaboélica del organismo, de forma

cuasiexponencial.
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Esto se debe a que cualquier reaccion esta sujeta a su dependencia de la
temperatura, y esta tendera a acelerarse a medida que se incrementa la temperatura (ley de
Arrhenius).

El fendmeno de la aclimatacion a la variacion de temperatura, que se produce a
medio plazo (dias o semanas), comprende mecanismos mediante los cuales los animales
ectotermos amortiguan las respuestas agudas a los cambios de temperatura. Estos
mecanismos incluyen un proceso denominado “compensacion enzimatica” tendente a
restaurar las velocidades metabdlicas alteradas por el cambio de temperatura. Dado que las
enzimas son un componente limitante de la velocidad de las reacciones metabdlicas, la
respuesta mas habitual de los organismos ectotermos es la modificacién de la cantidad de
enzimas que sintetizan, y de esta forma, si el metabolismo se acelera a causa del incremento
de la temperatura, la sintesis de enzimas (generalmente a través de su transcripcion) se
reduce para lograr compensar la actividad y devolverla a su nivel original (Crawford y
Powers, 1992). Otra forma de contribuir al proceso de aclimatacion es la expresion de
alozimas e isozimas con diferentes sensibilidades térmicas (Fields y Somero, 1997).
Ademas, la temperatura puede afectar directamente la funcion de las enzimas cambiando
su estructura fisica, su capacidad catalitica o su capacidad de unién (Hochachka y Somero,
2014).

Afadido a todo lo anterior, el aumento de la temperatura ambiental se ha
propuesto como un factor importante en el impacto de los contaminantes toxicos
ambientales sobre los ecosistemas (Noyes et al, 2009). Por una parte, la temperatura puede
influir en aspectos fisicoquimicos de las sustancias quimicas contaminantes, determinando
su degradacion, su destino y su biodisponibilidad. Ademas, la temperatura puede ser un
factor relevante en la respuesta de los seres vivos a dichas sustancias tdxicas, como ya se

ha visto en algunos estudios (Gonzalez-Mira et al 2018, Serra-Compte et al, 2018).

En el caso concreto de los pesticidas piretroides, la temperatura ambiental ha
cobrado recientemente un gran interés, un factor determinante en la susceptibilidad de los
insectos a estas sustancias (Glunt et al, 2018) y se ha mostrado tener un importante efecto

en la toxicidad letal para los peces (Saha y Kaviraj, 2009).
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OBJETIVOS

HIPOTESIS

1) La exposicion a cipermetrina o deltametrina a las concentraciones presentes en el
agua marina tras su aplicacion como antiparasitario en salmonicultura produce efectos
medibles sobre la actividad de las enzimas antioxidantes y de biotransformacion en los

organismos no diana Mytilus galloprovincialis y Perinereis vancaurica.

2) La temperatura de aclimatacion modifica los efectos por cipermetrina anteriormente

descritos en Mytilus galloprovincialis.

3) En Mytilus galloprovincialis existen mecanismos de compensacion térmica para los

enzimas antioxidantes y de biotransformacion.

OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es evaluar los efectos de piretroides cominmente
utilizados en salmonicultura sobre invertebrados marinos no diana mediante la
determinacién de biomarcadores enzimaticos teniendo en cuenta la influencia de la

temperatura.

Los objetivos especificos son:
1) Evaluar la toxicidad a la exposicion sub-aguda de cipermetrina sobre el mejillén
Mytilus galloprovincialis utilizando biomarcadores enziméaticos de exposicion en

branquias, a diferentes tiempos y temperaturas de aclimatacion.

2) Evaluar la compensacion térmica de enzimas antioxidantes y de biotransformacién
durante la aclimatacion a temperatura en branquias de Mytilus galloprovincialis

expuestos a cipermetrina.

3) Evaluar el efecto de la temperatura de aclimatacion y exposicion a cipermetrina en
el musculo abductor del mejillon Mytilus galloprovincialis mediante enzimas

antioxidantes y de biotransformacion.

4) Evaluar los efectos subletales a diferentes tiempos de exposicidn con los piretroides
cipermetrina y deltametrina mediante enzimas antioxidantes y de biotransformacion en

dos regiones anatémicas del poliqueto Perinereis vancaurica.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Efectos de la cipermetrina en M. galloprovincialis: mantenimiento

y aclimatacion de los ejemplares

Se adquirieron ejemplares vivos de mejillones M. galloprovincialis (longitud de
concha 8,0 + 1,20 cm) procedentes de Galicia (Espafia), de proveedores locales. Antes de
iniciar los experimentos de exposicion al pesticida, los mejillones fueron sometidos a una
limpieza epifita suave de la concha y se transfirieron a acuarios de 96 | de capacidad que
contenian agua de mar artificial recirculada, filtrada y aireada permanentemente. Los
mejillones permanecieron en estos acuarios durante la aclimatacion a las condiciones de

temperatura experimentada.

Los mejillones se distribuyeron al azar en los acuarios a una densidad de 0,8
ejemplares /I, y mantenidos a 3 temperaturas (17 °C, 22 °C y 27 °C) y un fotoperiodo de 12
h:12 h (luz: oscuridad) utilizando luces fluorescentes durante 7 dias. Durante este periodo
los ejemplares fueron alimentados con una mezcla de las microalgas Isochrysis galbana y
Tetraselmis suecica, y se controlaron los parametros fisico-quimicos del agua. Se midio la
salinidad con un refractometro, el oxigeno disuelto con un medidor de oxigeno digital (YSI
Environmental 556, EE.UU.) y el pH mediante pH-metro (Crison micro ph 2002). Los
parametros de calidad media del agua de mar medidos fueron: salinidad 33 + 0,5 %o, pH
7,5+ 0,5y oxigeno disuelto 7,3+ 0,2mg /I (17 °C), 6,4+ 0,4 mg/l (22°C) y 5,6 £ 0,5 mg
/I (27 °C). El agua fue renovada completamente cada dos dias para mantener la calidad del

agua.

3.2. Preparacion de muestras biologicas y analisis enzimaticos

Una vez finalizado cada bioensayo de experimentacion especifico se procedio a
disectar los tejidos de los animales. Tras la diseccion, se elimind el exceso de agua del tejido
con ayuda de papel secante, se pesé e inmediatamente se congeld en nitrogeno liquido. Se

almacenaron a -80 °C hasta su posterior analisis bioguimico.
La preparacion de los tejidos se realizo de acuerdo con la metodologia descrita en

Faria et al. (2009). Las muestras se homogeneizaron en tampén fosfato frio (100 mM, pH

7,4) que contenia KCI 100 mM y EDTA 1 mM, usando un homogeneizador ultraturrax.

23



MATERIALES Y METODOS

Las proporciones utilizadas en los diferentes experimentos % p:v fueron 1: 4 en
branquias de mejillon, 1: 9 en masculo de mejillon y 1: 5 en cabeza y cuerpo de anélidos
poliquetos. Los homogeneizados se centrifugaron a 10.000 g a 4 °C durante 30 min. y los
sobrenadantes obtenidos (S10) se alicuotaron inmediatamente y se almacenaron a -80 °C

hasta su analisis.

El contenido en proteina total y las actividades enzimaticas se determinaron por
absorbancia en un lector de microplacas TECAN ™ (Spectra fluor multifunction

fluorescence) utilizando microplacas de 96 pocillos, y por triplicado.

3.2.1. Medicion de proteina total

El contenido de proteina total de las muestras se determind segun el método de
Bradford (Bradford, 1976) adaptado a microplaca (Vard et al., 2015) a partir de una
fraccion diluida y usando el reactivo de BioRad (Bio-Rad Proein assay) y albumina sérica
bovina (BSA) como estandar. Tras afiadir 200 pl del reactivo de Bradford diluido a 10 pl
de muestra diluida y mantener 15 minutos de incubacion en oscuridad) se midi6 la
absorbancia a 595 nm. La cantidad de proteina total de las muestras, expresada en mg/ml,
se estimo por interpolacion a partir de la curva patron (0,1-0,5 mg/ml).

3.2.2. Determinacion de Catalasa (CAT)

La actividad de CAT se estimo espectrofotométricamente segin el método de Aebi
(1974) adaptado a microplaca siguiendo el procedimiento descrito por Koening y Solé
(2012), utilizando el perdxido de hidrogeno (H202; 50mM) como substrato. La CAT se
cuantifico siguiendo la disminucion de la absorbancia durante 1 min (a intervalos de 10
segundos por 1 minuto, 6 ciclos) a 240 nm, en placas multipocillo UV-transparente (Greiner
UVStar ®). En el ensayo se usaron 10 pl de muestra diluida en un volumen total de 210 pl.
La actividad se expres6 en micromoles por minuto y por miligramo de proteina (umol

/min/mg prot).

Para evaluar la compensacion enzimatica por temperatura producida durante la
aclimatacion de los mejillones a las diferentes temperaturas se utilizé un espectrofotometro
agilent previamente a un bafio térmico a todos los reactivos con el equipo (Pharmacia

Biotech, Muti Temp II1) para conservar la temperatura de aclimatacion. Los ensayos se
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realizaron en cubeta de cuarzo (Aebi, 1974). El procedimiento fue el mismo al descrito

anteriormente para microplaca, utilizando 20 pl de muestra en un volumen total de 3 ml.

3.2.3. Determinacion de Glutation-S-Transferasa (GST)

La actividad de GST se determind usando el método desarrollado por Habig et al.
(1974), adaptado a la microplaca. La actividad se determind espectrofotométricamente a
340 nm durante 5 min. (e = 9.6 mM™ cm ). En el ensayo se utilizaron 10 pl de muestra y
una mezcla de la solucidn de reacciéon formada por 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB,
1mM) como substrato, y glutation reducido (GSH,1 mM) hasta un volumen total de 300
pl. La actividad se expres6 en hanomoles por minuto y por miligramo de proteina (nmol

/min/mg prot).

Para evaluar la compensacion enzimatica de la actividad GST debido a la
temperatura y por la razon anteriormente descrita, los ensayos se hicieron en cubeta de
cuarzo (Habig et al., 1974) y las determinaciones espectrofotométricas se realizaron
mediante un espectrofotometro (Agilent 8453 UV-Visible.). El procedimiento fue el mismo
al descrito anteriormente para microplaca, y para ello se ha utilizado 20 pL de muestras
diluida y una mezcla de la solucién de reaccion que contenia tampoén fosfato (880 pL, 100
mM pH 7,4), CDNB (50 uL, ImM) y GSH (50 uL, 1 mM) hasta un volumen total de 1 ml.
La absorbancia se midié a 340 nm durante 3 min., y la actividad se expresé en nanomoles

por minuto y por miligramo de proteina (hnmol /min/mg prot).

3.2.4. Determinacion de Acetilcolinesterasa (AChE)

La actividad de AChE se determin0 de acuerdo con el método descrito por Ellman
et al. (1961) adaptado a microplaca por Galloway et al. (2002). Para determinar la actividad
AChE se utilizaron 100 pL de muestra diluida y 200 pL de una solucién de reaccion
compuesta por tampodn fosfato (0,1 M, pH 7.4), acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB
0,33 mM) y acetiltiocolina (ACh 2 mM) como substrato.

La actividad de AChE se determin6 a 415 nm cinéticamente durante 15 min. (e =

13,6 mM™* cm ~1). Los resultados se expresaron como nmol/min/mg de proteina.
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3.2.5. Determinacion de Carboxilesterasa (CbE)

La actividad CbE se midi6é usando el método de Ellman (Ellman et al., 1961)
adaptado a microplaca por Galloway et al. (2002). Para ello se emplearon 50 ul de muestra
y 200 pl de DTNB (0,33 mM) y después de 5 min. de incubacion se anadieron 50 pl de
tioacetato de S-fenilo (3 mM) como sustrato en un tampdn de fosfato (0,1 MapH 7,4). A
continuacion, se midio la absorbanciaa 415 nm (e = 13,6 mM™ cm ~?) durante 5 min. La

actividad CbE se expres6 en nmol/min/mg de proteina.

3.3. Respuestas en las actividades enzimaticas en M.
galloprovincialis expuestos a cipermetrina y mantenidos a diferentes
temperaturas

El estudio de las respuestas a la temperatura en el mejillon M. galloprovincialis
expuesto a cipermetrina se llevo a cabo mediante tres experimentos que se describen a
continuacion. Estos se realizaron en organismos aclimatados a tres temperaturas (17 °C, 22
°Cy 27 °C) y ados concentraciones realisticas de cipermetrina durante 24 y 96 h, utilizando
un disefio factorial. Para evaluar éstas repuestas se determinaron en branquia y muasculo
abductor la actividad de enzimas relacionadas con sistema de biotransformacion (GST y
CDbE) de defensa antioxidante (CAT) y de la actividad nerviosa (AChE).

3.3.1 Experimento I: Respuestas en branquias

3.3.1.1. Disefio experimental y exposicion a cipermetrina

Para este estudio se utilizd un disefio experimental de tipo factorial considerando 3
factores: la concentracion de cipermetrina (15 y 25 pg/l), y que incluia un grupo control
(C, agua de mar), y otro grupo con el disolvente utilizado para preparar la solucion madre
de cipermetrina (CA, acetona); el tiempo de exposicion (24 y 96 h) y la temperatura de
aclimatacién (17 °C , 22 °C y 27°C), obteniéndose un total de 24 tratamientos con tres

replicas cada uno.

Se evaluaron en branquias las respuestas determinando las actividades enzimaticas

GST, CAT, CbE y AChE. Un enfoque factorial en el disefio experimental es més eficaz y
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eficiente que el enfoque unifactorial en el que se contempla la variacion de un solo factor

a la vez, al considerar todas las interacciones entre ellos.

Los ensayos de exposicion a la cipermetrina se realizaron en acuarios de 20 | de
capacidad en los que se colocaron 10 mejillones procedentes cada una de las temperaturas
de aclimatacion, y considerando cada acuario como replica independiente. Las dos
concentraciones nominales de cipermetrina ensayadas se corresponden una a la utilizada
en la industria del salmon para los bafios estandar antiparasitarios (15 pg/l; Burridge et al.
2010), y la otra ligeramente superior (25 pg/l). Las concentraciones se prepararon
disolviendo la cipermetrina (Alphamethrin, Sigma-Aldrich) en acetona, dada su baja
solubilidad en agua de mar. En todos los acuarios, excepto los correspondientes a los
controles, la concentracion de acetona més alta fue de 49 mg/I.

Antes de introducir los mejillones en los acuarios experimentales se procedio a
poner la concentracion de cipermetrina correspondiente en un volumen total de 16 I. Cada
acuario se dotd con un venturi de burbuja suave para mantener la recirculacion horizontal
y vertical del agua y la homogenizacion de la cipermetrina en el medio evitando su
sedimentacion y volatilizacion, asi como una buena oxigenacion del medio. El agua de los
acuarios se renovo completamente cada 48 h para asegurar una buena calidad de agua y

mantener concentraciones de cipermetrina en el medio.

Los mejillones se mantuvieron en ayuno las 24 h previas a la experimentacion y
durante el tiempo de exposicion a la cipermetrina. La mortalidad se evalu6 a 1, 24, 48, 72
y 96 h y los mejillones muertos fueron eliminados inmediatamente. Para cada temperatura
experimental se realizO una prueba separada, controlandose ademas la temperatura
ambiental de la sala con un regulador de temperatura (termostato). Tras un periodo de
exposicion a cipermetrina de 24 y 96 h, se sacrificaron 5 mejillones por acuario (15 por
condicion experimental) y se diseccionaron las branquias que fueron congeladas

instantaneamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su analisis bioquimico.
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3.3.1.2. Analisis enzimaticos

El contenido de proteina total en las muestras de las branquias (S10) se midi6 en
una fraccion diluida de las muestras en una ratio 1:20 siguiendo el procedimiento descrito

anteriormente en el apartado correspondiente (ver 3.2.1. Medicion de proteina).

Para la determinacion de las actividades CAT y CbE las muestras se diluyeron en
una ratio de 1:10 y 1:20 respectivamente; mientras las actividades AChE y GST se
determinaron en las muestras sin diluir. Todas las determinaciones se llevaron a cabo segun
los procedimientos descritos anteriormente en el apartado correspondiente (apartado 3.2.

Preparacion de muestras biologicas y analisis enzimaticos).

3.3.2. Experimento II: Estudio de la existencia de compensacion
térmica en la actividad enzimatica de CAT y GST en branquias de M.
galloprovincialis expuestos a cipermetrina y mantenidos a diferentes

temperaturas

En este experimento se analizé la existencia de compensacion enzimética a la
temperatura en las enzimas CAT y GST en las branquias de mejillones aclimatados a tres
temperaturas diferentes y expuestos durante 96 h a cipermetrina. La compensacion térmica
que se da durante la aclimatacion a una variacion de la temperatura en los animales
ectotermos, como se ha comentado en la introduccién comprende, entre otros mecanismos,
una variacion en la cantidad de enzima presente en las células de forma que el aumento de
velocidad de las reacciones como consecuencia de la temperatura elevada queda
“compensado” con una disminucion de la cantidad de enzima. Para poner de manifiesto
este mecanismo y teniendo en cuenta que cuando se determinan actividades enzimaticas en
condiciones de sustrato saturante la velocidad de la reaccion es proporcional a la cantidad
de enzima presente, se ha determinado la actividad enzimatica a una misma temperatura de
reaccién de 25 °C (temperatura normalizada). Estas determinaciones se han realizado en un
lector de placas TECAN termostatizado a 25 °C. La compensacion daria lugar a un aumento

de velocidad de reaccion a las temperaturas mas bajas.
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Para comprobar el grado de compensacion se determinaron las actividades
enzimaticas a las temperaturas a las que los mejillones estaban aclimatados, y dado que el
lector de placas no permite trabajar a temperaturas por debajo de la ambiental se ha
utilizado un espectrofotomtero con una cubeta termostatizada (temperatura real o de

aclimatacion).

En resumen, las actividades de las enzimas CAT y GST se midieron en dos
condiciones de temperatura diferentes: a una temperatura comun de 25 °C para todos los
grupos experimentales, y a la temperatura de aclimatacién de cada uno de ellos (17 °C, 22
°Cy 27 °C).

Las condiciones de mantenimiento, aclimatacion, exposicion a la cipermetrina y
toma de muestras, ya se han descrito en los apartados correspondientes (3.1, 3.2 y 3.3.1.1).
En ese experimento se aplico un disefio factorial con 2 factores (concentracion de
cipermetrina y temperatura de aclimatacién), y cada factor con los niveles de:
concentracion de cipermetrina (25 pg /1, 15 pg/l, carrier (acetona) y control (agua marina))
y de temperatura: (17 °C, 22 °C y 27 °C), con un total de 12 tratamientos con tres
repeticiones. En este ensayo una réplica consistio en un acuario (volumen total de agua de

16 1) con 5 mejillones cada uno.

Las determinaciones de las actividades CAT y GST, asi como el contenido de
proteina total se llevaron a cabo segun se describe en apartado 3.2.2, 3.2.3 y 3.2.1,

respectivamente.

3.3.3. Experimento III: Respuestas en musculo abductor

En este ensayo se evalud el efecto de temperatura en los biomarcadores (GST, CAT,
AChE y CbE) en musculo abductor de mejillones expuestos durante 96 h a cipermetrina,
utilizando los mismos ejemplares de mejillones del Experimento | (ver detalles en el
apartado 3.3.1.1. Disefio experimental y exposicion a cipermetrina). Las condiciones de
mantenimiento, aclimatacion, exposicion a la cipermetrina, y toma de muestras ya se han

descrito en los apartados correspondientes (3.1.1y 3.2.2.1).

29



MATERIALES Y METODOS

3.3.4 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS 22 (SPSS,
Chicago, IL, EE.UU.). El nivel de significacion estadistica que se estableci6 para todos los
andlisis fue de p <0,05, y los resultados se expresan como media + error estandar (S.E.M).

En todas las variables consideradas en este estudio se analiz6 la condicion de normalidad
(prueba de Kolmogorov-Smirnov) y homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). En
aquellas variables que no cumplian con los requisitos del analisis se realizaron las

transformaciones matematicas mas apropiadas (Sokal y Rohlf, 1995).

En el Experimeto | para analizar las diferencias en las respuestas bioquimicas o
biomarcadores (CAT, GST, AChE y CbE) entre los grupos experimentales se procedi6 a
realizar un andlisis estadistico ANOVA de tres factores (concentracion de cipermetrina,
temperatura y tiempo de exposicion), y sus interacciones. Para cumplir con los requisitos del
analisis las variables se transformaron previamente con Logio (X+1) para GST, CAT y CbE,
y 1/X para AChE. Posteriormente, para determinar las diferencias significativas entre las
medias de las variables se aplicé la prueba post hoc de Tukey para varianzas homogéneas

(GST y AChE), o de Games-Howell para las varianzas heterogéneas (CAT y CbE).

Para analizar las interacciones de los factores, estos se transformaron a ANOVA de
un factor, creando grupos formados por la combinacion entre los niveles de los diferentes
factores, y posterior pruebas post hoc de Tukey o Games-Howell, segin la homogeneidad
de las varianzas. Asi, por ejemplo, para transformar la interaccion de los 3 factores:
concentracion de cipermetrina (4 niveles) * tiempo (2 niveles) * temperatura (3 niveles) se
procedieron a crear (4*2*3) 24 grupos o niveles para poder aplicar un ANOVA de 1 factor.
Para los 2 factores: concentracion (4 niveles) * temperatura (3 niveles) se crearon 12 grupos

para aplicar un ANOVA de 1 factor, y asi sucesivamente con el resto de las interacciones.

En los experimentos Il y Ill, las diferencias en los biomarcadores analizados se
determinaron con una ANOVA de 2 factores (concentracion de cipermetrina y temperatura
junto con su interaccién), cumpliéndose con los requisitos del analisis (normalidad y
homogeneidad de varianzas) con la transformacion matematica Logio (X+1) en todas las
variables. En experimento Il las diferencias significativas entre las medias de las variables
se determinaron con la prueba de post hoc de Tukey para varianzas homogéneas (CAT y
GST), mientras que en el experimento Il las diferencias se determinaron con la prueba de
post hoc de Tukey para varianzas homogéneas (CAT, AChE y CbE) o de Games-Howell
para las varianzas heterogéneas (GST).
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3.4. Efectos de la cipermetrina y la deltametrina en el poliqueto
Perinereis vancaurica

El efecto de la cipermetrina y deltametrina en el poliqueto Perinereis vancaurica tras
una exposicion aguda (24 y 96 h) a concentraciones realisticas, se evalud a partir de las

actividades de las enzimas CAT, GST, AChE y CbE en la cabeza y el cuerpo de los

poliquetos.

3.4.1. Mantenimiento y aclimatacion de los organismos

experimentales

Los anelidos poliquetos (peso: 4,86 + 1,74 g) se compraron a un proveedor local de
cebo de pesca en Valencia (Espafia). Antes de iniciar los bioensayos de exposicion a los
piretroides, los poliquetos se aclimataron a 17 °C en acuarios de 96 | con agua de mar durante
1 semana, y con un fotoperiodo de 12h L:12h O, utilizando luces fluorescentes. Los
poliquetos fueron alimentados con una mezcla de las microalgas I. galbana y T. suecica. La
salinidad se midié con un refractometro y se determind el oxigeno disuelto y el pH mediante
un medidor digital de oxigeno (YSI Environmental 556, EE.UU.) y un medidor de pH
(Crison micro ph 2002). Los parametros de calidad media del agua de mar medidos fueron:
salinidad 33 + 0,7 %o, pH 7,3 = 0,6 y oxigeno disuelto 6,8 + 0,5 mg /1 a 17 °C). El agua se

renovaba completamente cada cuatro dias.

3.4.2. Disefo experimental y exposicion a piretroides

Se realiz6 un disefio experimental de tipo factorial considerando 2 factores: tipo de
piretroide (cipermetrina y deltametrina), con un grupo control con acetona (CA, disolvente
utilizado para preparar la solucion madre de los piretroides) y tiempo (24 h y 96 h). Cada
tratamiento estaba compuesto por tres réplicas independientes, consistentes en un acuario de
20 I (capacidad méaxima) con 15 placas Petri con arena en su interior y un poliqueto, cubiertas

con una red fina. La arena se lavd previamente con &cido nitrico.
Las concentraciones nominales de piretroide usadas en este experimento

corresponden a la utilizada en la industria del salmon en un bafio antiparasitario estandar

de acuerdo con Burridge et al. (2010), cipermetrina (15 pg/l) y deltametrina (3 pg/l).
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Las dos soluciones se prepararon disolviendo los compuestos en acetona, dada su
baja solubilidad en agua de mar, con una relacion de cipermetrina: acetona de 1: 4 para una
concentracion de 15 pg/l y de deltametrina: acetona de 1: 12 para 3 pg/l, respectivamente,
més el CA que contiene el volumen méaximo de acetona utilizado en los tratamientos
experimentales. Antes de introducir a los poliquetos en los acuarios experimentales dentro
de las placas de Petri, se procedidé a introducir la concentracion de cipermetrina y
deltametrina correspondiente. Cada acuario contenia 6 | de agua y un venturi para recircular
el agua. El agua se renovo completamente cada 48 h para para asegurar una buena calidad
de agua y la disponibilidad de los piretroides. Los poliquetos no fueron alimentados durante
las 24 h previas al ensayo ni durante el tiempo de exposicion. Tras 24 y 96 h de exposicidn
se procedio a sacrificar a los poliquetos, y se separaron las cabezas y los cuerpos que fueron
congelados instantdneamente en nitrégeno liquido y almacenados a -80 °C hasta su analisis

bioguimico.

3.4.3. Analisis enzimaticos

Los tejidos (cabeza y cuerpo) para determinaciones enzimaticas se prepararon de
acuerdo a la metodologia de Faria et al. (2009), tal y como se describe el apartado 3.2.

Preparacion de muestras bioldgicas y analisis enzimaticos.

El contenido de proteina total y de las actividades enzimaticas, excepto GST, se
determinaron en una fraccion diluida de las muestras siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente en el apartado correspondiente (ver 3.2. Preparacién de muestras biolégicas
y analisis enzimaticos). Para proteina la dilucion fue de 1:40, para la actividad CAT se
utiliz6 1:10 en la cabeza y 1:20 en el cuerpo, mientras que para las actividades AChE y
CDbE fue de 1:20 en ambos tejidos.

3.4.4. Analisis estadisticos

En este estudio se realiz6 un ANOVA de dos factores para determinar las diferencias
significativas en los biomarcadores analizados en cada tejido estudiado (CAT, GST, AChE
y CbE). Los factores fueron: el tipo de piretroides y el tiempo de exposicién, junto a sus
interacciones. Previamente se determinaron para cada variable la normalidad (prueba de

Kolmogorov-Smirnov) y la homogeneidad de las varianzas (prueba de Levene).
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Los requisitos del analisis se cumplieron en la cabeza con la transformacion Logio
(X + 1) para CAT y GST, mientras que AChE y CbE no necesitaron transformaciones
previas. Para el cuerpo los requisitos del anélisis se cumplieron con la transformacion Logio
(X + 1) para CAT y CDbE, mientras que GST y AChE no necesitaron transformaciones.
Posteriormente, para determinar las diferencias significativas entre las medias de las
variables se aplico la prueba post hoc de Tukey para varianzas homogéneas (CAT, GST,
AChE y CbE) en cuerpo y en la cabeza a todos los biomarcadores a excepcion de CbE en

cabeza donde se aplico la prueba para varianzas heterogéneas de Games-Howell.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Respuestas en M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina a
diferentes temperaturas

En los experimentos de exposicion a cipermetrina llevados a cabo en la presente
Tesis Doctoral no se ha producido mortalidad a ninguna temperatura. Mesas y Tarifefio
(2017) analizaron la tolerancia térmica (17 °C-33 °C) en adultos de M. galloprovincialis
durante 96 h encontrando entre 17 °C y 28 °C no se producia mortalidad mientras que a 30
°C se producia el 55 % de mortalidad tras 48 h y del 100% tras 72 h. Esto demuestra que
la temperatura de 27 °C se encuentra por debajo de la temperatura critica de esta especie.
Sin embargo, no se puede afirmar si esta temperatura sobrepasa la denominada temperatura
pejus (Tp) (Portner) que marca los limites de la oxigenacién optima de los fluidos internos

y que esta por debajo de la temperatura critica de una especie.

4.1.1. Experimento I: Respuesta fisiolégica en branquias de M.
galloprovincialis expuestos a cipermetrina a diferentes
temperaturas

Las actividades enzimaticas analizadas en las branquias como respuesta fisiol6gica
a la combinacion de los tres factores estudiados (C, t y T?) se muestran en las figuras 4.1,
4.2, 4.3 y 4.4. Sin embargo, para la presentacion e interpretacion de los resultados se ha
optado por comenzar con el analisis de la varianza. En la tabla 4.1, se muestran los
resultados del ANOVA de los valores de las actividades enzimaticas analizadas
considerando la significancia de los tres factores estudiados y de sus interacciones. El
ANOVA se ha interpretado teniendo en cuenta primero la importancia de los efectos de las
interacciones para posteriormente tener informacion adicional de los efectos simples de
cada factor atendiendo las recomendaciones de Ledn y Montero (2001). De acuerdo con la
interpretacion anterior, encontramos que la mayor significacidn estadistica se observa en la
interaccidon C x t x T2 para las actividades CAT, GST y AChE, mientras que en el caso de
CDbE, la interaccion C x T? es la mas significativa (Tabla 4.1). El analisis post hoc y la
significacion estadistica de cada factor y sus interacciones entre los diferentes niveles se
muestran en la tabla 4.2, excepto para la interaccion C x t x T? que se pueden ver en las
Figuras 4.1,4.2,4.3y4.4.
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Tabla 4.1.- Anova de 3 factores (concentracién de cipermetrina (C), tiempo de exposicion (t), temperatura (T?)) y sus interacciones de las actividades enzimaticas en

branquias M. galloprovincialis.

CAT GST AChE CbE

SS df MS F SS df Ms F SS df MS F SS dfi MS F
Modelo corregido 11,36 23 0,494 7,031*** 4,194 23 0,182 9,743*** 0,042 23 0,002 4,827*** 1,649 23 0,072 3,990***
Intercepto 4937 1 493,7 7026*** 7239 1 723,9 38681*** 0874 1 0,874 2286*** 7821 1 782,1 43511*%**
C 0,956 3 0,319 4,535** 0,163 3 0,054 2,906* 0,001 3 0,000 0,908 0,071 3 0,024 131
t 0,021 1 0,021 0,303 0,264 1 0,264 14,12%** 0,000 1 0,000 0,747 0,285 1 0,285 15,85***
T? 2,252 2 1,126 16,02*** 1583 2 0,791 42,29*** 0,012 2 0,006 15,82*** 0,011 2 0,006 0,308
C,xt 1,037 3 0,346  4,920** 0541 3 0,180 9,64*** 0,002 3 0,001 1,394 0,117 3 0,039 2,175
C,xT? 1,427 6 0,238 3,384** 0,782 6 0,130 6,96*** 0,008 6 0,001 3,352** 0,568 6 0,095 5,27***
txT? 0,616 2 0,308 4,380* 0,385 2 0,193 10,29*** 0,006 2 0,003 7,938*** 0,460 2 0,230 12,80***
CxtxT? 2,920 6 0,487 6,925*** 0,335 6 0,056 2,98*** 0,014 6 0,002 5,90%** 0,257 6 0,043 2,379*
Error 18,41 262 0,070 4,904 262 0,019 0,100 262 0,000 4,709 262 0,018
Total 666,1 286 925,3 286 1,260 286 983,9 286
Total corregido 29,77 285 9,098 285 0,143 285 6,359 285

Nivel de significacién: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
SS: Suma de cuadrados; df: Grados de libertad; MS: Cuadratico promedio; F: Test estadistico.
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Tabla 4.2.- Andlisis post hoc, de las actividades enzimaticas para diferentes niveles entre los factores y sus interacciones en branquias de

CAT

GST

AChE

Diferencias en cada factor
y sus interacciones

Diferencias en cada factor
y sus interacciones

Diferencias en cada factor
y sus interacciones

CbE

Diferencias en cada factor
y sus interacciones

M. galloprovincialis.

C control < 25 pg/L *
carrier <25 pug/L *
t 24h<9%h>* 24 h>96 h**
T2 17°C>22°C** 17°C<22°C** 17°C<22°C**
17 °C > 27 °C *** 17 °C < 27 °C *** 17 °C < 27 °C ***
22 °C > 27 °C ***
Cxt control 96 h < 15 pg/L 96 h ** control 24 h < control 96 h **

carrier 24 h <25 pg/L 24 h** control 24 h < 15 pg/L 24 h **

control 24 h < 25 pg/L 24 h **

CxT? 15 pg/L 17 °C > 15 pg/L 27 °C ***  control 17 °C < control 22 °C *** 15 ug/L 17 °C <15 pg/L 27 °C **  carrier 17 °C < 15 pg/L 17 °C *
25 ug/L 17 °C > 25 pg/L 27 °C ***  control 22 °C > control 27 °C *** 15 pg/L 22 °C < 15 pg/L 27 °C **  carrier 22 °C > 15 pg/L 22 °C *
control 27 °C < 15 pg/L 27 °C * 15 pg/L 17 °C > 15 pg/L 22 °C **
control 27 °C < 25 pg/L 27 °C ***
carrier 17 °C < carrier 22 °C ***
carrier 22 °C > carrier 27 °C **
carrier 22 °C > 15 ug/L 22 °C *
25 pg/L 17 °C < 25 pg/L 22 °C ***
25 pg/L 17 °C < 25 pg/L 27 °C **
24 h17°C <24 h22°C ***
24 h 17 °C <24 h 27 °C ***
24h17°C <96 h 17 °C ***
24h27°C>96h27°C*
96 h 17 °C <96 h 22 °C ***
96 h 22 °C > 96 h 27 °C ***

tx T 24h17°C<96 h17°C**
96 h17 °C > 96 h 22 °C ***
96 h 17 °C > 96 h 27 °C ***

24h17°C<24h27°C***
24h22°C<24h27°C**
96 h 17 °C <96 h 22 °C ***
96h17°C<96h27°C*

24h22°C<24h27°C*
24 h27°C >96 h 27 °C ***
96 h17°C>96h27°C*

Diferencias significativas: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
C.: Concentracion; t: Tiempo; T Temperatura.
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La exposicion a cipermetrina causO diferentes efectos en los biomarcadores
analizados. El aumento de la actividad enzimatica CAT, AChE y CbE se observa a una
temperatura dada, e inhibicion de GST y CbE en otras de las condiciones de
experimentacion. En las figuras 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4, tal como indica en su pie se destacan
aquellas diferencias significativas entre los grupos expuestos a cipermetrina y lo que se
considera su control que el grupo expuesto al excipiente (acetona) que a lo largo del trabajo

denominaremos carrier.

4.1.1.1. Catalasa

Respecto a la interaccion C x t x T2 es notable el aumento significativo de la
actividad CAT a las 24 h en los mejillones expuestos a una concentracion de cipermetrina
de 25 pg/l en comparacion al carrier en los grupos experimentales mantenidos a 22 °C (Fig.
4.1). Por otro lado, después de 96 h de exposicion, la actividad CAT disminuye con el
aumento de la temperatura desde 17 °C a 22 °C en todos los tratamientos con cipermetrina,
como se observa en la Fig. 4.1, (Ovs Sy P vs T). La actividad més alta se alcanz6 después
de 24 h de exposicién a cipermetrina en el grupo aclimatado a 22 °C, mientras que en el
grupo mantenido a 17 °C el valor més alto se alcanzé después de 96 horas. Un mayor tiempo
de exposicion a cipermetrina aumento significativamente la actividad CAT en mejillones
mantenidos a 17 °C (O vs Cy D vs P en Fig. 4.1).

CATALASA

140 *

[ El<lc[S[w[=alwlclz[Z[~=]-|—|=[a]~[m[c]a[=[=

Actividad enzimatica {pmoliminfmg proteina)

[l Control
O Carrier
m15ug/l N
E25pg/L
EFGH : I .R-ST ;wx
17°C 22°C 27°C 17°C 22°C 27°C Tratamientos

24 horas 96 horas

Figura 4.1.- Actividad CAT en las branquias de M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina. En ordenadas
cada letra sefiala un tratamiento. Las barras representan la media + SEM (n = 15). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se indican mediante asteriscos en la tabla triangular (p <0,05). El asterisco
sobre las barras representa las diferencias significativas entre cada tratamiento con cipermetrina respecto al
carrier a una temperatura y un tiempo especifico.
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Se observo un aumento de la actividad CAT después de 96 h de exposicion a
cipermetrina en mejillones aclimatados a 17 °C, siendo superior al control (Fig. 4.1, M vs
O, P). Sin embargo, a una temperatura superior (22 °C), este efecto se produce en las
primeras 24 h.

No existen estudios previos sobre el efecto simultaneo del tiempo de exposicion y
de la temperatura en la respuesta de la CAT a la cipermetrina en M. galloprovincialis. Se
ha demostrado mediante estudios in vitro e in vivo en ratas que la cipermetrina y sus
metabolitos producen especies reactivas de oxigeno (ROS) (Prasanthi et al., 2005). Por otra
parte, la exposicion subletal a cipermetrina altera el equilibrio oxidante/antioxidante en las
branquias del mejillon de agua dulce Unio gibbus, conduciendo a la carbonilacion de
proteinas, a la generacion de perdxido de hidrogeno y al aumento del malondialdehido
(Khazri et al., 2015).

La influencia de la temperatura y la exposicion a cipermetrina sobre la actividad
CAT (Fig. 4.1) observada en el presente trabajo es consistente con otros estudios como se
observa en las tablas 4.3 y 4.4. Se ha sugerido la liberacién celular de ROS en mejillones,
como consecuencia de la exposicion a altas temperaturas, produciendo la disminucién de
la actividad de la CAT (Kefaloyianni et al., 2005, Verlecar et al., 2007 y Lockwood et al.,
2010). Un aumento inicial en la actividad catalasa puede ir seguido de una disminucion
progresiva de las actividades enzimaticas como se observa a 27 °C en el presente trabajo
(Viarengo et al., 2007). De forma similar, Attig et al. (2014) encontraron una correlacion
inversa entre la temperatura de aclimatacion y la actividad CAT en un experimento sobre
los efectos del estrés térmico y la exposicion a niquel en M. galloprovincialis. Bocchetti et
al. (2008) describieron que la actividad CAT disminuy0 en las glandulas digestivas de M.
galloprovinciallis durante el periodo méas célido. Resultados similares en cuanto a
temperatura de aclimatacion, tiempo de exposicion y respuesta a concentraciones
subletales de cipermetrina fueron encontrados por David et al. (2012) en renacuajos de
Duttaphrynus melanostictus. A pesar de la intensa investigacion llevada a cabo en
mamiferos, los mecanismos moleculares que controlan la expresion de CAT no se conocen
en su totalidad (Glorieux et al., 2015). Se ha descrito una regulacion negativa de CAT por

ROS en células mesangliales de rata (Venkatesan et al. 2007).
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No obstante, Regoli y Giuliani (2014) presentan un modelo celular para animales
marinos en el que las interacciones entre los diferentes factores ambientales, la generacion
de ROS vy el inicio del estrés oxidativo estan modulados por cambios en los niveles y
funciones de proteinas de sefializacion sensibles al estado redox y por los factores de

transcripcion.

Nuestros resultados junto con lo descrito en mencionados estudios llevan a la
hipotesis de que el aumento de la actividad CAT al principio de la exposicién en la
temperatura intermedia podria ser parte de los procesos desencadenados para superar el
estrés oxidativo inicial (24 h), seguido por una disminucién de la misma actividad como
consecuencia de las presiones oxidativas causada por el efecto combinado de la

cipermetrina y la temperatura tras 96 h.
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Tabla 4.3.- Efectos sobre biomarcadores provocados por piretroides en moluscos bivalvos.

Especie Tipo Organo Piretroide Dosis Exposicion | Biomarcadores y efectos| T° Autores
Unio Mejillon de | Branquias | Cipermetrina 100-150 pg/L 96 h CAT 1; MDA 1; soD 1t 18°C Khazri et al., 2015
gibbus agua dulce
Unio elongatulus | Mejillon de | Branquiasy | Cipermetrina 5-160 pg/L 1, 24, 48, CAT{; MDA 1; GSHY, 12 °C | Koprucu et al., 2010
eucirrus agua dulce | G. digestiva 72y 96 h.
Unio elongatulus | Mejillon de | Branquiasy | Deltametrina 25-1600 pg/L 1, 24, 48, CAT{; MDA 1; GSHY, 12 °C | Koprucu et al., 2008
eucirrus agua dulce | G. digestiva 72y 96 h.
Ruditapes Almeja de | Tejido blando | Permetrina |50, 100 y150 pg/L| 5, 10, 15, CAT 1N; AChE 19°C | Sellamietal., 2014
decussatus agua salada 20y 25 dias
Unio Mejillén de G. digestiva Cipermetrina 100-150 pg/L 96 h CAT ; AChE ¢ ; MDA 1; 18-19 °C| Khazri et al., 2015
gibbus agua dulce SOD 1; GSH{
Venerupis Almeja de G. digestiva Permetrina 100 pg/L 48 h CAT 1; GST 1; soD 1 19 °C | Sellami et al., 2015
decussata agua salada
Ruditapes Almeja de G. digestiva Permetrina 100 pg/L 48 h CAT 1; GST 1; soD 1 19 °C | Sellamietal., 2014
decussatus agua salada
Unio Mejillon de | Tejido blando Permetrina 50y 100 pg/L 168 h CAT ™ *; GST N AChE J; 17 °C Khazri et al., 2016
ravoisieri agua dulce MDA 1; GSHY

* Aumento de CAT con la concentracion mas baja e inhibicién con la mas alta.
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Tabla 4.4.- Efectos sobre biomarcadores provocados por temperatura y/o diferentes agentes estresantes en moluscos bivalvos.

Especie Bivalvo Organo Estresante Exposicién Biomarcadores y efectos con T2 T2 Autores
M. galloprovincialis Mejillén G. digestiva Nickel y T2 24y 72h CAT {/; GST {/; SOD { 18,22y 26 °C Banni et al., 2014
Perna viridis Mejillon Branquias y G. digestiva Mercurioy T2 72 h CAT 1; GST 1; SOD 1N; TBARs; LPx 20,26y 32°C Verlecar et al., 2007
Mytilus sp. Mejillén Branquias Solo T2 2,5, 10, 24, AChE 1 Entre 1,6 y 22,9 °C* Pfeifer et al., 2005
48,120y 240 h
M. galloprovincialis Mejillon Tejido blando Lindanoy T2 96 h CAT 1 10,15y 25 °C Khessiba et al., 2005
M. galloprovincialis Mejillon Branquias y G. digestiva T2y marea 168 h CAT (NS); GST (NS); AChE** y GPx (NS) | 13,5; 15; 18,5y 23,5 °C | Vidal-Lifian y Bellas, 2013
M. galloprovincialis Mejillén Tejidos blandos T2, Sal. y pH 168 h GST (NS) Entre 13,0y 16,1 °C Bebianno et al., 2007
M. galloprovincialis Mejillén Branquias y G. digestiva TaypH 168 h CAT 1; GST {/; SOD 1; TBARs 22 y28°C Matozzo et al., 2013
Chamelea gallina Almeja Branquias y G. digestiva T2y pH 168 h CAT 1; GST {/; SOD 1; TBARs 22y 28°C Matozzo et al., 2013
M. galloprovincialis Mejillén G. digestiva Nickel y T2 96 h CAT {/; AChE {/; MDA 1; MT1 18, 20, 22,24y 26 °C Attig et al., 2014
M. galloprovincialis Mejillon | Branquias, manto y G. digestiva Cloroy T2 15y 30 dias CAT {; GST {; AChE {; LPO ¢ 15,20y 25 °C Lépez-Galindo et al., 2014
Mytilus chilensis Mejillén Branquias y G. digestiva 02 (d)yT? 6 semanas CAT (NS); GST 1%; SOD {; LPO (NS) Entre 4,1y 10,5 °C Giarratano et al., 2011
3,6,12,24y 48
Scapharca broughtonii | Almeja Branquias y G. digestiva Tay Sal. h CAT 1; SOD 1 LPO 1 10,20y 30°C Any Choi, 2010
Patinopecten yessoensis | Vieira G. digestiva Solo T2 0,3,6,9, 12, CAT 1; SOD ; ACP 1M LSZ 5,10,15y 20 °C Jiang et al., 2016
24,48,y 72 h
Anodonta cygnea Mejillén Branquias y G. digestiva 02 (d),pHy T2 | 4,6 y 8 semanas CAT 1; AChE {/; GST Entre 7y 22 °C Robillard et al., 2003
Adamussium colbecki Vieira G. digestiva Cu, Hgy T2 0,72y 144 h CAT ***; GST*** (,; GR I Entre 0y 34 °C Regoli et al., 1997

* Los mejillones se extrajeron en diferentes estaciones del afio a temperaturas que fluctuaban entre 1,6 y 22,9 °C, pero se midié AChE a 14 °C.

** AChE significativo, pero sin tendencia clara.

*** CAT sin una tendencia clara aumentando y disminuyendo con la T2 GST Aumenta entre 0 y 19 °C y luego disminuye hasta los 34 °C, similar a nuestro trabajo.
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4.1.1.2. Glutation-S-transferasa

Considerando la interaccion de los tres factores (C x t x T?) se observa una
disminucion significativa de la actividad GST en los mejillones expuestos a 15ug/l de
cipermetrina en comparacion con el carrier tras 96 h en los mejillones mantenidos a 22 °C
(Fig. 4.2). En mejillones aclimatados a 27 °C la actividad GST aumentd después de 24 h
de experimentacion en todos los tratamientos (carrier o cipermetrina) que contenian
acetona en relacion con el grupo control (Fig. 4.2, comparacion 1 vs J, Ky L). Considerando
unicamente el factor temperatura, la actividad GST mostré un patron en forma de campana
que aumentd de 17 °C a 22 °C y luego se redujo de 22 °C a 27 °C (Tabla 4.2). Después de
96 h de experimentacion, se observo la mayor actividad de GST en mejillones mantenidos
a22°C (tx T? Tabla 4.2), mientras que, si solo se considera el factor tiempo, se incrementa
la actividad GST de 24 h a 96 h (Tabla 4.2).
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Figura 4.2.- Actividad GST en las branquias de M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina. En ordenadas
cada letra sefiala un tratamiento. Las barras representan la media + SEM (n = 15). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se indican mediante asteriscos en la tabla triangular (p <0,05). El asterisco
sobre las barras representa las diferencias significativas entre cada tratamiento con cipermetrina respecto al
carrier a una temperatura y un tiempo especifico.

Las diferencias que se encuentran entre los animales mantenidos a 22 °C y
expuestos durante 96 h a 15ug/l de cipermetrina con respecto al grupo expuesto al carrier

en las mismas condiciones nos indica una respuesta especifica al piretroide.
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El papel de la actividad GST en la desintoxicacion de piretroides ha sido objeto de
debate. Rose et al. (1995) en un estudio en insectos sugiere que la resistencia se asocia con
un aumento en la actividad GST, pero sin conferir una alta resistencia dado que su funcion

en la desintoxicacién de piretrinas y piretroides no juega un papel demasiado relevante.

En cuanto al efecto de la temperatura de aclimatacion sobre la actividad GST (Tabla
4.2), tomando en conjunto todos los grupos experimentales respecto a la exposicion a
cipermetrina y tiempo, se observa que el valor més alto se corresponde con los animales
expuestos a 22 °C respecto de la temperatura baja (17 °C) y alta (27 °C). Attig et al. (2014)
y Banni et al. (2014) estudiaron la actividad GST en glandula digestiva de M.
galloprovincialis expuestos a Ni y sometidos a diferentes temperaturas, encontrando el
mismo patrén al de nuestro estudio, ya que la actividad GST aumentd de 18 °C a 22 °C
para disminuir de 22 °C a 26 °C (Ver Tablas 4.3 y 4.4). De forma similar Regoli et al.
(1997) observaron en la vieira antartica Adamussium colbecki que la actividad GST
aumentaba con la temperatura hasta los 19 °C y se reducia a temperaturas mayores. A 22
°C el aumento de la actividad GST a las 24 h en las branquias de los mejillones expuestos
a cipermetrina y en aquellos expuestos a carrier (acetona), en relacién con el grupo control,
podria estar relacionado con procesos de desintoxicacion de la acetona; ya que la GST
participa en la fase 11 de la biotransformacion tanto de la cipermetrina (Gowland et al, 2002)

como de la acetona (Brondeau et al, 1989), asi como en la defensa frente al estrés oxidativo.

El aumento de la actividad de GST a lo largo del tiempo (Tabla 4.2) puede indicar
la activacion de los mecanismos protectores necesarios para la eliminacion de los radicales
reactivos de oxigeno producidos. En un estudio similar, David et al. (2012) encontraron
que la actividad GST aument0 significativamente de 24 h a 96 h en la exposicion de

renacuajos (D. melanostictus) a la concentracién subletal de cipermetrina.
4.1.1.3. Acetilcolinesterasa

La actividad AChE en branquia de animales expuestos a una concentracion de 15
pg/l de cipermetrina durante 96 h y mantenidos a 27 °C fue superior a la determinada en el

grupo de animales expuestos al carrier (Fig. 4.3). Como se observa en las Tablas 4.1y 4.2

hay un aumento de la actividad de la AChE con el aumento de la temperatura.
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Figura4.3.- Actividad AChE en las branquias de M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina. En ordenadas
cada letra sefiala un tratamiento. Las barras representan la media £ SEM (n = 15). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se indican mediante asteriscos en la tabla triangular (p <0,05). El asterisco
sobre las barras representa las diferencias significativas entre cada tratamiento con cipermetrina respecto al
carrier a una temperatura y un tiempo especifico.

Aungue no se tiene constancia de la existencia de estudios previos que consideren
simultdneamente los factores concentracion de cipermetrina, tiempo de exposicion y
temperatura en tejidos de M. galloprovincialis, el aumento de la actividad AChE en
branquia con el aumento de temperatura que se ha encontrado (ver Tabla 4.1y 4.2) en los
resultados de otras investigaciones (Ver Tablas 4.3 y 4.4). Sin embargo, en las mismas
tablas anteriores también se puede visualizar el efecto contrario y otro sin tendencia clara
obtenidos por otros Autores. En Mytilus sp la actividad AChE en branquias se correlaciond
con los cambios estacionales de temperatura en el mismo sentido que nuestros resultados
(Pfeifer et al., 2005). De hecho, Bocquene y Galgani (1998) apuntaron que la temperatura
es el principal factor responsable de la variabilidad natural de esta actividad en
comparacion con otros factores biologicos en los tejidos de esta especie.

47




RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1.4. Carboxilesterasa

Los valores de la actividad carboxilesterasa en las branquias de mejillones
correspondientes a los diferentes grupos experimentales establecidos se muestran en la
figura 4.4. Esta forma de mostrar los resultados no evidencia ningan patrén claro en cuanto
a los efectos de los diferentes factores considerados pero la interpretacion del ANOVA a
través de las Tablas 4.1 y 4.2 permite detectar algunos efectos significativos de las variables
consideradas. La actividad CbE aumentd en mejillones expuestos a una concentracion de
cipermetrina de 15 pg/L en comparacion con el carrier a 17 °C, mientras ocurrié una
inhibicidn significativa de esta actividad comparando los mismos grupos mantenidos a 22
°C. Considerando solo el factor tiempo la actividad CbE disminuye de 24 h a 96 h (Tabla
4.2).

CARBOXILESTERASA

200

180 -

160 -

140 -

120 -

100 -

80 -

M Control

60 -

o s e w s |ss .
 EEEEEREREREEREEEERRREREE

Actividad Enzimatica (nmol/minfmg de proteina)

O Carrier
40 W15 pg/L —
20 - ; 25 pug/L
9 "EGH ! 1 » ;«"OP"Q:&;‘ST‘ N\‘}‘wx'
22°C 17°C 22°C 27°c  Tratamientos

24 Horas 96 Horas

Figura 4.4.- Actividad CbE en las branquias de M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina. En ordenadas
cada letra sefiala un tratamiento. Las barras representan la media + SEM (n = 15). Las diferencias
significativas entre los tratamientos se indican mediante asteriscos en la tabla triangular (p <0,05).

Con respecto a los efectos de la cipermetrina sobre la actividad CbE en bivalvos,
existen pocos estudios publicados, a pesar de que esta enzima cataliza reacciones que
constituyen las principales vias de desintoxicacion de los piretroides en numerosos

organismos (Wheelock et al., 2008).

Los resultados hasta aqui presentados demuestran que en M. galloprovincialis la
temperatura ambiental y el tiempo de exposicion determinan la respuesta de las actividades

enzimaticas branquiales estudiadas a la cipermetrina.

48



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.2. Compensacion térmica en la actividad de enzimas
antioxidantes en branquias de M. galloprovincialis expuestos a
cipermetrina

Como se ha explicado en el apartado de materiales y métodos, para poner de
manifiesto la existencia del mecanismo de compensacion térmica en la actividad de los
enzimas antioxidantes CAT y GST se han realizado las determinaciones de actividad en
dos condiciones diferentes. En un caso se han determinado las actividades de todos los
grupos experimentales a la temperatura de 25 °C, con independencia de la temperatura de
aclimatacion. En esta situacion hablaremos, de acuerdo con Abele et al (1998), de
“actividades normalizadas™. La otra condicidn supone realizar las determinaciones a la
temperatura a la que los animales han sido aclimatados y las denominaremos “actividades
reales” (Abele et al, 1998). Existe compensacion térmica en la actividad enzimatica si al
realizar las determinaciones a 25 °C existen diferencias en las velocidades de reaccion entre
los grupos de animales aclimatados a diferentes temperaturas de forma que los mantenidos
a temperaturas mas bajas manifiestan una mayor actividad. El grado de compensacion se
comprueba al realizar las determinaciones en cada grupo a su temperatura de aclimatacion
y demostrar que en esas condiciones las velocidades de reaccion son similares. La
implicacion fisioldgica de las actividades normalizadas, medidas a una temperatura
estandar (es decir, normalizada) de 25 °C, permiten comparar la actividad catalitica en
tejidos seleccionados y revelar cantidades cambiantes de enzima activa con temperaturas
ambientales crecientes. Por lo tanto, una actividad alta normalizada refleja una mayor
cantidad de enzima cataliticamente activa por unidad de tejido. Asi, las actividades
enzimaticas antioxidantes estandar (normalizadas) también pueden ser una medida
apropiada para comparar diversos tejidos por su respuesta al estrés fisioldgico, siempre que
implique la produccion de ROS. Por el contrario, las actividades reales reflejan las tasas
reales de enzimas antioxidantes bajo condiciones ambientales especificas (Abele et al.,
1998).

Los resultados del ANOVA de 2 factores para los biomarcadores enzimaticos

analizados a la temperatura normalizada (25 °C) y real (aclimatacion), asi como su

significancia estadistica para cada factor e interacciones se muestran en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5.- Anova de dos factores: concentracion de cipermetrina, temperatura y efecto de su interaccion sobre los biomarcadores medidos a temperatura normalizada y

temperatura real.

CAT GST CAT GST
Temperatura real Temperatura real Temperatura normalizada Temperatura normalizada
SS df  MS F SS df MS F SS di  MS F SS dfi  MS F
Modelo corregido 7474 11 0,679 11,03*** 1577 11 0,143 6,529*** 1,294 11 0,118 1,317 8,923 11 0,811 10,85***
Intercepto 2432 1 2432 3949*** 3752 1 375,2  17090*** 1272 1 127,2  1424%** 242,71 2427 3245***
C 0,836 3 0,279 4,525** 0,281 3 0,094 4,271** 0,301 3 0,100 1,123 0,865 3 0,288 3,853*
T 2,543 2 1,271 20,65*** 0,830 2 0,415 18,90*** 0,090 2 0,045 0,506 1,718 2 0,859 11,49%**
CxTe 2,102 6 0,350 5,690*** 0,318 6 0,053 2,411* 0875 6 0,146 1,634 5377 6 0,896 11,98***
Error 7,821 127 0,062 2,788 127 0,022 11,34 127 0,089 9,499 127 0,075
Total 3285 139 460,7 139 1743 139 319,9 139
Total corregido 1530 138 4,365 138 12,64 138 18,42 138

Nivel de significacién: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
SS: Suma de cuadrados; df: Grados de libertas; MS: Cuadratico promedio; F: Test estadistico.
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4.1.2.1. Catalasa

Los resultados del ANOVA de 2 factores para los biomarcadores analizados y su
significancia estadistica para cada factor e interacciones se muestran en la Tabla 4.5.
Atendiendo a los resultados de dicho analisis y a las figuras 4.5 y 4.6 podemos proponer un
mecanismo de compensacion térmica total en este enzima al ser diferentes los valores de las
actividades normalizadas en los factores y su interaccion (todas medidas a 25 °C), de forma
que menor temperatura de aclimatacion corresponde una mayor actividad normalizada,
mientras que las actividades reales (cuantificado a cada temperatura de aclimatacion) son

todas iguales.

Hay que destacar que las diferencias que observamos en las actividades normalizadas
de la actividad catalasa debido a la exposicion a carrier (acetona) o cipermetrina (que lleva
acetona como carrier) con el control en el grupo aclimatado a 17 °C, desaparecen cuando
medimos las actividades en las condiciones reales o de aclimatacion. El efecto del toxico de
la cipermetrina sobre la abundancia del enzima existe, pero puede que la repercusion del

piretroide sobre la fisiologia del mejillon en condiciones reales no sea tan grande.
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Figura 4.5.- Actividad CAT en las branquias de M. gallopronvicialis aclimatados a tres temperaturas y
determinada a temperatura normalizada (25°C) y temperatura real (aclimatacion). Letras diferentes en el
grafico representan diferencias significativas. Los datos representan la media + SEM (n=60)
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Figura 4.6.- Actividad CAT en las branquias de M. gallopronvicialis aclimatados a tres temperaturas y
expuestos a cipermetrina. Actividad determina a temperatura normalizada (25°C) y temperatura real.
(aclimatacion). Letras diferentes en el gréfico representan diferencias significativas entre tratamientos a una
misma temperatura. Los datos representan la media + SEM (n=15).

4.1.2.2. Glutation-S-transferasa

Los resultados obtenidos tras la determinacion de la actividad GST (Tabla 4.5, Fig.
4.7 y 4.8), son diferentes a los encontrado en la actividad CAT ya que en las actividades
determinadas en condiciones reales se conservan las diferencias significativas entre
temperaturas encontradas en las mediciones normalizadas, tanto a la debida a la
temperatura como a la interaccion de ésta con el tratamiento (cipermetrina). En la Fig. 4.8
se observa que la inhibicion de la actividad GST normalizada por cipermetrina encontrada
en los animales aclimatados a 22 °C (ya descrita en un apartado anterior) no se manifiesta
cuando se realiza la determinacion a 22 °C, mientras que en las actividades reales si se
detecta una inhibicion de la GST por cipermetrina en el grupo de animales aclimatados a
17 °C que no era evidente mediante las actividades normalizadas. Todo ello lleva a concluir
que la determinacion de las actividades de los biomarcadores enzimaticos a la temperatura
de aclimatacion, junto con la determinacién a una temperatura normalizada ofrece
informacion complementaria que permite conocer mejor la influencia de la temperatura

sobre el efecto toxico de un contaminante.
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Figura 4.7.- Actividad GST en las branquias de M. gallopronvicialis aclimatados a tres temperaturas y
determinada a temperatura normalizada (25°C) y temperatura real (aclimatacion). Letras diferentes en el
grafico representan diferencias significativas. Los datos representan la media £ SEM (n=60).
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Figura 4.8.- Compensacion parcial de la temperatura en branquias de M. gallopronvicialis para la actividad
GST por tratamientos. Letras diferentes en el grafico representan diferencias significativas entre tratamientos
a una misma temperatura. Los datos representan la media £ SEM, (n=15).
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4.1.3. Efecto de la temperatura sobre biomarcadores de exposicion
en musculo abductor de M. galloprovincialis expuestos a
cipermetrina

Las actividades enzimaticas analizadas en musculo abductor como respuesta a la
concentracion de cipermetrina y a la temperatura se presentan en las Figuras 4.9, 4.10 y
4.11. Los resultados del ANOVA de 2 factores estudiados (C y T?) y sus interacciones se
muestran en la Tabla 4.6; y tal y como se ha comentado en el primer experimento, se han
interpretado analizando primero la interaccion de factores y después cada factor
individualmente (Leon y Montero 2001). Nos encontramos que en el musculo abductor la
mayor significacion estadistica se observa en la actividad CbE, seguida de la actividad GST
y por ultimo la actividad CAT, no encontrandose ningln efecto de la concentracion de
cipermetrina y de la temperatura sobre actividad AChE (ver Tabla 4.6). El analisis post hoc

de cada factor y de sus interacciones se presenta en la Tabla 4.7.

La exposicion a cipermetrina en combinacion con la temperatura produjo un
aumento en la actividad GST y CbE en el grupo expuesto a la concentracion mas baja de
cipermetrina (15 pg/l) y a 17 °C y 22 °C respecto al grupo control y al grupo expuesto al
carrier (Fig. 4.10 y 4.11), una disminucion de la actividad CAT (Fig. 4.9) solo a la

temperatura mas baja ensayada, y ningin cambio en la actividad AChE.
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Tabla 4.6.- Anova de 2 factores (concentracion de cipermetrina (C) y temperatura (T?)) y sus interacciones de las actividades enziméaticas en musculo abductor de M.
galloprovincialis.

CAT GST AChE CbE
SS df  MS F SS df  MS F SS df  MS F SS df  MS F

Modelo corregido 2,244 11 0,204 3,009** 1,083 11 0,098 10,04*** 0,085 11 0,008 1,422 1488 11 0,135 15,70***
Intercepto 2231 1 2231  3291*** 3130 1 313,0 31917*** 7359 1 73,59  13546*** 1841 1 134,1  21370***
C 0,719 3 0,240 3,532* 0371 3 0,124  12,61*** 0,023 3 0,008 1,436 0,785 3 0,262  30,39***
T? 0523 2 0,262 3,858* 0,358 2 0,179  18,24*** 0,021 2 0,010 1,924 0313 2 0,156  18,14***
CxT? 0,985 6 0,164  2,422* 0,142 6 0,024  2,420* 0,029 6 0,005 0,885 0326 6 0,054  6,311***
Error 8,611 127 0,068 1,245 127 0,010 0,690 127 0,005 1,094 127 0,009

Total 276,8 139 3922 139 91,35 139 2272 139

Total corregido 10,86 138 2,328 138 0,775 138 2,582 138

Nivel de significacién: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
SS: Suma de cuadrados; df: Grados de libertad; MS: Cuadréatico promedio; F: Test estadistico.

Tabla 4.7.- Andlisis post hoc de las actividades enzimaticas para diferentes niveles entre los factores y sus interacciones en musculo abductor de M. galloprovincialis.

CAT GST CbE
Diferencias en cada factor Diferencias en cada factor Diferencias en cada factor
y su interaccion y su interaccion y su interaccién

C control < 15 pg/L***
carrier < 25 pg/L* control < 25 pg/L*

control < 15 pg/L**
carrier < 15 pg/L***

carrier < 15 pug/L*** 15 pg/L> 25 pg/L***
T2 22°C>27°C* 17 °C > 27 °C *** 17 °C > 22 °C ***
22 °C > 27 °C *** 22°C <27 °C ***

control 17 °C > 15 pg/L 17 °C *
15 pug/L 17 °C < 15 pg/L 22 °C **

control 17 °C < 15 pg/L 17 °C **
control 22 °C < 15 pg/L 22 °C ***

control 17 °C < 15 pg/L 17 °C **
control 22 °C < 15 pg/L 22 °C **

CxT?

carrier 17 °C > carrier 27 °C **
carrier 17 °C < 15 pg/L 17 °C **
carrier 22 °C < 15 pg/L 22 °C*

15 pg/L 17 °C > 15 pg/L 27 °C ***
15 pg/L 22 °C > 15 pg/L 27 °C ***

carrier 17 °C > carrier 22 °C *
carrier 17 °C < 15 pg/L 17 °C ***
carrier 22 °C < carrier 27 °C ***
carrier 22 °C < 15 pg/L 22 °C***
15 pg/L 17 °C > 15 ug/L 27 °C **
15 pg/L 17 °C > 25 pug/L 17 °C ***
15 pg/L 22 °C > 25 pg/L 22 °C ***
25 pug/L 17 °C > 25 ug/L 22 °C *
25 pg/L 22 °C < 25 pug/L 27 °C *

Nivel de significacion: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.1.3.1. Catalasa

La actividad CAT en el musculo abductor, considerando la interaccion de los dos
factores estudiados (C x T?), sélo se vio afectada de forma significativa en el grupo de
mejillones expuesto a la concentracion mas baja de cipermetrina (15 pg/l) y de temperatura
(17 °C). En la Tabla 4.9 se observa que la actividad CAT disminuyd con la T#, presentando
el grupo de mejillones aclimatado a 27 °C los valores mas bajos. Considerando solo la
concentracion de cipermetrina podemos ver que la actividad de CAT se incrementa con la
concentracion, pero solo es significativo en comparacion con el grupo expuesto al carrier
(Tabla 4.7, Fig. 4.9).

La disminucion de la actividad CAT encontrada en el muasculo abductor de M.
galloprovincialis en respuesta a la temperatura y la cipermetrina ha sido descrita en otros
tejidos de moluscos bivalvos (ver Tabla 4.3 y Tabla 4.4). Una disminucién de la actividad
CAT y de la GSH asociado a un incremento significativo de la peroxidacion lipidica en las
branquias y la glandula digestiva tras 96 h de exposicion a cipermetrina y deltametrina (ver
Tablas 4.3) ha sido descrita para el mejillén de agua dulce Unio elongatulus eucirru
(Kdpruct et al. 2008; 2010). Estos estudios sugieren que la correlacion negativa observada
entre la peroxidacion lipidica y la actividad CAT o GSH estaria reflejando el papel
protector de estas enzimas frente a la peroxidacién lipidica, y proponen su uso como
biomarcadores de toxicidad asociado a la exposicion de contaminantes en mejillones de
agua dulce (Koépricu et al. 2008). El aumento de la temperatura ha sido descrito como un
factor abidtico de liberacion celular de ROS en mejillones que puede producir una
disminucion en la actividad de la CAT, tal y como ocurre en el grupo expuesto a 27 °C
(Kefaloyianni et al., 2005; Verlecar et al., 2007; Lockwood et al., 2010). En el presente
estudio la disminucion en la actividad CAT también se observo en las branquias en el grupo
aclimatado a 27 °C (ver Fig. 4.1). No obstante, la disminucion de la actividad CAT en el
musculo abductor también podria ser debida a una mayor tasa catabolica y/o a una
inhibicidn directa por parte de la cipermetrina (Viarengo et al., 2007).

Por otro lado, el aumento de la actividad CAT en el masculo abductor en el grupo
expuesto a la concentracion mas alta de cipermetrina (25 pg/l) respecto al grupo expuesto
al carrier, esta en consonancia con los resultados observados por Khazri et al. (2015) en la
glandula digestiva del mejillon de agua dulce Unio gibbus tras 96 h de exposicion a
cipermetrina (Ver Tabla 4.3). Este aumento en la actividad CAT podria ser debido a su

papel como eliminadores de ROS debido a la presencia del piretroide.
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Figura 4.9.- Actividad CAT en el masculo abductor de M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina durante
96 h y a diferentes temperaturas de aclimatacion. Las barras representan la media + SEM (n = 15). Las
diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control se indican mediante asteriscos: * p
<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.1.3.2. Glutation-S-transferasa

La actividad GST en musculo abductor presenta un aumento significativo en el
grupo de mejillones expuesto a la concentracion mas baja de cipermetrina (15 pg/l) y
mantenidos a 17 °C y 22 °C respecto al control y carrier (Fig. 4.10 y Tabla 4.7). Por otro
lado, se observa que al analizar el factor temperatura hay una disminucion de la actividad
GST a 27 °C en todos los grupos experimentales. Aunque el principal papel del sistema de
enzimas multifuncionales GST es facilitar la conjugacion de glutation enddgeno con
electrofilos, dando lugar a compuestos méas polares para que puedan ser excretados o
metabolizados; la GST también funciona como una enzima antioxidante al conjugar los
productos de descomposicion de los peroxidos lipidicos a glutation (Ketterer et al., 1983;
Lee, 1991). El aumento en la actividad GST encontrada en el musculo abductor a 17 °C y
22 °C podria estar relacionado tanto con procesos de desintoxicacion al ser una enzima de
fase 11, como con un posible papel antioxidante, tal y como se ha descrito para algunas

isoenzimas GST en insectos que muestran actividad peroxidasa (Ahmad, 1992).
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En relacion con la disminucion de la GST a 27 °C obtenida en el presente trabajo
podria indicar una sensibilidad térmica del musculo debido a la presencia de diferentes
isoformas en el mismo (Robertson et al., 1986; Kim et al., 2009). De la misma forma,
Lépez-Galindo et al. (2014) encontraron una relacién inversa entre la temperatura y la
actividad GST en diferentes tejidos en la misma especie de mejillon. En relacion con el
efecto de la temperatura de aclimatacion sobre la actividad GST, y tal y como se ha
comentado en el apartado 4.1.2, diferentes estudios sefialan para moluscos bivalvos un
aumento de la actividad a temperaturas entre 18-22 °C, préximas a su éptimo, seguido de
una disminucién de la misma a temperaturas mas altas (Ver Tablas 4.3 y 4.4). De hecho,
las diferentes isoenzimas de GSTs son miembros de una familia multigénica presente en
todos los organismos, y la diversidad estructural dentro de la familia GST de las isoenzimas
proporciona la capacidad de conjugar una gama muy amplia de compuestos, lo que las hace
especificas para cada especie y 6rgano a la tolerancia térmica (Robertson et al., 1986). Asi,
por ejemplo, mientras Kim et al., (2009) encontraron una induccion en la expresion de la
clase pi GST por estrés térmico en las branquias y en la glandula digestiva del molusco
bivalvo antartico Laternula elliptica; Lopez-Galindo et al. (2014) observaron una
inhibicion de la GST en las branquias en M. galloprovincialis al aumentar la temperatura,

al igual que en el presente estudio.
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Figura 4.10.- Actividad GST en musculo abductor del mejillén M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina
durante 96 h y a diferentes temperaturas de aclimatacion. Los datos representan la media £ SEM (n = 15).
Las diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control se indican mediante asteriscos: *
p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4.1.3.3. Acetilcolinesterasa

La actividad de AChE en mdsculo abductor no presentd cambio significativo en
ningun grupo experimental (Tabla 4.6). No se tiene constancia de estudios previos que
analicen el musculo abductor como tejido sensible a piretroides. La mayoria de los trabajos
realizados en moluscos bivalvos sélo utilizan branquias y/o glandula digestiva como tejidos
sensibles a la exposicion de pesticidas, incluidos los piretroides de clase Il (cipermetrina y
deltametrina). Sin embargo, si hay evidencias del efecto neurotéxico de estos compuestos
en diferentes tejidos en peces, incluido el mdsculo, asociado a una fuerte inhibicion de la
actividad AChE y a alteraciones del comportamiento (Singh et al., 2018). Todo esto indica
poca sensibilidad del musculo de M. galloprovincialis en exposiciones agudas (96 h) a
concentraciones realisticas de cipermetrina, frente al aumento de AChE observada en la
branquia como respuesta a la temperatura y a la cipermetrina (ver apartado 4.1.3, Fig. 4.3).

4.1.3.4. Carboxilesterasa

EnlaFig. 4.11y Tabla 4.7 se observa un aumento significativo de la actividad CbE
en mejillones expuestos a la concentracion de cipermetrina méas baja (15 pg/l) y
aclimatados a 17 °C y 22 °C respecto al control y carrier. Por otro lado, se observa que al
analizar solo el factor temperatura hay una disminucion significativa de la actividad CbE a
22 °C.

Como ya se comentd anteriormente (apartado 4.1.4), los estudios sobre los efectos
de la cipermetrina sobre las carboxilesterasa son escasos. Estas son enzimas muy eficaces
en la hidrolizacion de piretroides a su correspondiente acido y alcohol, lo que generalmente
reduce significativamente la toxicidad observada (Wheelock et al., 2008), y produce un
aumento en su actividad. Este hecho ha permitido identificar a la actividad CbE como un
biomarcador muy sensible frente a piretroides en organismos acuaticos (Denton et al.,
2003). En este estudio, se demuestra un aumento en la CbE en el musculo abductor de los
mejillones expuestos a cipermetrina a baja temperatura, y su disminucién con el incremento
de temperatura, apoyando estudios previos que sefialan su sensibilidad como biomarcador,

no obstante, no se ha encontrado una clara relacion dosis-respuesta.
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Figura 4.11. Actividad CbE en musculo abductor del mejillon M. galloprovincialis expuestos a cipermetrina
durante 96 h y a diferentes temperaturas de aclimatacion. Los datos representan la media £ SEM (n = 15).
Las diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al carrier se indican mediante asteriscos: *
p <0,05; ** p <0,01.

4.1.3.5. Principales correlaciones entre biomarcadores

En la Tabla 4.8 se presenta la matriz de correlacion de Pearson de las actividades
enzimaticas determinadas en el musculo abductor de M. galloprovincialis con la finalidad

de analizar la dependencia ente ellas.

Tabla 4.8.- Matriz de correlacion de Pearson (coeficiente r de producto-momento) de las actividades

determinadas en el masculo abductor de M. galloprovincialis.

Musculo
CAT GST AChE CbE
CAT (umol/min/mg proteina) 1
GST (nmol/min/mg proteina) 0,40** 1
AChE (nmol/min/mg proteina) 0,20* 0,34** 1
CbE (nmol/min/mg proteina) 0,02 0,48** 0,20* 1
Correlaciones significativas: * P<0,05; **p<0,01
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Las correlaciones lineales entre las diferentes actividades enzimaticas en el musculo
abductor han sido todas positivas, presentado una mayor significacion entre GST y CbE
(0,48 **), GST y CAT (0,40 **) y GST y AChE (0,34 **). Estos resultados corroboran
estudios anteriores que describen una buena correlacion entre las actividades GST y CAT

en M. galloprovincialis y M. Edulis (Borkovi¢ et al., 2005; Leini6é y Lehtonen, 2005).

4.2. Efectos de la cipermetrina y la deltametrina en el poliqueto
Perinereis vancaurica

Las exposiciones de los poliquetos a cipermetrina (15 pg/l) y deltametrina (3 pg/l)
durante 24 h y 96 h no produjo mortalidad. Las actividades enzimaticas analizadas en las
diferentes partes del poliqueto bajo las diferentes condiciones ensayadas (compuesto y
tiempo de exposicion) se muestran en las figuras 4.12, 4.13, 4.14 y 4.15. En las tablas 4.9
y 4.10 se muestran los resultados de la ANOVA de dos factores considerando sus
interacciones, y en las tablas 4.11 y 4.12 se presentan los resultados del analisis pos hoc.
Su interpretacion se ha realizado siguiendo las recomendaciones de Leon y Montero (2001)
tal como se ha explicado en el apartado 4.1.

No se produjo mortalidad como consecuencia de los tratamientos, pero se
observaron cambios cualitativos en los mismos como alteraciones en la motilidad tras la
exposicion a cipermetrina y alteraciones morfoldgicas respecto los animales controles
(peladura externa total provocada en la cabeza), faringe evaginada, coloracién burdeos de

parapodos y coloracion marrén oscura del peristomio.

De acuerdo a lo anterior en los anélidos poliquetos la deltametrina tuvo un efecto
mas toxico que la cipermetrina. Todas las actividades enziméticas analizadas tanto en la
cabeza como en el cuerpo de los poliquetos utilizados se han visto modificadas

significativamente tras la exposicion a piretroides (Tabla 4.9 y 4.10).
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Tabla 4.9.- ANOVA de 2 factores (tipo de piretroide, tiempo de exposicidn (t)) y su interaccion de las actividades enzimaticas en la cabeza de P. vancaurica.

CAT GST AChE CbE

SS df  MS F SS Df MS F SS df  MS F SS df  MS F
Modelo corregido 1249 5 249,7  27,28*** 11062 5 2212 6,471** 7693 5 1539  54,92%** 6592 5 1318  4,611**
Intercepto 3196 1 3196  349,1*** 69500 1 69500 203,3*** 58997 1 58997 2106*** 83308 1 83308 291,4***
Piretroide 4013 2 200,6 21,92*** 7377 2 3689  10,79*** 6757 2 3379 120,6*** 6047 2 3023  10,58***
Tiempo 3420 1 342,0 37,36*** 2833 1 2833  8,288** 6188 1 618,8 22,09*** 2831 1 28,31 0,099
Piretroide x Tiempo 5053 2 252,6  27,59%** 850,9 2 4255 1,245 3172 2 158,6 5,662* 5171 2 258,5 0,904
Error 1648 18 9,155 6154 18 3419 504,3 18 28,02 5146 18 2859
Total 4610 24 86716 24 67194 24 95046 24
Total corregido 1413 23 17215 23 8198 23 11738 23

Nivel de significacion: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
SS: Suma de cuadrados; df: Grados de libertad; MS: Cuadréatico promedio; F: Test estadistico.

Tabla 4.10.- ANOVA de 2 factores (tipo de piretroide, tiempo de exposicion (t)) y su interaccion de las actividades enzimaticas en el cuerpo de P. vancaurica.

CAT GST AChE CbE

SS df  MS F SS Df MS F SS Df MS F SS df  MS F
Modelo corregido 1,102 5 0,220 3,270* 4622 5 92,44 4,270** 9721 5 194,4 3,988** 0,540 5 0,108 7,090***
Intercepto 8151 1 81,51 1209*** 20649 1 20649 953,8*** 27673 1 27673 567,6%** 1341 1 134,1 8805***
Piretroide 0,234 2 0,117 1,734 4150 2 20,75 0,959 3578 2 178,9 3,669* 0,045 2 0,022 1,465
Tiempo 0,642 1 0,642 9,515** 4099 1 409,9 18,93*** 5427 1 5427 0,111 0486 1 0,486 31,89***
Piretroide x Tiempo 0,227 2 0,113 1,683 10,81 2 5,406 0,250 6089 2 304,4 6,244** 0,010 2 0,005 0,313
Error 3,641 54 0,067 1169 54 21,65 2633 54 48,76 0,822 54 0,015
Total 86,26 60 22280 60 31278 60 1355 60
Total corregido 4,744 59 1631 59 3605 59 1,362 59

Nivel de significacion: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
SS: Suma de cuadrados; df: Grados de libertad; MS: Cuadratico promedio; F: Test estadistico.
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Tabla 4.11.- Analisis post hoc, con su respectiva significacién estadistica de las actividades enzimaticas para los diferentes niveles entre los factores y sus interacciones en
la cabeza del P. vancaurica.

CAT GST AChE CbE
Diferencias en cada factor Diferencias en cada factor Diferencias en cada factor Diferencias en cada factor
y su interaccion y su interaccion y su interaccién y su interaccion
Piretroide control < ciper *

control > delta **
ciper > delta ***

control > ciper ***

control > delta * control > delta ***

control > ciper *
control > delta *

Tiempo 24 h>96 h *** 24h<96 h** 24 h>96 h***
control 24 h < ciper 24 h *** control 24 h > ciper 24 h ***
Piretroide ciper 24 h > delta 24 h *** control 24 h > delta 24 h ***
X ciper 24 h > ciper 96 h *** control 96 h > ciper 96 h ***
Tiempo control 96 h > delta 96 h ***
control 24 h > control 96 h **
delta 24 h > delta 96 h *

control 24 h > ciper 24 h *
control 24 h > delta 24 h *

Nivel de significacion: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
ciper: cipermetrina y delta: deltametrina. Factores: Piretroide (control, cipermetrina y deltametrina); Tiempo (24 hy 96 h).

Tabla 4.12.- Andlisis post hoc, con su respectiva significacion estadistica de las actividades enzimaticas para los diferentes niveles entre los factores y sus interacciones en el
cuerpo del P. vancaurica.

CAT
Diferencias en cada factor
y su interaccion

GST

AChE
Diferencias en cada factor

Diferencias en cada factor

CbE

Diferencias en cada factor
y su interaccion y su interaccion y su interaccion
Piretroide control > delta *
Tiempo 24h<96 h** 24 h <96 h *** 24 h>96 h ***
Piretroide N
X

control 24 h > ciper 24 h ***
control 24 h > delta 24 h ***
Tiempo

control 24 h > control 96 h **
Nivel de significacion: * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

ciper: cipermetrina y delta: deltametrina. Factores: Piretroide (control, cipermetrina y deltametrina); Tiempo (24 h'y 96 h).
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Todas las actividades enzimaticas analizadas tanto en la cabeza como en el cuerpo
de los poliquetos utilizados se han visto modificadas significativamente tras la exposicion
a piretroides (Tabla 4.9 y 4.10).

4.2.1. Catalasa

Siguiendo el orden de interpretacion de la tabla de ANOVA anteriormente
descrito, en las tablas 4.9 y 4.10 se puede observar la existencia de diferencias
significativas en la interaccion piretroide x tiempo, en el tiempo de exposicion y el tipo
de piretroide en actividad CAT en la cabeza. El anlisis post hoc (tabla 4.11) mostré la
significatividad en el aumento de la actividad CAT respecto al control a las 24 h de
exposicion a la cipermetrina, y en la figura Fig. 4.12 se observa la magnitud de la
respuesta. EI mismo analisis encontr6 significativo el efecto del factor piretroide de forma
que en conjunto la cipermetrina en la cabeza produce un incremento de la actividad CAT
mientras que la deltametrina produce una disminucion. Ese efecto de los piretroides no se

produce en el cuerpo del animal.

El aumento de la actividad CAT a las 24 h en la cabeza de los poliquetos puede
interpretarse como una respuesta inmediata al estrés oxidativo producido por la
exposicion a cipermetrina. A las 96 h de exposicion no existen efectos significativos
respecto del control, aunque en todo caso el valor medio de la actividad CAT es inferior.
Estos resultados parecen entrar en contradiccion con los resultados de otros autores que
han estudiado la interaccion de la cipermetrina en otros animales encontrando una
disminucion de la actividad (Sharma et al., 2014). Sin embargo, dicha inhibicién se
encuentra en exposiciones de 96 h o mas al tdxico. A pesar de que la regulacion de la
CAT es poco conocida en organismos marinos, segun Regoli y Giulani (2014) ante el
estrés oxidativo hay una respuesta inicial de aumento de la transcripcion de la catalasa
debido al aumento de la produccion de ROS seguida de una regulacién hacia abajo a

tiempos mas prolongados.

Por otro lado, considerando unicamente el factor piretroide, en la tabla 4.11 se
puede observar que en la cabeza la actividad CAT es significativamente menor en el grupo
expuesto a deltametrina respecto al control. La deltametrina puede causar un excesivo
estres oxidativo provocando inmediatamente la inhibicion de la enzima. Esta disminucién

de la actividad CAT podria deberse al flujo de radicales superdxidos al inhibir la CAT
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(Kono and Fridovich, 1982). Otros autores también han encontrado una inhibicién de

CAT por deltametrina en crustaceos (Oliveira et al., 2012) y peces (Sayeed et al., 2003).
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Figura 4.12.- Actividad de laenzima CAT en la cabeza y el cuerpo de P. Vancaurica después de la exposicion
durante 24 y 96 h a diferentes piretroides (cipermetrina y deltametrina). Los datos representan la media +
SEM (n = 10; N=120). Solo se indican mediante asteriscos las diferencias significativas respecto al grupo
control en cada tiempo: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.2.2. Glutation-S-transferasa

Las actividades GST determinadas en la cabeza y cuerpo de P. vancaurica se
muestran en la Figura 4.13. En los resultados del ANOVA de dos factores (Tab. 4.9 y 4.10)
se puede observar que en la cabeza existen diferencias significativas en la actividad GST
debidas a los dos factores considerados (piretroide y tiempo) de forma independiente,
mientras que en el cuerpo del animal la actividad GST solo se ve afectada
significativamente por el factor tiempo. Al realizar un anélisis post hoc (Tab. 4.11) se
encontré que la actividad GST es menor en la cabeza de los poliquetos expuestos a
deltametrina en comparacion con sus controles. Por otro lado, existen diferencias
significativas debidas al tiempo al aumentar la actividad GST en la cabeza y el cuerpo (Tab.
4.9y 4.10).

En peces existen numerosos estudios que encuentran una induccién de la GST como
resultado de la exposicidn a insecticidas. Esta respuesta seria la esperable ya que la GST
juega un papel importante en la desintoxicacion de compuestos electrofilicos (Masella et

al., 2005). Sin embargo, la inhibicién de la actividad GST ha sido descrita en higado de
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peces expuestos a deltametrina (Pimpao et al., 2007). La disminucion de la actividad GST

en la cabeza del poliqueto como consecuencia de la deltametrina podria conducir a una

deficiencia en el funcionamiento del sistema antioxidante.
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Figura 4.13.- Actividad de laenzima GST en la cabeza y el cuerpo de P. Vancaurica después de la exposicion
durante 24 y 96 h a diferentes piretroides (cipermetrina y deltametrina). Los datos representan la media +
SEM (n = 10; N=120). Solo se indican mediante asteriscos las diferencias significativas respecto al grupo
control en cada tiempo: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

4.2.3. Acetilcolinesterasa

Las actividades AChE determinadas en la cabeza y cuerpo de P. vancaurica se
presentan en la figura 4.14. Los resultados del ANOVA de dos factores (Tab. 4.9 y 4.10)

muestran que existen diferencias significativas para la actividad AChE debidas a la

interaccion de los dos factores considerados (piretroide x tiempo) en ambos tejidos. En

las Tablas 4.11 y 4.12 se presenta los resultados del analisis post hoc en el que se observa

la disminucién de la actividad AChE en la cabeza en ambos piretroides respecto al control
en los dos tiempos (24 hy 96 h), y a las 24 h en el cuerpo (Fig. 4.14). La actividad AChE

es mas alta en la cabeza que en el cuerpo del animal, siendo la magnitud del cambio

provocado por los piretroides también mayor en la cabeza.
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Figura 4.14.- Actividad de la enzima AChE en la cabeza y el cuerpo de P. Vancaurica después de la
exposicion durante 24 y 96 h a diferentes piretroides (cipermetrina y deltametrina). Los datos representan la
media £ SEM. (n = 10; N=120). Solo se indican mediante asteriscos las diferencias significativas respecto al
grupo control en cada tiempo: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

En cuanto a los resultados encontrados, es destacable, en primer lugar, que la
actividad AChE es mayor en la cabeza que en los segmentos corporales. Esto ya fue
observado en Nereis diversicolor, un poliqueto taxondmicamente cercano al utilizado en
este estudio (Scaps et al., 1996), y que puede ser debido a una mayor densidad de tejido

nervioso y sinapsis colinérgicas en la cabeza del animal.

Respecto a la disminucidn observada de la actividad AChE por los dos piretroides
en ambos 6rganos, y que es de mayor magnitud y mas persistente en la cabeza, no se tiene
constancia de trabajos anteriores en anélidos poliquetos con informacion sobre este
hallazgo. Se dispone de informacion previa sobre el efecto de los piretroides tipo Il
(cipermetrina y deltametrina) en la actividad AChE de otros animales acuéaticos, como la
disminucion de la AChE en peces expuestos a cipermetrina (Bonansea et al., 2016; Kumar
et al., 2009), y en crustaceos expuestos a deltametrina (Velisek et al. 2007; Tu et al.,
2012). Van Geest et.al. (2014) encontraron en N. virens que la 48-h LCso para la
deltametrina fue de 16 mg/l, y que a concentraciones cercanas a las experimentadas en
este trabajo (3 pg/l) se observd un debilitamiento del organismo, mientras que a
concentraciones del orden de 4,4 mg/l el movimiento era lento y tardio en el 90% de los
gusanos y la mortalidad alcanzaba el 10%. Algunos autores destacan la importancia de
relacionar los efectos toxicos a nivel inferior al individuo (como la inhibicion de la AChE)
con alteraciones en el comportamiento (Amiard-Triquet, 2009).
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Por ejemplo, Ren et al. (2008) observaron que las respuestas conductuales del
crustaceo planctonico D. magna se vieron afectadas por el tiempo de exposicion y la
concentracion de deltametrina. Sin embargo, en el crusticeo Palaemon serratus la
disminucion en la velocidad de nado provocada por la exposicién a deltametrina parecia
estar mas relacionada con un problema en la asignacion de energia para diferentes
procesos, de forma que ésta se utilizaba en la desintoxicacion y la proteccidn antioxidante

en lugar de la actividad natatoria (Oliveira et al, 2012).

4.2.4. Carboxilesterasa

La actividad carboxilesterasa determinadas en la cabeza y cuerpo de P. vancaurica
se muestran en la figura 4.15. Los resultados del ANOVA de dos factores (Tab. 4.9 y
4.10) revelan que existen diferencias significativas para la actividad carboxilesterasa
debidas a la interaccion de los dos factores considerados (piretroide y tiempo) en la
cabeza. En la Tabla 4.11 se presenta los resultados del analisis post hoc en el que se
observa la disminucion de la actividad CbE en la cabeza como consecuencia de la
exposicion a ambos piretroides respecto al control tras 24 h de exposicion (Fig. 4.15). La
actividad CbE es mas alta en la cabeza que en el cuerpo del animal.

Se encontraron diferencias significativas para la actividad CbE (Tabla 4.10) en el
cuerpo para el factor tiempo. En el analisis post hoc (Tab. 4.12) se observé una disminucion
de la actividad CbE entre 24 h y 96 h de exposicion. La disminucion en la actividad CbE
en la cabeza del poliqueto por la exposicién a los dos piretroides ensayados es compatible
con la existencia de una inhibicién de la enzima por los mismos. No se tiene constancia de
trabajos anteriores en que se describa la inhibicion de CbE por piretroides en invertebrados

acuaticos.

Recientemente se ha estudiado la inhibicion de carboxilesterasas humanas mediante
compuestos piretroides que no incluyeron la cipermetrina, encontrando una fuerte
inhibicién reversible de una de las CbE humanas por la deltametrina, mediante un
mecanismo de inhibicion no competitiva a través de la unioén a uno de los dos sitios de

unién al sustrato (Lei et al., 2017).
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Dado que las carboxilesterasas pueden participar en la hidrolisis de gran variedad
de compuestos xenobidticos incluyendo pesticidas de diferentes grupos facilitando su
eliminacion (Sogorb y Vilanova, 2002), la inhibicidn de esas enzimas en poliquetos por los
piretroides utilizados en acuicultura puede aumentar su sensibilidad hacia éstos y otros
grupos de xenobioticos. Es importante indicar que la actividad CbE se ha ensayado
utilizando feniltioacetato como substrato, uno de los muchos substratos sintéticos
disponibles. De acuerdo con nuestros resultados la utilizacion de este substrato ha
permitido determinar la actividad, asi como la inhibicion de la misma por los piretroides.
Dentro del phylum Anélida, se han realizado estudios para caracterizar las CbE en
lombrices de tierra encontrandose muchas isoenzimas especificas de tejido (Sanchez-
Hernandez y Wheelock, 2009). Algo similar es posible que ocurra en P. vancaurica, de
forma que sea en parte la explicacion de la diferente actividad y sensibilidad a los
piretroides que presenta la cabeza y el cuerpo del animal.

CARBOXILESTERASA

120 4

100 -

80 -

60 H Control
@ Cipermetrina
40 - M Deltametrina

20

Actividad Enzimatica (nmol/minfmg proteina)

Cuerpo Tratamientos

Figura 4.15.- Actividad de la enzima CbE en la cabeza y el cuerpo de P. Vancaurica después de la exposicion
durante 24 y 96 h a diferentes piretroides (cipermetrina y deltametrina). Los datos representan la media +
SEM. (n = 10; N=120). Solo se indican mediante asteriscos las diferencias significativas respecto al grupo
control en cada tiempo: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.
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4.2.5. Correlaciones entre las actividades enzimaticas

En la tabla 4.13 podemos ver la matriz de correlacion de Pearson de las actividades
enzimaticas determinadas en cabeza y cuerpo con la finalidad de analizar la dependencia
entre ellas.

Tabla 4.13.- Matriz de correlacion de Pearson (coeficiente r de producto-momento) en las actividades

determinadas en cabeza y cuerpo de P. vancaurica.

Perinereis vancaurica Cabeza Cuerpo
Matriz de Correlacion de Pearson CAT GST AChE CbE CAT GST AChE CbE
m | CAT (umol/min/mg proteina) 1
: GST (nmol/min/mg proteina) -0,15 1
ﬁ AChE (nmol/min/mg proteina) 0,01 0,53** 1
~ CbE (nmol/min/mg proteina) -0,07 0,39 0,68** 1
- CAT (umol/min/mg proteina) 0,15 -0,34 -0,24 -0,08 1
& | GST (nmol/min/mg proteina) -0,34 0,11 0,27 0,28 0,13 1
; AChE (nmol/min/mg proteina) -0,08 0,66** 0,28 0,11 -0,04 0,14 1
';3 CbE (nmol/min/mg proteina) -0,14 0,34 0,03 -0,02  -0,17 -0,27* 0,38** 1
Correlaciones significativas: * P<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Las correlaciones lineales positivas se han dado entre AChE y CbE, y entre GST y
AChE en la cabeza; entre AChE y CbE en el cuerpo y entre GST en la cabeza y AChE en
el cuerpo. Entre la GST y la CbE medidas en el cuerpo del animal la correlacion ha sido
negativa, aungue con bajo coeficiente de correlacion y baja significatividad. Las
correlaciones positivas entre actividades en la cabeza son en parte consecuencia de que
las tres actividades (GST, AChE y CbE) se ven afectadas en el mismo sentido (inhibicién)
por los piretroides, si bien no en todos los casos las diferencias alcanzan significatividad
estadistica.

Podemos resumir diciendo que la exposicién a los piretroides cipermetrina y
deltametrina a las concentraciones realisticas que se pueden llegar a alcanzar durante los
tratamientos contra el piojo (Lepeophtheirus salmonis y Caligus royercresseyi) de mar en
salmonicultura, provocan una fuerte inhibicién de la actividad AChE en el poliqueto
marino P. vancaurica, evidenciando su efecto neurotéxico. En consecuencia, podria
comprometer la supervivencia de las poblaciones naturales de poliquetos que habitan los
fondos marinos de zonas dedicadas al cultivo del salmon. Las otras actividades (CAT,
GST y CbE) experimentaron también cambios, pero en menor medida para uno o ambos

piretroides.
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4.3. Discusion general

En la tabla 4.14 se muestra un resumen de los resultados de los experimentos
llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral. A la vista de la misma se pueden destacar

una serie de hallazgos y se pueden hacer algunas generalizaciones.

Tabla 4.14.- Resumen de todos los biomarcadores y factores medidos en los experimentos realizados en M.

galloprovincialis y P. vancaurica ordenados por tejido.

Especie | Organo | Biomarcador | Cipermetrina | Deltametrina | Temperatura | Tiempo | Comp. Térmica

M Branquias CAT ™ -— N; SE Total

e Branquias GST SE -— ™ ™ NO

j Branquias AChE SE -— J SE -—

i Branquias CbE SE -— SE J -—

| Modsculo CAT ™ -— Ja27°C —_— —

| Musculo GST N _— daz27°C _— —

6 Musculo AChE SE —_— SE —_— i

n Musculo CbE ™ _— b az22°C — I

P Cabeza CAT ™ Np —_— d _—

o Cabeza GST SE N2 -_— N —_

| Cabeza AChE d d _— J -

i Cabeza CbE J N S SE —

q Cuerpo CAT SE SE — N o

u Cuerpo GST SE J J— ™ .

e Cuerpo AChE da24h dYa24h —_— SE —_—

t Cuerpo CbE SE SE —_— N§ J—

o /M : aumento actividad; J,: disminucion actividad; SE: sin efecto significativo; ——: Prueba no realizada.

El biomarcador que mejor detecto el efecto de la cipermetrina en las dos especies
estudiadas fue la actividad de la enzima CAT. En las dos especies estudiadas se observd
un aumento de la actividad tanto para los mejillones (branquias y musculo abductor) como
para los anelidos poliquetos (cabeza). Sin embargo, no se encontrd un efecto en el cuerpo
de los poliquetos. Este aumento de la actividad CAT puede ser interpretado como un
mecanismo de defensa para prevenir o disminuir el estrés o dafio tisular causado por los
radicales libres inducidos por la cipermetrina (Maalej et al., 2017; Xu y Huang, 2017). En
cuanto al efecto de la cipermetrina sobre la actividad AChE, solo se encontrd inhibicion
de la enzima en el gusano poliqueto (cabeza y musculo), no siendo significativo su efecto
en los tejidos de los mejillones. Cabe destacar que los poliquetos tratados con
cipermetrina y deltametrina mostraron un movimiento lento y erratico en comparacion

con el control.
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La inhibicion de AChE pudo haber causado la pérdida de coordinacion, cierta
pardlisis y otros tipos de cambios de comportamiento descritos con anterioridad en otros
grupos animales (Kuhr y Dorough, 1976).

La deltametrina solo fue experimentada en los poliquetos. Se observo una fuerte
inhibicidn de la actividad AChE y GST en la cabeza y cuerpo. El rapido descenso de la
actividad AChE experimentado a las 24 h en los tratamientos con deltametrina puede ser
debido a que existen diferentes tiempos de reaccion de la enzima AChE de acuerdo al
tejido especifico, modo de exposicion y superficie de contacto con el toxico (Zhang et al.,
2017). La inhibicién de GST por deltametrina puede ser debida a que actia como defensa
contra la toxicidad del piretroide. Especificamente, GST ofrece una proteccion pasiva
contra los insecticidas piretroides al unirse a su molécula (Kostaropoulos et al., 2001).

El efecto de la temperatura solo se evalud en los mejillones como se observa en la
Tabla 5.3. Se encontré que la actividad CAT disminuia con la temperatura en las
branquias. En el masculo abductor se observo esta disminucion solo a temperaturas altas.
Hubo una compensacion térmica total de CAT en las branquias. La temperatura provoco
un aumento de la actividad GST en branquias y una disminucion de la actividad en el
masculo a altas temperaturas. Como se comentd en el apartado correspondiente, el
aumento de temperatura provocé una disminucion en la actividad AChE en branquias.

La temperatura ejerce un doble efecto, sobre la conformacion de la enzimay sobre
la propia reaccion de catalizacion. La velocidad de la reaccion se incrementa al aumentar
la temperatura dentro de un determinado rango térmico, alcanzando un valor maximo a la
denominada temperatura éptima. A valores superiores de este rango, la actividad
disminuye debido a que la enzima, como cualquier otra proteina, sufre procesos de
desnaturalizacion y por lo tanto de inactivacion. La tolerancia térmica limita los cambios
en la actividad enzimatica, especialmente aquellos relacionados con la capacidad aerdbica
de las mitocondrias (Portner, 2002). Los niveles de oxigeno en los liquidos celulares
pueden disminuir, lo que refleja la demanda excesiva de oxigeno a altas temperaturas o la
insuficiente capacidad aerdbica de las mitocondrias a bajas temperaturas (Portner, 2001).
El alcance aerdbico cae a temperaturas mas alla del optimo térmico y desaparece a
temperaturas criticas bajas o altas cuando se produce la transicion a un metabolismo

anaerébico mitocondrial.
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El ajuste de las densidades mitocondriales por encima de los ajustes moleculares
0 de membrana paralelos parece crucial para mantener el alcance aerébico y para cambiar
la tolerancia térmica. En una jerarquia de causa y efecto, la limitacién progresiva del
oxigeno a temperaturas extremas puede incluso aumentar el estrés oxidativo y de
desnaturalizacion, lo que justificaria la baja actividad enzimatica a altas temperaturas de
CAT, GST en musculo abductor, AChE en branquias y CbE.

Una forma de abordar el efecto de la temperatura seria establecer una ventana
térmica de actividad enzimatica por cada biomarcador y tejido estudiado. Abele y
Puntarulo (2004) han adaptado un modelo basado en Pértner (2001) sobre los umbrales
de tolerancia térmica en ectotermos marinos y su implicacion para el estrés oxidativo y
los sistemas de defensa antioxidante. Este intervalo de tolerancia térmica se basa en un
rango de temperaturas (temperatura pejus) que marca las limitaciones del alcance
aerobico y el inicio de la hipoxia en la sangre o hemolinfa que se acomparia de un aumento
de la produccion de ROS vy la induccién de AOX (enzimas antioxidantes) hasta una
temperatura critica (Tc). El metabolismo anaerdbico es activado para apoyar la
supervivencia, mientras que al menos la actividad AOX disminuye y los marcadores de
estrés oxidativo se acumulan en los tejidos con desactivacidn por calor (desnaturalizacion
enzimatica), lo cual justifica la baja pronunciada de la actividad enzimatica en casi la

totalidad de los biomarcadores a altas temperaturas.

En los moluscos polares y templados, los procesos antioxidantes y pro-
antioxidantes se equilibran por debajo de Tc, mientras que por encima de Tc al menos
AOX se desnaturaliza y la compensacion falla. En algin momento, las funciones vitales
estan tan deterioradas que, segin el modelo de tolerancia térmica de Portner (2001), los
animales entran en un estado de supervivencia temporal, del cual no pueden volver a su
actividad normal. Mesas y Tarifefio (2017) encontraron en adultos de esta misma especie
de mejillon un 55% de mortalidad en individuos expuestos por 48 ha 30 °C y el 100% a
72 h a la misma temperatura con la debilitacion en la formacion del biso a 27 °C, lo que
justifica el limite de tolerancia enzimatica. Extendemos este modelo a parametros de
estrés oxidativo, ya que los antioxidantes estan claramente inducidos en el rango por
encima de la temperatura de pejus (Tp), que marca los limites de la oxigenacion optima

de los fluidos corporales, y por debajo de la temperatura critica de una especie.
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Mientras que las proteinas de choque térmico (HSP) pueden entrar en juego como
sugirio Portner (2001), en un esfuerzo final para prolongar la supervivencia pasiva, que
se hace inevitable por temperaturas mayores a 30 °C para esta especie de mejillon. Las
especies de zona templada en particular, poseen la capacidad de cambiar los umbrales de
tolerancia baja y alta (Tp y Tc) durante la aclimatacion a temperaturas cambiantes, algo
similar como sucedid en nuestro caso con la compensacion térmica de la actividad CAT

en las branquias de M. galloprovincialis.

Por lo tanto, las enzimas antioxidantes parecen ser biomarcadores prometedores
para cuantificar un estrés térmico temprano en ectotermos marinos y ser eficaces con la
compensacion enzimatica dentro de cierto intervalo o ventana de temperatura, antes de un

dafo oxidativo irreversible.
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1.- La exposicion a concentraciones de cipermetrina ambientalmente realisticas, en el
contexto de las practicas de la salmonicultura, modifican las actividades de las enzimas
catalasa, acetilcolinesterasa y glutation transferasa en las branquias de Mytilus
galloprovincialis en forma dependiente del tiempo de exposicion y de la temperatura de

aclimatacion.

2.- El aumento inicial (24 h) de la actividad CAT en las branquias a la temperatura
intermedia (22 °C) es indicativo del inicio de una respuesta frente al estrés oxidativo, al
que le sigue una la disminucion de la misma como consecuencia de las presiones oxidativas
causadas por el efecto combinado de la accion de la cipermetrina y de la temperatura tras

96 h de exposicion.

3.- Larespuesta de la actividad GST en las branquias aumenta por el efecto combinado de
la cipermetrina y el tiempo desde la temperatura baja (17 °C) hasta los 22 °C, y se reduce a
la temperatura mas alta (27 °C).

4.- La actividad de AChE en las branquias de mejillones expuestos a cipermetrina es

dependiente de la temperatura de aclimatacion.

5.- La actividad de CAT en las branquias de mejillones aclimatados a 17 °C, 22 °C y 27 °C
manifiestan el fendmeno de compensacion térmica total a tenor de los valores de actividad
que presentan cuando las actividades se determinan a una temperatura normalizada (25 °C)
y a las temperaturas reales o de aclimatacion.

6.- La exposicion a cipermetrina a condiciones ambientalmente realisticas incrementd las
actividades musculares de las enzimas catalasa, carboxilesterasa y glutation-s-transferasa

en forma dependiente de la temperatura de aclimatacion.

7.- Las alteraciones encontradas en la actividad de las enzimas antioxidantes y de
biotransformacién en branquias y masculo abductor permite identificar estas respuestas
como biomarcadores sensibles frente a piretroides en M. galloprovincialis en un contexto

de préctica de la salmonicultura.

8.- En el poliqueto marino P. vancaurica, la actividad de las enzimas antioxidantes, de
neurotoxicidad y de biotransformacion se ven alteradas tras exposicion a los piretroides
cipermetrina y deltametrina, siendo la cabeza el érgano més sensible y la deltametrina el

piretroide que provocd mayores efectos.
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9.- La fuerte inhibicién de la actividad AChE en la cabeza y el cuerpo de P. vancaurica,
evidencian el efecto neurotoxico de los piretroides cipermetrina y deltametrina a las
concentraciones realisticas durante los tratamientos contra el piojo de mar en

salmonicultura.

10.- El gusano poliqueto P. vancaurica, organismo marino bentonico, resultdé ser méas
sensible que el molusco bivalvo M. galloprovincialis, representante de procesos ocurridos
en la columna de agua, en cuanto a la respuesta de los biomarcadores seleccionados frente
a la presencia de cipermetrina a concentraciones ambientalmente realisticas en la

salmonicultura.
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