CAPITULO 3

Biodisponibilidad, bioconcentracién,
bioacumulacion y biomagnificacion
de los contaminantes

Pedro Carriquiriborde

En el capitulo previo, se han identificado las principales familias de contaminantes ambienta-
les y los factores que determinan su distribucion y destino en el ambiente. Una vez en él, dichos
contaminantes pueden ser incorporados por los seres vivos, acumularse y alcanzar concentra-
ciones internas en sitios blanco desencadenando asi su accion téxica. Segun McCarty (1990), la
toxicidad de un contaminante es la resultante de tres fases de accion (Figura 3.1.). Una primera
fase de exposiciodn, dada por los factores fisicos quimicos y bioldgicos que determinan su bio-
disponibilidad, o sea, en que grado un contaminante puede ser incorporado por el organismo.
Luego una segunda fase de particion, dada por los factores que condicionan la absorcion, dis-
tribucion, metabolizacion y excrecion, que determina la toxicocinética y por tanto la bioacumula-
cion del contaminante. Finalmente, una tercera fase de potencia, dada por la concentracion in-
terna del contaminante que, segun su mecanismo de accién, interaccionara con las biomoléculas
en el sitio blanco, y sumado a los mecanismos de reparacién/compensacion que posea el orga-

nismo, determinara la toxicodinamica y consecuentemente la toxicidad del contaminante.

Medio externo Medio Interno
Exposicion Toxicocinética Toxicodindmica

Particion

Biodisponibilidad

Bioacumulacion

Toxicidad

Figura 3.1: Las tres fases de la accion tdxica propuesta por McCarty (1990)
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En el presente capitulo se trataran las dos primeras fases, identificando los principales factores
que afectan la incorporacion y los procesos que determinan la acumulacion de los contaminantes

en los seres vivos y en los proximos capitulos se trataran los efectos toxicos que inducen.

Factores ambientales que condicionan la acumulacioén
de los contaminantes en la biota

Una vez que los contaminantes ingresan al ambiente y se distribuyen en los diferentes com-
partimientos ambientales, no todas las moléculas del mismo alli presentes son capaces de in-
gresar a los organismos y producir efectos adversos. Por consiguiente, se define como biodis-
ponibilidad ambiental a la proporcion del total de la masa de un contaminante hallada en un
compartimiento ambiental que se encuentra en una forma quimica (biodisponible) capaz de ser
absorbida por los organismos vivos y producir un efecto biolégico adverso. Este concepto puede
diferenciarse del concepto de biodisponibilidad farmacolégica al cual se refiere a la proporcion
de la dosis administrada que alcanza su sitio blanco dentro del organismo.

Como fuera mencionado en el capitulo anterior, en todos los compartimientos ambientales se
pueden encontrar las cuatro fases: sélida, acusa, gaseosa y biota, por tanto uno de los factores
que influira sobre la biodisponibilidad de los contaminantes es su afinidad diferencial por cada
una de las diferentes fases, y que puede ser descrito por las constantes de reparto entre cada
fase o alternativamente por su fugacidad. Los factores que determinan la biodisponibilidad am-
biental de una sustancia difirieren si se trata de compuestos organicos o inorganicos.

La biodisponibilidad de los metales y metaloides desde la fase acuosa se ven afectados por
las caracteristicas fisicoquimica del agua. El pH es un factor muy importante que modifica el
equilibrio quimico entre diferentes especies quimicas de sustancias como el amonio
(NH3+H*<>NH4") y el cianuro (H*+CN<«<>HCN), afectando asi su biodisponibilidad ya que la es-
pecie neutra es la que atraviesa con mayor facilidad las membranas. La biodisponibilidad de los
metales y metaloides también son afectados por la especiacion quimica. Los cationes metalicos
compiten por otros cationes por ligandos disueltos, es decir aniones con los que pueden formar
compuestos de coordinacién o complejos. Tales ligandos pueden ser organicos o inorganicos.
Entre los organicos se encuentra la materia organica disuelta natural conformada por los acidos
humicos y fulvicos, que poseen una amplia variedad de grupos funcionales tales como acidos
carboxilicos y fendlicos. Entre los ligandos inorganicos relevantes en agua salada, se pueden
enumerar el: BOH, BOHy4", CI-, CO32, HCOs, F-, H2PO4", HPO42, NH3, OH-, Si(OH)s y SO42. En
agua dulce, los ligandos inorganicos mas relevantes son: Cl, COs?2, HCOs", F-, OH y SO4+2. En
condiciones andxicas también resultan importantes el NHs, HS", S2. El agua también es un im-
portante ligando que forma esferas de hidratacion alrededor de los cationes metalicos.

Es posible calcular el equilibrio termodinamico de las diferentes especies de un cation metéa-
lico en funcién del pH, Eh, concentracion de diferentes ligandos, temperatura y fuerza idnica del

medio. De tal forma se puede utilizar la concentracion del cation libre estimada para normalizar
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la concentracion de un metal en cuerpos de agua con diferentes caracteristicas fisicoquimicas.
Ello es importante dado que la biodisponibilidad, y por ende la toxicidad, de un metal correlaciona
con la concentracion del cation libre y ha dado origen al “modelo de actividad del ion libre”
(FIAM). Sin embargo, no siempre el cation libre es la especie que posee mayor biodisponibilidad.
Algunos complejos de metales de la clase B (ej. HgCl2) pueden ser mas lipofilicos que el cation
(Hg*?) y tales complejos neutros del cloro en ambientes marinos pueden incrementar la biodis-
ponibilidad del metal. Los metales del grupo del platino (Pt, Pd, Rh), de importancia ambiental
por su utilizacion en los catalizadores de los autos, pueden formar complejos con ligandos orga-
nicos que incrementan su biodisponibilidad.

La fisicoquimica del agua también afecta la competencia entre cationes por los sitios de unién
en las membranas modificando la biodisponibilidad. Cationes monovalentes como Ag* compiten
con H* por los sitios de union en las superficies bioldgicas. En el caso del Cu*?, por su radio
idnico semejante, compite particularmente con el Na*. Por otro lado, los cationes bivalentes como
el Cd competiran con el Ca*? y el Mg*?, por consiguiente, la dureza del agua es un parametro
importante para predecir su biodisponibilidad.

La microcapa estancada que recubre las superficies biolodgicas posee un papel muy impor-
tante ya que puede modificar drasticamente la fisicoquimica del medio mas préximo a la mem-
brana. La excrecion de NH4*, NHs, HCO3s y CO2 desde las superficies respiratorias puede modi-
ficar rapidamente las condiciones del medio que fluye sobre la membrana.

En el caso de los compuestos organicos, la biodisponibilidad desde la fase acuosa puede
ser predicha de forma cuantitativa en funcion de las relaciones estructura-actividad cuantitativa
(QSARSs) que utiliza parametros moleculares para predecir actividades bioldgicas tales como la
biodisponibilidad y toxicidad.

Sin embargo, en ecotoxicologia, la biodisponibilidad de un compuesto organicos se estima
mas comunmente mediante la constante de reparto octanol/agua, Kow. En esta aproximacion
simple, el organismo es considerado como una esfera lipidica recubierta por una bicapa lipidica
y se considera que el contaminante ingresa y sale por difusiéon pasiva alcanzandose, en un
tiempo dado, un equilibrio termodinamico entre las ambas fases. La constante se obtiene a partir
de un reparto liquido/liquido de acuerdo a la solubilidad diferencial del soluto en el octanol y el

agua. La expresion matematica de dicha relacion esta dada como:

K. = Coctanol
ow — C
agua

En términos de la fugacidad (f), “tendencia de escape”, de cada sustancia, cuando se alcance

tal equilibrio, por definicion, estas seran iguales para ambas fases segun:

foctanot = fagua

La fugacidad se encuentra relacionada con la concentracién (C; mol/m3)de la sustancia en

la fase a través de la capacidad de fugacidad (Z; mol/m? x Pa) de acuerdo a la expresion:
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ZL-Xfl-=Ci

Por consiguiente, dada la fugacidad de ambas fases en el equilibrio termodindmico, se puede
relacionar Kow tanto con las concentraciones y las capacidades de fugacidad de ambas fases
segun la ecuacion:

Coctanol _ Zoctanol

Kow =

Cagua Zagua

La constante de particién Kow correlaciona linealmente con la acumulacion de contaminantes
organicos que poseen valores de log Kow entre 3 y 6. Sin embargo, la prediccion no es buena
para compuestos con log Kow <3 o >6. En el primer caso se debe a que las membranas imponen
una restricciéon para la incorporacion y eliminacion de sustancias mas hidrofilicas disminuyendo
su acumulacién respecto a la predicha por el Kow. En el otro extremo, las sustancias superhidro-
fébicas, suelen ademas poseer un tamano molecular demasiado grande que por un lado reduce
su difusion a través de las membranas y por otro su solubilidad en los lipidos se desvia de la
predicha por el Kow. En la Figura 3.2. se muestra la relacién entre el logaritmo de la constante de

incorporacion (log Ku) y eliminacién (log Ke™) y el factor de bioacumulacién con el log Kow.
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Figura 3.2: Relacion entre el Kow y el fator de bioconcentracion y constantes de incorporacion y eliminacion

En el caso de la biodisponibilidad de los contaminantes organicos desde el agua resulta tam-
bién importante considerar si los mismo son ionizables o no ya que el pH del medio puede mo-
dificar su estado de ionizacion y por consiguiente su biodisponibilidad, dado que, de acuerdo con
la “hipétesis de particién-pH” la mayor biodisponibilidad esta dada por la difusiéon de la especie
no ionizada a través de la membrana. Recordemos que el pKa se define como -log de la constante

de ionizacién (Ka) para un acido débil de Brgnsted calculada como:
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_[H X X

Ka = "Tax]

A su vez, la proporcion de un acido monobasico y una base monoacida puede estimarse segun

la relacién de Henderson-Hasselbalch de acuerdo a las siguientes expresiones, respectivamente:

1
b = T3 towrvra
_ 1
fu = T 1 opkapr

Sin embargo, en algunos casos la especie ionizada también puede contribuir a la biodisponi-
bilidad total del contaminante organico, y desde ya, la hipétesis de particion-pH no es valida para
aquellos contaminantes que son incorporados a través de transportadores especificos.

En los ambientes acuaticos, no sdlo es de relevancia la fase acuosa, sino también el material
particulado en suspension que puede afectar drasticamente la biodisponibilidad de los contami-
nantes. Dado que en general se asume que la fraccion soluble del contaminante es la que posee
mayor biodisponibilidad, una aproximacion para estimar dicha fraccion es mediante la constante

de reparto entre la fase sélida (particula) y la fase acuosa (Kpw)segun la expresion:

Donde, Cp es la concentracion del contaminante adsorbido en la particula y Cw la concentra-
cion del mismo en el agua. Para el caso de los contaminantes organicos, resulta particularmente
relevante el contenido de carbono organico que compone la particula y la constante de reparto

carbono organico agua (Koc) que posea el contaminante, calculada como:

Koo =

Donde, Coc es la concentraciéon del contaminante en la fase carbono organico y Cw en la fase
acuosa. La particién basada en el carbono organico resulta un buen estimador de la cantidad de
contaminante adsorbido a particulas naturales. Dado que las concentraciones de los contami-
nantes son tipicamente bajas, la relacion entre la concentracion del mismo y la adsorcion al car-
bono organico puede considerarse lineal. A diferencia del Kow, el Koc puede variar con la natu-
raleza de la materia organica. Sin embargo, ambas constantes pueden ser relacionadas, de

forma general, mediante la ecuacion:
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Donde, doc es la densidad del carbono organico. Por tanto, para particulas con una fraccién
de carbono organico dada por f,. y una densidad aproximadamente de 1, la constante de parti-

cion particula/agua puede expresarse como:

C
pr = Cp = foc X Koc = foc X Kow
w

Resulta importante poder conocer cual es la fraccion disuelta del total de un contaminante

presente en un ambiente acuatico. Si consideramos que:
Ceot = Cy + Gy
Por tanto, si se remplaza Cp por C,, x K,,, obtengo:

Cow 1
Coot 1+ Kpy XX

Donde X es la fraccién volumétrica (Kg/L) de particulas, que tipicamente posee un valor de

10-°. Substituyendo ecuaciones se la fraccion disuelta puede calcularse también como:

En la Figura 3.3 se muestra la relacion entre los sdlidos totales en suspensién (con un de con-

tenido de carbono organico del 10%) y la fraccion disuelta para contaminantes con diferentes Koc.

Figura 3.3: Relacion entre la concentracién de sélidos suspendidos en el agua y la fraccion disuelta de contaminantes
organicos con diferentes K.
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La biodisponibilidad de los contaminantes inorganicos desde la fase solida (aerosoles, ali-
mentos, sedimentos, suelos, etc.) no es sencillo de predecir, aunque pueden mencionarse algu-
nas consideraciones generales. La biodisponibilidad de los metales y metaloides desde aeroso-
les sdlidos no sélo depende de su forma quimica, sino también del tamafio de las particulas
sélidas. Por ejemplo, las particulas con diametros menores a 1 um pueden penetrar mas profun-
damente en el sistema respiratorio llegando a depositarse en los bronquiolos, ductos alveolares
y alveolos, mientras que particulas de mayor tamafio suelen quedar retenidas por los vellos na-
sales o en la region nasofaringea. Se ha sugerido ademas que los contaminantes mas hidroso-
lubles adsorbidos en las particulas tienden a ser mas biodisponibles en el pulmén que los lipo-
solubles. Los haluros de plomo generados en el escape del automovil se disuelven mas facil-
mente en el pulmdén que el sulfato de plomo adsorbido al polvo de la carretera. La distribucion
del contaminante en la particula también es importante. El arsénico que se deposita sobre la
superficie de las cenizas al salir por las chimeneas de las plantas termoeléctricas a carbon es
mas biodisponible que si estuviera distribuido homogéneamente en toda la particula.

Estimar la biodisponibilidad de los contaminantes desde el alimento también es un tema com-
plejo ya que depende de muchos factores. El porcentaje de asimilacion de un contaminante en
el alimento variara de acuerdo al tipo de alimento. Es conocido, por ejemplo, que el zinc se ab-
sorbe mejor desde las carnes que desde los cereales y deficiencias crénicas de zinc se han
encontrado en poblaciones humanas de Medio Oriente con enanismo, donde no solo la dieta es
a base de cereales, sino que ademas se tiene la costumbre de ingerir arcilla que reduce ain mas
la biodisponibilidad intestinal del metal. La ingestién de municiones de plomo por las aves se ha
transformado en un problema ambiental de relevancia en zonas de caza dado que la biodisponi-
bilidad del plomo se incrementa en el estémago por el molido y disolucién en el medio acido.
Para evaluar la eficiencia de la asimilacién, o en otras palabras cuan biodisponible esta un con-
taminante en diferentes alimentos, pueden realizarse estudios de laboratorio comparando la ab-
sorcion del contaminante respecto a trazadores, como por ejemplo el Cr. Para ello el contami-
nante y el trazador se miden en el alimento y en las heces, asumiendo una asimilacion despre-
ciable del trazador. El tamafio y tipo de particula solida también juega un papel muy importante,
por ejemplo, en organismos filtradores como los bivalvos dado que posee un sistema altamente
selectivo y algunas particulas muy pequena pueden ser incorporadas directamente como tales
por los fagocitos presentes en las branquias.

La biodisponibilidad de los metales y metaloides desde el sedimento es dificil de estimar. En
términos generales se asume la existencia de una relacién entre la concentraciéon del metal en
el sedimento y en el agua intersticial y que ésta ultima es la que se encuentra biodisponible para
los organismos benténicos. Sin embargo, dicha relacion no sélo depende de la concentracién
total del meta sino también de la naturaleza del sedimento que retendra con mayor o menor
fuerza al metal sobre su superficie y por tanto resulta mas importante conocer la fraccion extrac-
table del metal (ej. con HCL 1N). En sedimentos oxicos, los 6xidos de hierro y el contenido de
carbono organico reducen la biodisponibilidad de los metales. Mientras que en sedimentos ano-

xicos los sulfuros poseen un papel preponderante en la reduccion de la biodisponibilidad de los
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metales. Por consiguiente, desde el punto de vista ecotoxicoldgico, suele normalizarse la con-
centracion total del metal respecto al hierro, carbono organico y sulfuros acidos volatiles. Sin
embargo, tales estimaciones deben considerarse cuidadosamente dado que no siempre las re-
laciones son sencillas. Ademas, hay organismos del bentos que no soélo estan expuestos a los
metales disueltos en el agua intersticial por via dérmica, sino que suelen ingerir el propio sedi-
mento y por tanto dichas normalizaciones pueden no resultar efectivas para estimar la biodispo-
nibilidad. Para estos casos suele utilizarse una estrategia denominada biomimética que deter-
mina los metales extractables por un jugo gastrico sintético. Esta aproximacion ha sido utilizada
para estimar la toxicidad de metales en el suelo para los anélidos.

En el caso de la biodisponibilidad de los contaminantes organicos desde el alimento, es im-
portante considerar si los mismo son ionizables o no ya que el pH del jugo gastrico puede modi-
ficar su estado de ionizacion y por consiguiente su biodisponibilidad. Ello es particularmente re-
levante para aquellos compuestos con un pKa entre 2,5y 7,5 ya que aquellos acidos débiles con
pKa mayores a 8 permaneceran siempre no ionizados a pHs gastricos. Sin embargo, al igual que
lo mencionado para la biodisponibilidad desde la fase acuosa, en algunos casos la especie ioni-
zada también puede contribuir a la biodisponibilidad total del contaminante organico y la hipotesis
de particion-pH no seria valida para aquellos contaminantes que son incorporados a través de
transportadores especificos.

Para el caso de los compuestos organicos no ionizables y lipofilicos, la biodisponibilidad
puede vincularse con el Kow. Estudios con peces han mostrado que la mayor biodisponibilidad
desde el alimento se observa para aquellos compuestos con un log Kow de 6. Sin embargo, si
se considera la biodisponibilidad desde el suelo, compuestos como PCBs con log Kow entre 4 y
7 son adsorbidos fuertemente a las particulas edaficas y no se encuentran facilmente biodispo-
nibles para las plantas, mientras que pesticidas como los neonicotinoides, con Kow de entre 1y
2, resultan mas biodisponibles.

La “regla de cinco” de Lipinski es una regla empirica que ha sido desarrollada para estimar
cuan asimilable pude ser en humanos, por consumo oral, un medicamento que no es susceptible
de transporte activo. La regla resulta también util para estimar la biodisponibilidad de contami-
nantes lipofilicos neutros desde la dieta. La misma establece que para que un compuesto sea

biodisponible oralmente no debe violar mas de una de las siguientes consideraciones:

1. poseer menos de cinco donadores de enlaces por puentes de hidrégeno (atomos de nitro-
geno u oxigeno con al menos un atomo de hidrégeno).

2. poseer menos de diez aceptores de enlaces por puentes de hidrégeno (atomos de nitré-
geno, oxigeno o flaor).

3. poseer un peso molecular < 500 uma.

poseer un log Kow < 5

La biodisponibilidad de contaminantes lipofilicos desde el sedimento para especies bentdnicas

usualmente suele decrecer al aumentar el Kow dado que en la particion particula/agua intersticial
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se reduce la concentracion del contaminante en la fase acuosa. La biodisponibilidad decrece tam-
bién al aumentar el contenido de carbono organico del sedimento y aumentar el Koc del contami-
nante. Para compuestos organoclorados se ha observado que la mayor biodisponibilidad se en-
cuentra para aquellas sustancias con un Kow préximo a 6. Sin embargo, otros estudios indican que
la lipofilicidad por si sola no es suficiente para estimar la biodisponibilidad de los contaminantes
organicos desde el suelo, debiéndose considerar ademas el momento dipolar, el tamafio molecular

y la configuracion estructural.

Vias de exposicion por las que pueden ingresar
los contaminantes al organismo

En la primera fase de la accidn téxica, es importante primero identificar cual o cuales son las
vias de exposicion (Figura 3.4.) por las cuales el contaminante estara en contacto con el orga-
nismo e ingresara al mismo.

Uno de los eventos evolutivos que dieron origen a los organismos vivos en la tierra fue la apa-
ricion de una barrera que delimitara un medio interno donde ocurrieran reacciones metabdlicas
especificas e independientes del medio externo circundante. Tal barrera estuvo primeramente dada
por una bicapa de fosfolipidos que dio origen a la actual membrana plasmatica y que fue capaz de
organizarse espontaneamente en vesiculas huecas y autoselladas (liposomas). Luego, durante la
evolucién se sumaron otras estructuras como las paredes celulares de las bacterias, hongos y
vegetales. Mas tarde, con el origen de los organismos pluricelulares aparecieron sistemas de unio-
nes intercelulares, particularmente importantes en los epitelios que recubren dichos organismos y
que aislan el medio interno del externo. En los animales la via puede ser dérmica (por el epitelio
de la piel o el tegumento), por via respiratoria, epitelios de los pulmones o las branquias, o por via
digestiva (epitelio intestinal). En las plantas, las vias de exposicién mas frecuentes son la radicular

(epitelio de las raices) o la foliar (epitelio que recubre las hojas o por los estomas).

Via dérmica

Organismo

Figura 3.4: Posibles vias de exposicidn de los contaminantes para organismos animales y vegetales.
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Incorporacién de los contaminantes a través
de las membranas biolégicas

Por cualquiera de las vias mencionadas, los contaminantes que se encuentran en el am-
biente para poder ingresar al interior de las células e interactuar con las moléculas blanco
que determinan su accion toxica deberan ser capaces de atravesar las barreras antes men-
cionadas. Si bien las paredes celulares pueden ser una barrera importante, suelen poseer
poros que les confieren una permeabilidad selectiva menor que la de las membranas biol6-
gicas. Por tal motivo, comprender las propiedades de las sustancias que son capaces de
atravesar las membranas plasmaticas y los sistemas de trasporte que en ellas existen es de
gran importancia a la hora de predecir la capacidad de diferentes contaminantes puedan o
no ingresar al organismo (Figura 3.5.). Aquellos contaminantes hidrofébicos, liposolubles y
con Kow altos, podran atravesar libremente las membranas bioldgicas en favor del gradiente
de concentracion sin costo energético alguno por difusién simple. Dicha capacidad se ira
reduciendo a medida aumente su polaridad, o sea, se trate de sustancias mas hidrofilicas,
hidrosolubles y con Kow bajos, y aumente el tamafo de la molécula. Aquellos contaminantes
que posean grupos quimicos cargados a valores de pH ambientalmente relevantes, no po-
dran difundir libremente a través de las membranas bioldgicas, las cuales son impermeables
a los iones. Aquellas moléculas polares, de gran tamafio o que se encuentren ionizadas sélo
podran atravesar las membranas asistidas por algun tipo de transporte mediado por protei-
nas de transporte o por vesiculas que se formen por invaginacién, o se fusionen con, la
membrana plasmatica por mecanismos de endocitosis y exocitosis, respectivamente. Los
iones inorganicos podran moverse de un lado a otro a través de canales i6nicos, dependien-
tes, o no de voltaje, si lo hacen en favor del gradiente electroquimico, o a través de bombas
idnicas impulsadas por ATP, si lo hacen en contra del gradiente electroquimico. Las molécu-
las organicas seran transportadas por difusion facilitada si lo hacen en favor del gradiente
electroquimico a través de proteinas especificas o por transporte activo, si se mueven en
contra del gradiente electroquimico utilizando proteinas que requieren de ATP u otra fuente
que les provea de energia para ello. Los sistemas de transporte mencionados, pueden en
algunos casos transportar simultaneamente dos sustancias (cotransporte) ya sea en el
mismo sentido (simporte) o en sentidos opuestos (antiporte). En otros casos, varios trans-
portadores pueden actuar simultaneamente conformando un sistema de transporte multiple
integrado. Algunos contaminantes podran ser incorporados o eliminados por medio de endo-
citosis o exocitosis, mediante la invaginacion de la membrana plasmatica o la fusion de ve-

siculas a la misma con gasto de energia.
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Figura 3.5: Mecanismos de ingreso y egreso de los contaminantes a través de la membrana plasmatica.

Como ejemplos de canales idénicos pueden mencionarse los canales de sodio y calcio, que
en las membranas plasmaticas de las branquias de los organismos acuaticos pueden ser utili-
zado por le Cu* o el Cd*?, respectivamente, para ingresar a las células, provocando desbalances
ionicos de Na*y Ca*? en el plasma. Contaminantes polares o con cargas como muchos farmacos
o plaguicidas, son incorporados o eliminados por transportadores especificos que se encuentran
en las membranas de diferentes tejidos. Ente los transportadores mas relevantes que contribu-
yen a la incorporacion de moléculas organicas en mamiferos se encuentran el polipéptido de
transporte de aniones organicos (oatp) hepatico, el transportador de aniones organicos (oat) re-
nal y los transportadores de cationes organicos (oct) hepatico, renal y placentario. En el intestino
son relevantes el transportador de nucleétidos (nt), el transportador de metales divalentes (dmt)
y el transportador de péptidos. En la eliminacién de moléculas organicas se pueden mencionar
como relevantes la proteina de resistencia-multi-droga (mdr) o glicoproteina-p importante en la
excrecion biliar de xenobidticos en el higado y reduccion de absorcién intestinal, en la barrera
placentaria y sanguinea. Otro transportador de xenobidticos importante es la proteina de resis-
tencia multiple a drogas (mrp) que actua en la excrecion urinaria y hepatica. Otros contaminantes
como los PCBs, hidrocarburos aromaticos policiclicos o disruptores endécrinos como el EEz,
pueden atravesar las membranas por difusion pasiva. Es posible identificar si una sustancia dada
atraviesa las membranas por difusion o con la asistencia de un trasportador por la relacion entre
la concentracion del contaminante y la velocidad de ingreso. En aquellas sustancias que lo hacen
por difusién simple dicha relacién es lineal, mientras que en las que lo hacen a través de un
transportador la cinética sigue una funcién de saturacion tipo Michaelis-Menten donde llega un

punto que por mas que aumente la concentracion del contaminante, la velocidad de ingreso no
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aumenta (Vmax) y €n la cual puede calcularse la constante Km que equivale a la concentracion del

contaminante que corresponde con %2 de Vmax (Figura 3.6.).

Vmax ________________________________________________________
T _ Vinax X [Conc.]
Cone. = g+ [Conc.]
< Difusion simple
£ Ve o
=] (d
E I
k-] ] Veone. = a X [Conc.] +b
L .
%3 1
o 1
() 1
= :
1
1
Km

Concentracién (mol/L)

Figura 3.6. Diferencias en la cinética de acumulacién entre un contaminante que atraviesa
la membrana plasmatica por difusién simple o por medio de un transportador.

. . ., d . .
La velocidad de difusion (d—f) a través de las membranas puede ser estimada de acuerdo a la

Ley de difusién de Fick:

dx  AX Dy X Ky X (C, — C)
dt d

Donde, Dm es el coeficiente de difusion (cm?/min), A el area de la membrana (cm?), Kmm el
coeficiente de particibn membrana/medio (en general proporcional a Kow ¥ Koa), Co ¥ Ci es la
concentracion (mol/L) externa (sobre la superficie de la membrana) e interna del contaminante
(aproximadamente igual a la del plasma), respectivamente, y d es el grosor de la membrana (cm).

Sin embargo, la incorporaciéon de un contaminante “in vivo” no sélo depende de la permeabilidad
de la membrana, sino que puede estar limitada por la microcapa de medio estancada, por el flujo del
medio externo o de la sangre, por lo que la expresion anterior puede generalizarse como:

dy

asz(meCi)

Donde, P es el factor de control de difusion, Cm es la concentracion en el medio y Ci la con-
centracion interna. La expresion de P variara de acuerdo a cual sea el factor limitante de difusion,
la membrana, la microcapa de medio estancada o los flujos del medio o de la sangre de acuerdo

a las siguientes expresiones:
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P= w (difusién limitada por la membrana)

DgxA
h

P = K,; X V},; (difusion limitada por el flujo sanguineo)

P=

(difusion limitada por la microcapa)

P =V, (difusion limitada por la ventilacion)

Donde, h es el grosor de la microcapa, Ko es el coeficiente de particién sangre agua, Vi el
flujo sanguineo (cm®min) y Vm el flujo de ventilacion (cm3/min).

La mayor parte de estos estudios han sido realizado con especies acuaticas, particularmente
con peces observando que para contaminantes lipofilicos (log Kow = 3-6) la difusién se ve limitada
por el flujo de ventilacién, para contaminantes hidrofilicos (log Kow <1) el factor limitante es el flujo
sanguineo y para aquellos de lipofilicidad moderada (log Kow = 1-3) la difusidn es proporcional al

Kow, con una eficiencia de difusion similar a la del oxigeno (60%).

Distribuciéon y almacenamiento

En organismos pluricelulares, un contaminante luego de ser incorporado a través de alguna
de las vias de exposicion mencionadas previamente puede pasar al sistema circulatorio y ser
redistribuido (traslocado) a diferentes partes del cuerpo. En los vegetales los contaminantes
luego de ser absorbidos por las raices o las hojas, pueden ser traslocados a otras partes de la
planta a través del xilema (transporte de agua) o el floema (transporte de sabia). En los animales,
la distribucién se da a través de los fluidos circulatorios como la hemolinfa en moluscos y artré-
podos, o el plasma sanguineo en anélidos y diferentes grupos de cordados. La tasa de distribu-
cion a los organos o tejidos es determinada inicialmente por el flujo del fluido circulatorio y la tasa
de difusion fuera del sistema circulatorio y luego por la afinidad del contaminate con determinado
tejido. Por ejemplo, los metales suelen tener mayor afinidad para unirse a las proteinas (Cu, Fe,
Zn, Cd) o la matriz ésea (Pb, Sr), mientras que los compuestos organicos lipofilicos se acumula-
ran en mayor grado en el tejido adiposo (Clordano, DDT, PCBs, PBDEs). Algunos tejidos como
el higado suelen expresar proteinas especiales que les brindan una mayor capacidad de acumu-
lar ciertos contaminantes como el caso de las metalotioneinas que posee una afinidad particular
por los metales o la ligandina por los acidos organicos. El plasma no sélo cumple un papel im-
portante en la distribucién de los contaminantes, sino que, ademas las proteinas que lo compo-
nen se unen a ellos actuando como un depdsito de almacenamiento. En la Figura 3.7. se muestra
un proteinograma (electroforesis de suero) mostrando los principales grupos de proteinas séricas

y los contaminantes que suelen transportarse unidas a cada una de dichas fracciones.
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Figura 3.7: Proteinograma mostrando los principales grupos de proteinas séricas y los contaminantes a los cuales se

unen, almacenan y distribuyen por el cuerpo de los vertebrados.

Un parametro util a tener en cuenta cuando se considera la distribucion y almacenamiento
de los contaminantes es el volumen de distribucidon (o volumen aparente de distribucion, Vo)
que se ha adoptado de la farmacologia, donde es definido como el volumen tedrico que
contendria la masa de un contaminante equivalente a la concentracion que se observa en el
fluido circulante (ej. plasma). El Vb de un contaminante representa el grado en que éste se
distribuye en el tejido corporal en lugar del plasma. Por tanto, el Vb no es un valor fisioldgico,
sino que es mas bien un reflejo de cdémo un medicamento se distribuira por todo el cuerpo
dependiendo de varias propiedades fisicoquimicas (Ej. solubilidad, carga, tamano, etc.). Su

expresion matematica es:

cantidad total de contaminate en el cuerpo

VD = 7 - .
concentracién del contaminate en el plasma sanguineo

En ecotoxicologia también suele utilizarse como el volumen de medio (agua, aire, suelo,
alimento) que, segun su concentracion, se requeriria para contener una masa total del conta-
minante equivalente a la de la concentracion en el plasma sanguineo. En términos generales

cuanto mas lipofilico el contaminante mayor sera su Vo. Numéricamente el Vo es igual al factor

de bioconcentracion.
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Biotransformacion

Una vez que un contaminante ingresa al organismo, este es susceptible de ser biotransfor-
mado, esto es, ser modificado por la accién biolégica de determinadas enzimas. Tal biotransfor-
macién puede contribuir a la eliminacién, detoxificacidn, secuestro, redistribucién e incluso la
activacion del contaminante haciéndolo mas téxico.

En el caso de los metales y metaloides, los mismos pueden se biotransformados, secuestra-
dos (unidos a ligandos especificos) o biomineralizados. Ciertas bacterias poseen la capacidad
de metilar o etilar el metal como es el caso de la transformaciéon del mercurio idnico a metil-
mercurio. Algunas plantas son capaces de metilar el arsénico (egj. lactato de trimetilarsonio), unirlo
a azucares, betaina o fosfolipidos (ej. O-fosfatidil-lactato de trimetilarsonio). Las plantas también
pueden ligar el selenio a aminoacidos modificados (ej. metil-seleno-cisteina) que pueden ser in-
corporados a proteinas. Ademas de las transformaciones antes mencionadas, los metales pue-
den ser secuestrados por proteinas especificas como las metalotioneinas y fitoquelatinas (plan-
tas), proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteinas. Finalmente, los metales pueden ser
eliminados mediante la biomineralizacién, siendo incorporados de esta forma en el exoesqueleto
calcareo de invertebrados o en la matriz calcarea de los huesos de vertebrados. También pueden
ser biomineralizados en granulos intra (Tipo A, pirofosfatos de calcio y magnesio en matriz de
lipofuscina conteniendo metales clase A e intermedios como Mn y Zn; Tipo B, ricos en sulfuros
conteniendo metales clase B como Cu, Cd, Ag, Hg, y Zn y Tipo C ricos en hierro producto de la
ferritina) y extracelulares (Tipo D, de carbonato de calcio). En general los granulos suelen estar
asociados con el intestino medio, glandula digestiva hepatopancreas, tubulos de Malpighi y rifidn
de invertebrados u otras células especializadas de invertebrados o tejido conectivo de vertebra-
dos e invertebrados.

En el caso de los contaminantes organicos, el proceso de biotransformacion generalmente
consiste en modificar la molécula desde una forma mas lipofilica en otra mas hidrofilica (a ex-
cepcion de la metilacion y acetilacion) con el objeto de facilitar la eliminacion de la misma del
cuerpo. Las reacciones que intervienen en dicho proceso se dividen en aquellas de Fase | y las
de Fase Il. Las de Fase | generan, mediante reacciones de oxidacion, reduccion e hidrdlisis, un
metabolito mas hidrofilico y reactivo para subsecuentes transformaciones en la fase siguiente.
En general ello conduce a metabolitos menos toxicos y mas faciles de eliminar, pero en algunos
casos puede generar la activacion del contaminante generando un metabolito mas téxico que el
compuesto parental. Ello ocurre con los pesticidas organofosforados generando un metabolito
reactivo, el “oxon”, que inhibe a la enzima acetilcolinesterasa en las sinapsis colinérgicas. La
oxidacién del benzo(a)pireno, la aflatoxina y el cloruro de vinilo genera metabolitos reactivos que
se unen al ADN. Ademas, la biotransformacién de Fase | puede resultar en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ej. radical superéxido, O2’) causando estrés oxidativo en la célula
y peroxidacion lipidica. Los xenobidticos susceptibles de ser biotransformados por el sistema de
detoxificaciéon de Fase | suelen ser moléculas hidrofobicas relativamente pequefias, siendo una

excepcion los compuestos organicos fuertemente halogenados (Ej. dioxinas, PCBs) que suelen
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ser refractarios a las reacciones de biotransformacion de Fase |, presentando tiempos de resi-
dencia mas prolongados ya que pueden ingresar a las células por difusion pasiva y ser almace-
nados, pero no eliminados efectivamente, siendo asi, persistentes y bioacumulables.

Las reacciones de Fase Il generan, mediante reacciones de conjugacion (unién covalente)
con acidos organicos (ej. glucurénico, sulfénico) o zwitteriones (glutation o aminoacidos como la
glicina, taurina y glutamina), metabolitos mas inactivos y faciles de exportar por los sistemas de
transporte activos mencionados previamente. La conjugacion de metabolitos activados reduce o
incluso elimina su efecto téxico. Las reacciones de Fase Il son de tipo sintética por lo que requie-
ren de energia que es provista por la activacion previa del conjugado endégeno o del propio
xenobiodtico. Algunos autores incluyen, ademas, una Fase lll de detoxificacién dada por la elimi-
nacioén de los contaminantes a través de los sistemas de transportadores de membrana mencio-
nados en la seccion previa.

El sistema de biotransformacion esta conformado por un nimero limitados de enzimas con
una amplia especificidad de sustrato por lo que suele presentar una gran superposicion en los
sustratos que metabolizan y muchas forman parte de vias normales de metabolitos endégenos,
como es el caso de las enzimas del citocromo P450 en el metabolismo de los esteroides. Algunas
de ellas son inducidas por la presencia de los propios xenobiéticos, pero otras se expresan de
forma constitutiva. Pese al amplio espectro de sustratos que son capaces de metabolizar, algu-
nas de ellas poseen estereoselectividad, siendo capaces de diferenciar entre estereocisémeros
de los contaminantes, metabolizando ciertos isdbmeros con mayor velocidad que otros. Ademas,
presentan variaciones entre especies. Los peces, al poder excretar los téxicos sin biotransformar
via branquial, posen un sistema de biotransformacion de Fase | menos eficiente que el de los
organismos terrestres. Entre éstos, los insectos fitéfagos lo poseen mas desarrollado dado que
las plantas de las que se alimentan poseen compuestos que actian como xenobidticos. Incluso
para una misma especie existen diferencias en la capacidad de detoxificaciéon debido a polimor-
fismos genéticos de las enzimas del sistema de biotransformacion. Se han observado, ademas,
diferencias vinculadas con el sexo de los individuos. Los factores ambientales también pueden
generar variaciones comparables a las genéticas y las interacciones entre contaminantes con
acciones antagonicas o sinérgicas pueden tener un papel muy importante.

En cuanto a su localizacion celular, las enzimas que conforman el sistema de biotransforma-
cion pueden ser citosélicas, mitocondriales, microsomales, de membrana plasmatica, hallarse en
el plasma sanguineo o incluso en la microflora bacteriana. Asi mismo, estas enzimas pueden
expresarse de forma diferente en los distintos tejidos de un organismo. En general, suelen ha-
cerlo en mayor proporcion en el intestino e higado de vertebrados o el hepatopancreas, cuerpos
grasos o intestino de invertebrados. Si bien estos sistemas se hallan también en las plantas, su
actividad es mucho menor que en los animales.

Existe un gran numero de enzimas presentes en diferentes tejidos y compartimientos subce-
lulares que se hallan involucradas en los procesos de biotransformacion de los xenobiodticos (Ta-
bla 3.1.). En relacién a las reacciones de Fase |, uno de los principales sistemas de biotransfor-

macion es el de las enzimas monooxigenasas del complejo citocromo P450 (posee un grupo
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hemo con Fe*?), a veces también referido como oxidasa de funcion mixta (MFO), que se encuen-
tra localizado en la membrana del reticulo endoplasmico liso. En vertebrados es mas abundante
en el higado y en invertebrados en el hepatopancreas y glandula digestiva, pero puede expre-
sarse en casi todos los tejidos. En peces expuestos a xenobidticos puede ser inducido en la
branquiay el intestino, que son importantes sitios de incorporacién de lo xenobidticos. El sistema,
no solo biotransforma a los xenobidticos, sino que ademas interviene en el metabolismo de hor-
monas esteroideas, prostaglandinas, sales biliares y acidos grasos. Los componentes que con-
forman el sistema son: el citocromo P450, la NADPH-citocromo-P450 reductasa, el citocromo bs
y la NADH-citocromo bs reductasa. La especificidad de sustrato esta controlada por las diferentes
isoformas de P450 y para su funcionamiento necesita NADPH, O2 y fosfolipidos. El sistema ca-
taliza reacciones de oxidacion haciendo a los xenobidticos mas hidrosolubles. La principal reac-

cion que catalizan la monooxigenasas del P450 es la hidroxilacion de los xenobidticos:

NADPH - NADP*
RH + 0, - ROH + H,0

Sin embargo, también intervienen en reacciones de epoxidacion, desalquilaciéon, desamina-
cion, sulfoxidacion y desulfuracion.

Otra familia de proteinas monooxigenasas son las que contienen flavinas, también se en-
cuentran el reticulo endoplasmico liso y se especializan en la oxidacion de xenobidticos conte-
niendo grupos nitro o sulfuro como aminas aromaticas y pesticidas organofosforados y carbama-
tos. También requieren de NADPH y Oz para su funcionamiento y, a veces, suele ser dificil dife-
renciarlas de la actividad del P450. Se cree que son mas importantes en moluscos donde la
actividad del P450 es mas baja.

En condiciones de bajos tenores de Oz, se ha observado que tanto las monooxigenasas del
P450 como las flavin-monooxigenasas puede realizar reacciones de reduccion, actuando por
ende como reductasas. La reduccion de compuestos halogenados conduce a deshalogenacion
(ej. conversién de p,p’-DDT a p,p’-DDD).

Otro grupo de enzimas de relevancia en la biotransformacion de xenobiéticos son las epéxido-
hidrolasas que también es predominante en el reticulo endoplasmico liso, aunque también hay
variantes citosdlicas y de membrana plasmatica. La enzima cataliza la hidratacion de una gran
variedad de epdxidos aromaticos y alifaticos. Las epdxido-hidrolasas del reticulo endoplasmico
suelen biotransformar epéxidos generados por las monooxigenasas microsomales, sustancias que
como se ha dicho son altamente electrofilicas y que en contacto con el DNA forman aductos con
efectos carcinogénicos. Estas enzimas se han encontrado en todas las especies, siendo especial-
mente abundantes en el higado de los vertebrados y el hepatopancreas de los invertebrados.

Un grupo particularmente relevantes desde el punto de vista ambiental de enzimas de bio-
transformacion de Fase | con las hidrolasas de la familia de las carboxilesterasas, colinesterasas
y paraonoxonasas, aunque por cierto no son las Unicas enzimas hidroliticas involucradas en pro-
cesos de biotransformacién. Las carboxilesterasas y colinesterasas corresponden al grupo de

las serin esterasas porque en su sitio catalitico poseen un residuo nucleofilico de serina. Este
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sitio activo puede interactuar con el grupo fosfato de compuestos organofosforados (OP) y en

base a ello Aldridge clasificé en 1953 a estas enzimas en esterasas de Tipo A, B y C, depen-

diendo si la enzima lo hidroliza, se ve inhibida o no interactia de ninguna manera con el OP,

respectivamente. Mientras que un grupo de Paraoxonasas pertenece al Tipo A, las carboxileste-

rasas Y las colinesterasas pertenecen al Tipo B.

Tabla 3.1. Reacciones de biotransformacion de los xenobiéticos y localizaciones subcelulares

Reaccion Enzima/Reaccién especifica Localizacién celular
Hidrdlisis Carboxilesterasa Microsomas, citosol, lisosomas, sangre
Butirilcolinesterasa Plasma, mayoria de los tejidos
Acetilcolinesterasa Eritrocitos, mayoria de los tejidos
Paraoxonasa Plasma, microsomas, membrana mitocondrial
interna
Fosfatasa Alcalina Membrana plasmatica
Peptidasa Sangre, lisosomas
B-glucuronidasa Microsomas, lisosomas, microflora
Epoxido hidrolasa Microsomas, membrana plasmatica, citosol
Reduccion Reduccién azo y nitro Microflora
Reduccion carbonilo (aldo/ceto) Citosol, microsomas, sangre
Reduccién disulfuro Citosol
Reduccion sulféxidos Citosol
Reduccién quinonas Citosol, microsomas
Dihidropirimidina deshidrogenasa Citosol
Deshalogenacion reductiva Microsomas
Deshidroxilaciéon Mitocondria
Deshidroxilacién (aldehido oxidasa)  Citosol
Oxidacion Alcohol deshidrogenasa Citosol
Aldehido deshidroge- Mitocondria, citosol
nase Citosol
Aldehido oxidasa Citosol
Xantina oxidorreductasa
Amino Oxidasas (Clase Membrana mitocondrial externa, plaquetas
1) Citosol, peroxisomas, plasma
MAO-A and B Citosol, nucleo
PAO
SMOX Citosdlica, formas asociadas a membrana
Amino Oxidasas (CuAOs) (Clase Il)  Microsomas, matriz extracelular
SSAOs (ej. AOC3) Matriz extracelular
DAOs Microsomas, lisosomas, saliva
LOs Microsomas
Peroxidasas Microsomas, mitocondria
Flavin-monooxigena-
sas
Citocromo P450
Conjugacion  UDP-glucuronosiltransferasa Microsomas
Acil-CoA sintetasa Mitocondria
Sulfotransferasa Citosol

Glutatién transferasa
Amino acido transferasa
N-acetiltransferasa
Metiltransferasa

Citosol, microsomas, mitocondria
Mitocondria, microsomas
Mitocondria, citosol

Citosol, microsomas, sangre
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Las carboxilesterasas son predominantemente microsomales y se encuentran en una
gran variedad de tejidos entre los que se halla el higado, intestino y riAdn. Las carboxileste-
rasas intervienen, por ejemplo, en la hidrélisis de los insecticidas piretroides (ej. trans-per-
metrina). La hidrdlisis de los xenobidticos por carboxilesterasas no siempre conduce a la
detoxificacion, si no que puede convertir al compuesto en una sustancia carcinogénica. Entre
las colinesterasas se pueden distinguir dos tipos, la acetilcolinesterasa (AchE) y la butiril-
colinesterasa o pseudocolinesterasa (BCHE). Ambas pueden ser encontradas en diversos
tejidos y BCHE suele ser mas abundante que AchE (ej. en plasma), salvo en cerebro y
musculo donde AchE interviene en la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina. BCHE es
menos especifica en cuanto los sustratos y por ende posee un papel mas importante que
AchE en la biotransformacion de xenobidticos. La BCHE plasmatica es de relevancia en li-
mitar la cantidad de neurotoxinas colinérgicas, como los insecticidas OP (ej. clorpirifds) que
han sido transformados a oxon por el citocromo P450, los insecticidas carbamatos o incluso
toxinas naturales como la anatoxina producida por las cianobacterias, que puedan alcanzar
la AchE en el cerebro. Por ultimo, las paraoxonasas, esterasas del tipo Tipo A dependientes
de Ca*?, catalizan la hidrdlisis de un gran nimero de organofosforados, esteres de acidos
carboxilicos aromaticos, carbonatos ciclicos, lactonas y fosfolipidos oxidados. Poseen un
grupo sulfhidrilo que puede ser inhibido por Cu*? y compuestos mercuricos. Puede hallarse
en los microsomas hepaticos o en el plasma y una de sus variantes posee una importante
actividad arilesterasa que le permite hidrolizar eficientemente el metabolito oxén de los in-
secticidas OP (Ej. paratién, diazinén, clorpirifés). Existe una gran diferencia entre especies
en los tipos de esterasas que expresan en los diferentes tejidos. En particular los humanos
no expresan carboxilesterasas en plasma, contrariamente las aves poseen poca o nula ex-
presion de paraoxonasas en dicho biofluido y algunos insectos directamente no presentan
niveles mesurables de tales enzimas.

En cuanto a las reacciones de Fase Il, las UDP-glucuronosil-transferasas microsomales
cumplen una importante funcion en la conjugacion del acido glucurénico (grupo polar) a una
molécula lipofilica (endégena o metabolito de un xenobidtico biotransformado por reacciones
de Fase I) y que presenta un atomo de hidrégeno labil (ej. oxidrilo). El acido glucurénido es
provisto por un cofactor nucleotidico, el difosfato de uridina que es sintetizado en el citosol.
Los glucurénidos formados se encuentran mayormente en el citoplasma (pH 7,4) como anio-
nes que pueden ser exportados a los canaliculos biliares o a los vasos sanguineos por los
transportadores mencionados previamente (ej. MRD, MRP). Los glucurénidos eliminados por
la bilis al intestino pueden ser alli desconjugados por encimas glucuronidasas y, en cierto
grado, pueden ser reabsorbidos.

Otro grupo importante de enzimas del sistema de biotransformacién de Fase Il son las
sulfotransferasas. Estas enzimas citosdlicas catalizan la transferencia de un grupo sulfo
desde una molécula donadora, en general la fosfoadenosina-fosfosulfato (PAPS) a un grupo

alcohol o amina del xenobidético formando un sulfato o una sulfoamina, respectivamente.
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Tanto el cofactor PAPS como el metabolito sulfatado se encuentran en citoplasma, éste ul-
timo como anién soluble. De forma similar a los glucurénidos, los conjugados sulfatados
pueden ser hidrolizados por sulfatasas.

Quiza una de las mas versatiles enzimas del sistema de Fase Il es la glutatién-s-trans-
ferasa (GST). Esta enzima, es mayormente citosolicas, pero también pueden encontrarse
en reticulo o mitocondria. Si bien se encuentra distribuida en casi todos los tejidos, como en
los casos anteriores, suele ser mas abundante en el higado de vertebrados y el hepatopan-
creas de los invertebrados. Esta enzima catalizan la conjugacion del glutation reducido con
una gran variedad de metabolitos electrofilicos, como los epdxidos formados por el P450, sin
la necesidad de contar con un grupo hidroxilo. El glutation es un tripéptido formado por los
aminoacidos: glutamato, cisteina y glicina. Las reacciones catalizadas por la GST no sélo
incluyen las de epoxido-transferasas si no también arilo y alquilo transferasas. Las conjuga-
ciones con glutation suelen sufrir metabolizaciones subsiguientes previo a la eliminacién, por
ejemplo, siendo el en el rifidén de vertebrados transformado a acido mercapturico previo al a
excrecion en la orina. Por otra parte, la GST, no sdlo cataliza la conjugacion del glutation,
sino que también interviene en el transporte de metabolitos lipofilicos (enddégenos o exége-
nos) a través del citoplasma hacia el sitio de accién de las enzimas de Fase | o en la forma-
cién de uniones covalentes con los epoxidos formados por el metabolismo de Fase |, previ-

niendo asi su interacciéon con el ADN u otras macromoléculas.

Eliminacion

Una vez que los contaminantes ingresan al organismo, se distribuyen por el cuerpo, se acu-
mulan en diferentes 6rganos y eventualmente se biotransforman, una parte de ellos sera final-
mente eliminada por diferentes vias y mecanismos dependiendo del contaminante y del tipo de
organismo. En organismos unicelulares los contaminantes dependiendo de su peso molecular,
lipofilicidad, estado de ionizaciéon y via de biotransformacion, seran eliminados por difusion pasiva
o0 mediado a través de transportadores especificos ya sea de forma activa o pasiva. En las plan-
tas la eliminacion de los contaminantes podra darse también por difusién a través de las raices
o las hojas, incluso aquellos con alta presion de vapor podran difundir en forma gaseosa por los
estomas. Sin embargo, por lo general los sistemas de eliminacion de las plantas suelen estar
limitados por la pared celular y muchos contaminantes son acumulados en las vacuolas y luego
eliminados al perderse las hojas o incluso por accion de la herbivoria.

En los organismos acuaticos las branquias y el tegumento pueden tener un papel impor-
tante en la excrecion. En los peces la eliminacion de contaminantes de baja lipofilicidad (log
Kow 1-3) por la branquia suele ser rdpida mientras que, mas lentamente, también resulta una
via de excrecion importante para compuestos mas lipofilicos que no son facilmente biotrans-
formados tales como DDT, di-etil-ftalatos, fenol y pentaclorofenol. En artrépodos ciertos me-

tales pueden ser excretados a través de la muda y en moluscos a través de los granulos que
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forman los caparazones. En los anfibios los contaminantes pueden difundir a través de la
piel. En los animales terrestres el intercambio a través de la piel es mas dificil ya que suelen
estar recubiertos por elementos tegumentarios (escamas, plumas, pelos) que reducen el in-
tercambio. Sin embargo, en las aves las plumas pueden ser una via de eliminacion de meta-
les como el Pb y el Hg. En los mamiferos ciertos metaloides y metales como (ej. Hg) pueden
ser eliminados en el pelo. En los animales terrestres los contaminantes volatiles pueden
exhalados por las vias respiratorias durante el intercambio gaseoso. Las secreciones tam-
bién pueden ser una via de eliminacién de contaminantes. En los mamiferos, los contami-
nantes lipofilicos (ej. DDT) o metales analogos del calcio (ej. Sr) pueden ser eliminados a
través de la leche. Los desoves o partos pueden ser también vias de eliminacién de conta-
minantes que se asocian al vitelo (ej. peces aves y anfibios) o que forman parte de las propias
crias (mamiferos y otros organismos viviparos) que pueden acumular contaminantes lipofili-

cos como los PCBs o el DDT.

Si bien no se trata estrictamente de un mecanismo de eliminacion, un factor a tener en cuenta
al evaluar la acumulacion de un contaminante es la dilucion por crecimiento. Este fenémeno
es especialmente importante para aquellos organismos que crecen muy rapido y contaminantes
que poseen altos pesos moleculares y Kow muy elevados que suelen requerir de tiempo muy
prolongados para alcanzar el equilibrio.

En los vertebrados, fundamentalmente en los terrestres, las principales vias de eliminacion
de los contaminantes suelen ser la urinaria y la biliar. Aqui el peso molecular del contaminante
ha demostrado ser de relevancia ya que aquellas moléculas con pesos moleculares <300 Da
suelen ser excretados por via renal, mientras que las >600 Da lo hacen por via biliar. El con-
taminante que ha ingresado al organismo por alguna de las vias descritas (epidérmica, respi-
ratoria o digestiva), se ha distribuido a través del sistema circulatorio (sanguineo, linfatico),
generalmente unido a proteinas de transporte, y se ha almacenado en diferentes tejidos donde
puede ser biotransformado de forma tal de hacerlos mas hidrosolubles y que puedan ser eli-
minados de las células mediante sistemas de transporte activo como las MRD (P-gp) o MRP
nuevamente al sistema circulatorio (no unidos a proteinas) para finalmente ser excretados en
organos especificos, como el higado y el rifién. En el rifdn, el proceso de excrecion involucra
tres procesos, i) la filtracion glomerular que se produce a través de los poros de los capilares
sanguineos (aproximadamente 70 nm) que dejan pasar moléculas hasta 60 kDa (mas pequefia
que la albumina) y por tanto contaminantes unidos a proteinas plasmaticas no seran filtrados
y s6lo pasaran a través de los capilares aquellos solubilizados en el plasma o unidos a protei-
nas de menor tamano; ii) el transporte pasivo que ocurre a través de los tubulos, un mecanismo
menos relevante que la filtracion del glomérulo, vy iii) la secrecién por transporte activo a través
de los tubulos proximales a nivel de los transportadores mencionados previamente que se
expresan selectivamente en las membranas basolaterales y apicales de las células epiteliales
de los tubulos y regulan no sélo la excrecion de xenobidticos desde la sangre (ej.
OAT/OATP/OCT basolaterales y MRD/MRP/MATE apicales) si no también su reabsorcién
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desde la orina (ej. OAT/URAT/OCTN/PEPT apicales y MRP basolateral). La recaptacion de Cd
unido a metalotioneinas en los tubulos proximales ha sido asociado a la nefrotoxicidad de dicho
metal. La otra via importante de excrecién es a través de la bilis que se produce en el higado
debido a que dicho érgano posee un papel importante en la detoxificacién de contaminantes
que ingresaron por la via digestiva, dado que a través del sistema de circulacion portal las
sustancias absorbidas desde el intestino a la sangre pasan por el higado siendo alli incorpora-
das por los hepatocitos, biotransformadas y excretadas a la bilis antes de que puedan distri-
buirse y alcanzar otros 6rganos blanco en lo que se denomina “efecto de primer-paso”. En los
hepatocitos, la incorporacion de aquellos contaminantes que no ingresan por difusion pasiva
se da a través de transporte activo en el que intervienen diversos transportadores como OATP,
OAT, OCT y NTCP mientras que en la excrecion hacia la bilis intervienen transportadores como
MRP en el transporte de aniones organicos (ej. conjugados con acido glucurénido y glutation),
MRD para bases organicas, MATE especialmente para cationes organicos y BCRP para con-
jugados sulfatados.

Bioacumulacion de los contaminantes.

Es importante comprender y poder predecir la acumulaciéon de los contaminantes en la biota
porque finalmente los efectos que estos causan son consecuencia de las concentraciones efec-
tivas presentes en los érganos o tejidos blanco. Ademas, conocer como los diferentes contami-
nantes se acumulan en aquellos organismos de interés para el consumo permite prevenir poten-
ciales riesgos para la salud humana.

Resulta importante distinguir entre los términos bioacumulacién y bioconcentracion. La
bioacumulacioén refiere a la acumulacion de un contaminante en un organismo desde cual-
quier fuente de exposicion incluyendo aire, agua y alimento. El término bioconcentracion,
mas restringido, proviene de la toxicologia acuatica y hace alusién a la acumulacién sélo
desde el medio (ej. agua).

La bioacumulacién debe ser entendida como la consecuencia neta de los procesos de absor-
cion, distribucion, biotransformacion y eliminacion dentro de un individuo (Figura 3.8.).

Diferentes modelos pueden utilizarse para representar la acumulacion de los contaminantes
en la biota. Una de las aproximaciones mas simples utilizadas para contaminantes organicos es
un modelo que considera el reparto, en el equilibrio, del contaminante entre la biota y el medio

dado por la siguiente expresion:

Donde, K, es el factor de bioconcentracion, C,.4la concentracion del contaminante en el or-

ganismo y C,, la concentracion del contaminante en el agua (o el medio externo). Para contami-
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nantes organicos se ha observado una relacion directa entre K, y K,,, (constante de reparto oc-
tanol/agua), siendo una de las regresiones lineales mas utilizadas entre ambas variables la de
Mackay (1982):

Korg = 0,048 X Ky,

En dicho modelo el organismo se considera como un unico compartimiento homogéneo en-
globado por una membrana lipidica y conteniendo una mezcla de agua lipidos con propiedades
semejantes a las del octanol y asume que el toxico es no reactivo ni metabolizable. Dicha regre-
sion ha sido apropiada para describir la acumulacién de contaminantes con un log K,,,, entre 3y
6, como se discutiera en una de las seccione precedentes, y para organismos como peces pe-

quefos con un contenido de lipidos del 7,6%.

Aire

Alimento

Figura 3.8. Esquema conceptual simplificado de los procesos que determinan la acumulacion de los contaminantes
en la biota
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El factor de bioconcentracion también puede expresarse en términos de la fugacidad (f), un
concepto termodinamico que puede entenderse como la presién parcial o tendencia a escapar
de una fase de una sustancia. La relacién entre la concentraciéon de una sustancia en una fase y

la fugacidad viene dada por:

C=fXxZ

Donde, C es la concentracion (mol/m3), f la fugacidad (P,) y Z la capacidad de fugacidad
(mol/m3 x P,). En el equilibrio, la fugacidad de una sustancia en dos fases diferentes es equiva-

lente: f,g = fiw Y, por lo tanto:

Otra aproximacion es a través de un modelo de cinética de trasferencia de masas o toxicoci-
nético. Desde la ecotoxicologia, se puede definir a la toxicocinética como el analisis cuantitativo
de la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién de los contaminantes mediante la medi-
cion y modelado de las concentraciones en el organismo (o sus tejidos) en funcién del tiempo.
En los modelos toxicocinéticos, se considera que cuando la distribucién del contaminante entre
las dos fases no se encuentra en equilibrio termodinamico, existira una transferencia de masas
en favor del gradiente de concentracion en favor de alcanzar el equilibrio. En el modelo mas
simple con las caracteristicas previamente mencionadas, un unico compartimiento mezcla de
agua y lipido similar al octanol, la tasa de cambio en la concentracion del contaminate en el
organismo estara dada por la resultante entre la tasa de ingreso menos la tasa de eliminacion

segun la expresion:

dCorg
dt

=Ky X Cy — Ko X Copyg

Donde, K,, es la constante de ingreso (Kg x L™! x h™1), C,, la concentracién del contaminante
en el agua (o el medio externo), K, es la constante de eliminacién (h™!) y C,,4 la concentracién
del contaminante en el organismo. De aqui puede verse que la tasa de incorporacion del conta-

minate depende de la concentracion del contaminante en el agua:

dCorg

=Ky X G,y

mientras que la tasa de eliminacion depende de la concentracién en el tejido:

dac,
% = —K, X Corg
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Segun esta ecuacion, la velocidad de eliminacion se estima de un modo analogo a la veloci-
dad de salida del agua por un orifico inferior de un tanque de almacenamiento, la cual depende
del volumen de agua dentro del tanque. La concentracion del contaminante en un momento dado
estara dada la integral de dicha funcién, que es una exponencial negativa:

Corg = Corg(to) X e_KeXt ~1n Corg =In Corg(to) — Ke Xt

El tiempo para que la concentraciéon en el tejido alcance la mitad sera t: = ani = 0.693 x
2 2

K,. Si se consideran simultdneamente ambas fases, la de incorporacion y eliminacion la concen-

tracion del contaminante en el organismo en un momento dado puede estimarse como:
K
Corg = K—“ X C,y X (1 — e Kext)
e

Una representacion de como varia la concentracién en el organismo en las fases de acumu-
lacién y eliminacion en funcién del tiempo de exposicion pueden apreciarse en la Figura 3.9.
Segun el modelo la velocidad de ingreso y egreso del contaminante se equiparan a tiempo infinito
(Cmax €N el equilibrio) y donde e Xet = 0 y por tanto de la relacién entre K, y K,, se obtiene el

factor de bioconcentracion:

Corg _ Ku _
Co Ko 7
A
Fase acumulacion Fase eliminacion
C Coax T Y4 \

o

£
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E

c —

0 i

= 1
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5 |

c
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Figura 3.9: Modelo toxicocinético de acumulacion de los contaminantes en la biota
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Al modelo pueden incorporarsele mas de una fuente de exposicion y mas de un comparti-

miento de eliminaciéon como sigue:

KuXCW+0:R><Cf
= X

C — 1-— e_(Kel"'KeZ)Xt
org Kel + Kez ( )

Donde a=porcentaje de asimilacion, R cantidad de alimento ingerido, C; concentracion en el
alimento, K,y +K,, las constantes de eliminacion de cada compartimiento. La ecuacién genera-

lizada estaria dada por:

moCoX Ky

j=1= uj =30 Keixt =30 Keixt
Corg # X (1 —e 21_1 eiX ) + Corg(to) X e ZL_l eiX
Zi:l ei

Donde ademas se agrega una C, como una concentracion inicial del contaminante dife-

Tg(to)
rente de 0. A medida que los modelos se complejizan se requiere mayor informacion para satis-
facer sus parametros y por tanto la utilidad de estos modelos sera un compromiso entre su ca-
pacidad de prediccién y su simpleza.

Desde un punto de vista regulatorio, existen diferentes criterios para establecer si una
sustancia es bioacumulable o no. En el marco del control de sustancias peligrosas, para
establecer el perfil PBT (Persistencia-Bioacumulacién-Toxicidad) de una sustancia en rela-
cién con la Ley de Control de Sustancias Toéxicas (Toxic Substances Control Act) de Estados
Unidos, la USEPA (United States Environmental Protection Agency) establece como criterios
que una sustancia no es bioacumulable si su valor de K, es <1000, es bioacumulable si el
valor de K, se encuentra entre 1000 y 5000 y es muy bioacumulable si el valor de K, es >
5000. En el marco del Reglamento para el Registro, Evaluacion, Autorizacién y Restriccion
de Sustancias Quimicas (REACH), la Agencia Europea de Sustancias Quimicas (ECHA) es-
tablece que una sustancia es bioacumulable si K, es > 2000 (criterio B) y muy bioacumulable

cuando K, es > 5000 (criterio vB).

Relacién entre acumulacion y toxicidad

La relacion entre la concentracion de un contaminante en su sitio blanco suele ser dificil
de obtener y por tanto la concentracion total de la sustancia en el organismo suele ser utili-
zada como una estimacion substituta. El residuo corporal critico (CRB) o concentracion
efectiva interna (IEC) ha sido definido por McCarthy como la concentraciéon molar por peso
corporal del organismo que provoca un punto final téxico definido. Si ese punto final es la

letalidad se lo conoce como residuo corporal letal (LBR), concentracién letal interna (ILC)
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o carga corporal letal (LBB). Para compuestos organicos lipofilicos (Kow >2) la concentra-
cion interna asociada a una mortalidad del 50% se puede relacionar, en el equilibrio, con el

factor de bioconcentraciéon y la CL50 a través de la expresion:
ILC5o = FBC X LCsy
En tanto que en el modelo cinético la relacién quedaria establecida por:

Corg = ILCso X (1 — e7Ket)

Biomagnificacion de los contaminantes

En los ecosistemas, las diferentes especies de una comunidad bioldégica se relacionan
unas con otras a través de las redes troficas que establecen que especies se alimentan, o
son alimento, de cuales otras. Sin embargo, desde el punto de vista de la acumulacién de
los contaminantes, no es tan relevante el concepto de red tréfica (quien se come a quien)
sino que resulta mas importante conocer el nivel tréfico en el que se encuentra un organismo
determinado y como es la acumulacion del contaminante en los organismos de un nivel tré-
fico respecto a los de otro nivel tréfico (Figura 3.10.). En cualquier ecosistema se reconocen
los siguientes niveles troficos: productores primarios, consumidores de primer orden, consu-
midores de segundo orden, consumidores de tercer orden, etc., y descomponedores. Los
productores primarios (ej. plantas terrestre y acuatica, algas, fitoplancton) son aquellos or-
ganismos fotoautétrofos, o sea que pueden captar la energia luminica proveniente del sol
para fijar CO: y sintetizar moléculas organicas como azucares que posteriormente se utiliza-
ran como fuente de energia y para generacion de biomasa. Esos organismos autétrofos ser-
viran de alimento a los consumidores de primer orden (herbivoros terrestres y acuaticos,
zooplancton), estos utilizaran las moléculas organicas sintetizadas por los productores pri-
marios como fuente de energia y materia para su propio crecimiento y desarrollo. Los con-
sumidores de segundo orden se alimentaran de los de primer orden y los de tercer orden de
los de segundo orden y asi hasta llegar a los predadores tope, consumidores que se encuen-
tran en la cima de la piramide alimentaria y que no poseen otros organismos que preden

sobre ellos, en estado adulto y de forma significativa.
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Figura 3.10: Diferencia entre red tréfica (Panel superior) y niveles tréficos (Panel inferior) en los ecosistemas.

Dado que los organismos suelen alimentarse de mas de una especie, que muchos son omni-
voros (se alimentan tanto de plantas como de animales) y que existe cierta flexibilidad dependiendo
de las caracteristicas del ecosistema, no siempre resulta sencillo determinar el nivel tréfico que
ocupa una especie en particular y el mismo puede cambiar de un ecosistema a otro. Para posicio-
nar a una especie en un nivel tréfico, resulta de gran utilizad aprovechar la discriminacion isoto6-
pica del C, N y S, fenémeno por el cual los isétopos pesados (3C, '°N, 3*S) se encuentran en las
biomoléculas (ej. proteinas, acidos nucleicos) se enriquecen respecto a los livianos (2C, "N, 32S)
en cada transferencia trofica, debido a que éstos ultimos son excretados del cuerpo mas rapida-
mente. En particular la relacién entre los isétopos del nitrégeno son los que mejor se adeciian como
indicadores de nivel tréfico empleando la variacién en la concentracion de ambos is6topos en un

organismo respecto a dicha relacién en el aire segun la siguiente ecuacion:
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1
Nmuest‘ra

4
Nmuestra -1

§5N = 1000 x

5y .
aire

14
Naire

Las unidades de la variacion en §1°N se expresan en partes por mil. La diferencia de los
valores de §'°N entre niveles troficos suelen ser muy variable, oscilando ente 1,3 %o y 5.3 %o,
pero en promedio se toma com o 3,4 %e..

A partir de los valores de §'°N se puede estimar el nivel tréfico (TL) de un organismo en el

ecosistema a través de la ecuacion:

15 15
6 Nconsumidor -6 Nproductor primario
ISN

TLconsumidor =

La diferencia de §*°>N entre consumidores y productores se utiliza para calcular el factor de
enriquecimiento, que indica el incremento en de un nivel tréfico a otro §1°N.

Los is6topos del C suelen ser un complemento util a la hora de entender la fuente de carbono,
sobre todo en ecosistemas acuaticos ya que la tasa fijacién de '“C y "3C por las plantas Cz y C4
y en la disolucién del CO:2 es diferente y por tanto con el §3Nes posible saber si el origen de la
materia organica es principalmente aléctono (aporte terrestre) o autéctono (fijacion acuatica).

La biomagnificacion puede definirse como el incremento de la concentracién de un conta-
minante de un nivel tréfico a otro. Las razones que contribuyen a explicar porque hay contami-
nantes que se biomagnifican se vinculan a que los predadores suelen vivir mas tiempo que las
presas, que su tamafo es mayor, que poseen un mayor contenido lipidico y que su crecimiento
es mas lento y por tanto la dilucidon del contaminante por crecimiento menor.

Una forma relativamente simple de identificar rapidamente si un contaminante es capaz o no
de biomagnificarse es comparar la concentraciéon del contaminante en un organismo ubicado a
un nivel tréfico bajo contra la concentracion en un predador tope, si las concentraciones son
similares dificilmente el contaminante se esté biomagnificando, si por el contrario las concentra-
cion del contaminante son mucho mayores en el predador tope, muy probablemente estemos
frente a un contaminante que tiene la capacidad de biomagnificarse. La forma de calcular de
manera mas precisa si un contaminante se biomagnifica o no es a través del factor de biomag-

nificacién calculado del siguiente modo:

Donde, B es el fator de biomagnificacion, Cn la concentracién en los organismos de nivel trofico
ny Cn1 en los organismos del nivel tréfico inmediatamente anterior. El factor de biomagnificacion

también puede ser expresado en funcién de los pardmetros del modelo de toxicocinética segun:
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Donde, a es la eficiencia de asimilacién, R la tasa de alimento consumido (Kg/d) y K, la cons-
tante de eliminacién. Mas comunmente el factor de biomagnificacion se obtiene a través de mo-
delos de regresion lineal entre el logaritmo de la concentracion del contaminante respecto a es-
pecies del ecosistema ubicadas en diferentes niveles tréficos por su §'°N, de acuerdo a la si-

guiente ecuacion:

logC =6"Nxb+a

Donde b, es la pendiente de biomagnificacién tréfica (TMS).
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Figura 3.11: Relacion entre los valores de 8°N en diferentes especies que ocupan distintos niveles tréficos en tres lagos
hipotéticos de la regién pampeana (Panel A). Valores de §'°N para una misma especie de pez (ej. Odontesthes bonariensis)
que ocupa diferentes niveles tréficos en los distintos lagos (Panel B). Relacion entre el nivel tréfico dado por el valor de
8Ny la acumulacién de un contaminante que se biomagnifica en diferentes especies de un mismo lago (Panel C).
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Si en lugar de §°N se utiliza el nivel tréfico (TL), la expresion queda como sigue:
logC=TL Xb+a

Resulta importante reconocer que el nivel tréfico de una especie puede variar de un ambiente
a otro, por consiguiente, su identificacion a partir de los niveles de §'°N contribuyen a una esti-
macion mas precisa del factor de bioconcentracion (Figura 3.11.).

Cuando existe biomagnificacion el valor de la pendiente sera b>0. En contraposicién, algunos
contaminantes pueden presentar dilucion tréfica cuando en lugar de aumentar la concentracion
a través de los niveles tréficos, la concentracion disminuye y entonces b<0. Como referencia, los
valores de b para el mercurio, elemento que se biomagnifica marcadamente, encontrada en un
meta analisis realizado sobre datos de las redes troficas de 69 ecosistemas acuaticos alrededor
de todo el mundo (Lavoie et al., 2013), arroj6 valores promedio para el mercurio total (THg) y el
metilmercurio (MeHg) de 0,1610,11 y 0,24+0,08, respectivamente, siendo la pendiente clara-

mente mayor para la especie metilada.
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