CAPITULO 4
Bases sobre los efectos toxicos inducidos
por los contaminantes

Pedro Carriquiriborde

En los capitulos previos, se ha explicado como los contaminantes que ingresaron al ambiente
y se distribuyeron en los diferentes compartimientos ambientales pueden estar mas o menos
biodisponibles para ingresar a los organismos, distribuirse por el/los sistema/s circulatorio/s, dis-
ponerse en los diferentes tejidos, biotransformarse, eliminarse y eventualmente acumularse res-
pecto a las concentraciones externas. En el presente capitulo analizaremos como esos contami-
nantes almacenados en los tejidos pueden interactuar con las biomoléculas generando efectos
téxicos sobre los organismos que se manifiestan a diferentes niveles de organizacién y en fun-
cion de la concentracion y tiempo de exposicion. En tal sentido, primero se describiran los me-
canismos de accion de los contaminantes para luego abordar los efetos adversos que se pueden
manifestar a nivel molecular, bioquimico, histolégico, fisiolégico y como ello puede afectar as-
pectos fundamentales para la viabilidad de las poblaciones como es la supervivencia. En capitu-
los subsiguientes se abordaran los efectos subletales que afectan el desempefio bioldgico de los

organismos (desarrollo, crecimiento, comportamiento y reproduccion).

Mecanismo y modos de accion de los contaminantes

Desde que un contaminante ingresa al organismo interactuara con las diferentes biomolécu-
las (lipidos, hidratos de carbono, proteinas o acidos nucleicos) que constituyen las células y ma-
triz extracelular de los tejidos. De acuerdo a su naturaleza, cada contaminante tendra una afini-
dad diferencial por cada uno de estos componentes e interactuara con los mismos de una forma
dada. Sin embargo, la accion téxica del contaminante se desplegara sélo cuando alcance una
concentracion interna en el sitio blanco capaz de disrumpir la fisiologia normal de las biomolécu-
las con las que interacciona. En tal sentido, importante diferenciar entre el concepto de meca-
nismo de accion y el de modo de accion. El mecanismo de accion de un contaminante esta
dado por proceso bioquimico de interaccion xenobidtico-biomolécula, mientras que el modo de
accién es la manifestacion fisiolégica y comportamental que caracteriza la respuesta adversa

inducida especificamente por dicha interaccion.
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Las principales biomoléculas con las que interactian los contaminantes son los lipidos de las
membranas plasmaticas, las proteinas y el ADN, sin descartar las que puedan ocurrir con los
hidratos de carbono y el ARN. Tres mecanismos de accion basicos (Figura 4.1.) pueden identifi-
carse de acuerdo a las tres siguientes interacciones téxico-biomolécula: i) las de particién del
contaminante en las membranas bioldgicas son relativamente inespecificas, reversibles y estan
estabilizadas principalmente por fuerzas de van der Waals; ii) las estéricas también estabilizadas
por uniones débiles y reversibles entre aceptores y dadores de protones y/o fuerzas de van der
Waals, pero donde resulta particularmente importante en el reconocimiento especifico de recep-
tores moleculares y la inhibicién competitiva de los sitios activos de las enzimas vy iii) la reactiva
implica la formacién de una unién fuerte no reversible, enlace covalente, entre un contaminante
electrofilico (aldehido, epdxido, hidrocarburo alifatico insaturado clorado) y un grupo nucleofilico
de la biomolécula. Si bien los efectos adversos asociados a estas interacciones pueden ser re-
vertidos por sistemas de defensa o desactivacion metabdlica, tales interacciones son el primer

paso de la cascada de eventos que finalmente conduce a un efecto téxico apreciable.

BIOMOLECULA BLANCO TIPO DE INTERACCION CLASE DE EFECTO
Lipidos (Membranas) Particion
*t S ‘i .

Toxicidad basal

(Narcosis)

Activacidn/inactivacion
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\ Inhibiciéon enzimatica

competitiva

Toéxico

Dafo en el AND,
proteinas o lipidos

Figura 4.1: Mecanismo de accién de los contaminantes segun el tipo de interaccion con las biomoléculas blanco.

La vinculacion de cada una las tres interacciones con sitios blanco especificos (ej. membrana
mitocondrial) ha permitido la clasificacion de 10 grupos modos de accién diferentes (Tabla 4.1.).
Uno de los modos de accion es la denominada toxicidad basal o narcosis que se refiere a la
interaccion inespecifica mediante fuerzas de van de Waals de sustancias lipofilicas con las mem-
branas biolégicas alterando su integridad y disrumpiendo asi su fisiologia normal. Esta interac-
cion representa la toxicidad minima de una sustancia determinada, es reversible y dada inespe-
cificidad las concentraciones efectivas de diferentes toxicos es muy similar. Ademas, la exposi-

cidn sucesiva a dosis subletales no modifica la sensibilidad del organismo.
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Tabla 4.1: Relacién entre sitio blanco, mecanismos y modos de accién de los contaminantes a nivel celular.

Biomolécula blanco Subclase Dominio Interaccion Mecanismo molecular Modo de accién Test
Membrana biolégica General M NS Disrupcién. no especifica de la estruc- Toxicidad basal P_rueba de rojo neutro
tura y funcion Kinspec
Induccion de intermediarios reactivos Degradacién de lipidos y protei-
General M S (Ej. ROS) causando peroxidacion li- nas TBARSs
pidica y de proteinas.
Trasduccion M N. NS Mecanismo transportador de electro- d Consumo de Oz en mitocon-
de energia ’ nes esacoplante dria, Kinspec
9 ) p
M s Bloqueo de quinonas y otros sitios de Inhibicion del transporte de elec-
unioén trones
M S Bloqueo de canales de protones Inhibicién de la ATP sintetasa
Fotosintesis M S Bloqueo del transporte de electrones Inhibicion de la fotosintesis
Proteinas/péptidos General M, C NS, S Egra]cmones electrofilicas y alquila- Dafio de proteinas y péptidos (R;g?_'ucaon de los niveles de
Receptores y Unién no covalente a receptores y D . Actividad enzmapca
enzimas M, C S enzimas Inhibiciéon o competencia Recech’)r de estrégenos
Induccion de CYP1A1
Unioén no covalente a receptores y
Regeptores Y ¢ S enzimas del metabolismo del ADN Mutagenicidad indirecta Prueba SOS
enzimas L I Prueba de Ames
(replicacion, reparacion)
Ataque electrofilico y alquilacion de - . Aductqs: de ADN .
ADN, ARN General C NS, S Mutagenicidad directa Induccién de mecanismo de

bases nitrogenadas

reparacion

M: membrana bioldgica, C: citoplasma, NS: inespecifico, S especifico (adaptada de Escher et al., 2002)
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Como se ha mencionado en el capitulo previo, para sustancias con un log Kow >2, puede
establecerse una relacion, en el equilibrio, entre la concentracion efectiva interna a nivel de
la concentracion en el cuerpo (ej. ILCso) y la concentracion en el medio (ej. LCso) a través de
la ecuacion:

ILCso = K, X LCs,

Los valores de ILCso para toxicidad basal oscilan entre los 2 y los 8 mmol/Kg (peso del cuerpo)
o entre 30 y 60 mmol/Kg de lipidos si se lo normaliza por el contenido lipidico. Estos valores
disminuyen entre 0,6 y 2 mmol/Kg cuando se trata de sustancias mas polares, efecto general-
mente referido como narcosis polar. Sin embargo, esta diferencia no seria debida a diferencias
en la concentracion en la membrana sino por estimacion del ILC por la concentracion corporal
que pondria de manifiesto la existencia de una distribucién diferencial entre compartimientos
blanco (membranas) y no blanco (ej. tejido adiposos) para sustancias apolares y polares. La IEC
también ha sido util para definir riesgo asociado a efectos subletales. En cuanto a la variabilidad
en la sensibilidad entre especies frente a contaminantes con toxicidad basal se ha observado
que, si bien pueden variar entre 5 6rdenes de magnitud, suelen ser menores que las de conta-
minantes con mecanismos de accion especificos.

Los demas modos de accién estdn dados por interaccién especificas estéricas y reactivas
que generalmente suelen ser mas toxicas que la narcosis y su prediccién a través de la concen-
tracion del residuo del contaminante en el organismo no es tan precisa dado que la misma no
depende sélo de la concentracion sino también de la actividad especifica que posea el toxico.
Por tanto, los IEC no sé6lo son menores, sino que también varian mas entre sustancia y sustancia
segun su modo de accién. Las diferencias en la potencia para este tipo de toxicos, no sélo es
mucho mas variable entre compuestos por sus diferentes modos de accion, sino que también en
cuanto a la sensibilidad entre especies para cada uno de ellos dado que, por ejemplo, un inhibidor
de la fotosintesis afectara mas a los vegetales que a los animales. En cuanto a la relacion entre
el tiempo y la toxicidad, se observa que para aquellos toxicos cuya interaccion es irreversible se
comportan siguiendo la ley de Harber (desarrollada originalmente para gases reactivos) que sos-
tiene que el producto de la concentracién y el tiempo de exposicion es constante para una res-
puesta dada. Para este tipo de sustancias la toxicidad de las mezclas dependera si el sitio blanco
y el modo de accion es el mismo. Si es asi, el modelo de adicion es el que mejor se ajusta. De
lo contrario, podrian actuar de forma sinérgica o antagdnica en el caso que los componentes
interactuaran unos con otros o actuaran sobre blancos que se encuentran relacionados como,
por ejemplo, si uno inhibe la enzima de biotransformacion del otro. Este es el caso tipico del
butdxido de piperonilo que es una sustancia que posee una toxicidad muy baja, pero que es un
potente inhibidor del Citocromo P450, sistema que biotransforma a los insecticidas piretroides, y
que por tanto en una mezcla potencia la accién de estos insecticidas.

Desde ya, existen téxicos que pueden desencadenar diferentes modos de accién depen-

diendo de las caracteristicas de su molécula y la concentracion en diferentes sitios blanco. Por
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ejemplo, los clorocatecoles pueden actuar como narcéticos a altas concentraciones durante ex-
posiciones agudas, pero generar dafios por estrés oxidativo a concentraciones mas bajas y ex-

posiciones cronicas, en presencia de Cu.

Manifestacion de los efectos toxicos de los contaminantes
a nivel de los organismos

Como se ha mencionado en capitulos anteriores, el objetivo de la ecotoxicologia es comprender
como los contaminantes afectan la estructura y funcién de los ecosistemas. Sin embargo, la accion
directa de los contaminantes se ejerce sobre los organismos actuando a través de los mecanismos
y modos de accién enumerados en la seccion previa. Ello conducira luego a efectos adversos que
pueden impactar sobre variables fundamentales para el desempefio biolégico de una especie y
que aseguran el sostenimiento de la poblacion y la interrelacion con otras especies y con los fac-
tores abioticos del ecosistema. El mantenimiento de una poblacién depende fundamentalmente de
que los individuos puedan crecer, sobrevivir y reproducirse adecuadamente. Por lo tanto, cualquier
efecto de un contaminante que afecte estas variables tendra relevancia ecoldgica.

Las respuestas de los individuos a los contaminantes pueden manifestarse a diferentes nive-
les desde el nivel molecular, celular, histoldgico, fisiolégico y ello finamente podra traducirse
como un efecto adverso sobre el crecimiento, la reproduccion y la supervivencia. Los modos de
accion a nivel molecular, ya enumerados, son el primer nivel de interaccién directa del conta-
minante con el sistema bioldgico que, como ya se dijera, puede afectar la expresion de genes, la
actividad enzimatica o el funcionamiento de cualquier otro sistema subcelular (ej. membranas).
Tales interacciones a nivel molecular tendran como consecuencias respuestas a nivel celular,
afectando la fisiologia normal de las células (ej. alteracién de la trasmisién del impulso nervioso
causada por varios insecticidas organoclorados y piretroides, alteracién de la fotosintesis por
herbicidas como la atrazina), haciendo que se desregule el ciclo celular e induciendo la prolife-
racion celular (ej. carcindgenos) o induciendo una muerte celular programada o no programada,
entre muchas otras. Ello podra generar cambios a nivel histolégico que seran evidenciados
como alteraciones histopatoldgicas tales como, por ejemplo, la aparicién de adenomas o carci-
nomas en diferentes tejidos, la desmielinizacion del tejido nervioso, apoptosis y/o necrosis en el
higado (ej. cirrosis) u otros tejidos o afectando la proporcion célula/matriz y/o de distintos tipos
celulares (ej. aumento de células del cloro en las branquias, intersexos en las génadas). En al-
gunos casos, pude que los efectos no se manifiesten a nivel histoldgico, pero de alguna forma
siempre se manifestara un efecto a nivel fisiolégico, afectando el funcionamiento de los 6rganos
y sistemas (ej. neurotoxicidad inducida por insecticidas, nefrotoxicidad causada por sustancias
como el Cd o hepatotoxicidad o como el caso del alcohol, etc.)

Afortunadamente, frente a los insultos propinados por los contaminantes, los sistemas biol6-
gicos son capaces de contraponer, a diferentes niveles, mecanismos de reparacién o compen-

sacion que les permite, dentro de cierto rango, contrarrestar el efecto téxico del contaminante.
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Por ejemplo, a nivel molecular, las células son capaces de activar sistemas de defensa tales
como las enzimas del sistema antioxidante, de biotransformacion o reparacion del ADN. También
respuestas a nivel fisiolégico pueden reducir el efecto toxico de los contaminantes como, por
ejemplo, aumentando el ritmo cardiaco y la ventilacién pulmonar para aumentar la eliminacion
de sustancias volatiles, aumentando la infiltracién de células sanguineas en los tejidos, o incre-
mentando la secrecidon mucosa en la epidermis para evitar el contacto de sustancias agresivos
para los epitelios.

En consecuencia, la manifestacion o no de efectos adversos y el nivel de gravedad de los
mismos dependera en gran medida del balance entre la magnitud del dafio infringido por el con-
taminante, que dependera de la intensidad de la exposiciéon (concentracion y tiempo), y la
capacidad de reparacion/compensacion que posea el sistema biolégico (Figura 4.2). La forma
que adopte tal relacion dependera tanto de las propiedades fisicoquimicas del contaminante
como de las caracteristicas biolégicas del organismo. Por debajo de ciertas concentraciones, el
contaminante puede que no genere ningun efecto adverso o inclusive induzca una respuesta
beneficiosa (hormesis), siendo asi el estado del organismo saludable. Al incrementarse la con-
centracién puede que el contaminante cauce un dano pero que el mismo pueda ser reparado o
compensado y ello requiera de la activacion de mecanismos que generan estrés en el individuo.
Si la intensidad de la exposicién es alin mayor, puede que esos mecanismos de reparacion se
vean sobrepasados y no puedan ser compensados, por lo tanto, el organismo comenzara a ma-
nifestar sintomas patoldgicos. Dependiendo del grado de dafo, los efectos podran ser curables,
si el dafio es reversible o incurables, si el dafio ya es irreversible y si la exposicién no cesa, el

organismo finalmente morira.

Patoldgico
incurable

Patoldgico
curable

Estado de salud

Saludable

v

Homedstasis Compensacion 1Reversible Irreversible
1

! No compensacion

Intensidad de la exposicién (concentracion x tiempo)

Figura 4.2: Relacion entre la intensidad de exposicién a un contaminante y el estado de salud de un organismo.
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Es importante destacar que, ademas de los modos de accién especificos que se mencio-
naron anteriormente, los contaminantes pueden considerarse agentes que inducen estrés.
En tal contexto, se define como estrés (o estrés Selyano) a un conjunto de respuestas ines-
pecificas (dado que responden de igual modo a diferentes agentes de estrés) pero bien de-
finidas del cuerpo dirigidas a reestablecer o mantener la homedstasis frente a la accion de
un agente estresor que induce una demanda extraordinaria en el cuerpo. A dicho conjunto
de respuestas se lo conoce como Sindrome General de Adaptaciéon (GAS) y posee tres
fases: i) la primera, es la de alarma y consiste en el aumento de la presion sanguinea,
frecuencia respiratoria, el ritmo cardiaco y los niveles de cortisol, catecolaminas (epinefrina
y norepinefrina), endorfinas y glucosa en sangre regulados tanto por el sistema nervioso
simpatico como por el eje hipotalamo-hipofisiario-adrenal (HHA), ii) en la segunda fase, de
adaptacién, se observa una hipertréfica de dicho érgano y la hipotrofia de otros como el timo
o el bazo, la aparicién de Ulceras, cansancio, falta de apetito y la pérdida de peso y iii) en la
tercera fase, de agotamiento, el organismo falla en su capacidad adaptarse y si la exposi-
cidn continua terminard muriendo.

Entre las manifestaciones del efecto inducido por los contaminantes los mas relevantes
desde el punto de vista ecotoxicolégico son aquellos que afecten de forma directa o indirecta
la supervivencia y la reproduccion de los organismos ya que son las dos variables mas im-
portantes desde el punto de vista del mantenimiento de la viabilidad de las poblaciones. El
efecto sobre la supervivencia puede ser directo dado que el propio téxico conduce a la
muerte de los organismos por los mecanismos sefialados en el parrafo anterior o indirecta si
causan por ejemplo efectos sobre el desarrollo (ej. agentes teratogénicos como al Pb,
benzo[a]pireno o los PCB’s), el crecimiento (integra un conjunto de respuestas fisiolégicas y
bioquimicas que reflejan la aptitud individual), el comportamiento (incapacidad de alimen-
tarse o mayor vulnerabilidad a la predaciéon) o la susceptibilidad a contraer enfermedades
enddgenas o0 exdgenas (causadas por agentes patdégenos) que finalmente terminen por re-
ducir la capacidad de supervivencia. Por otro lado, la reproduccién también puede ser afec-
tada de forma directa (ej. la alteracion de las génadas y la produccion o liberacion de game-

tas) o de forma indirecta a través de alteraciones en el comportamiento reproductivo.

La relacién dosis(concentracion)-respuesta y tiempo-respuesta:
indicador de la relaciéon causa-efecto.

Si bien el término concentracion posee mayor relevancia en la ecotoxicologia, dado el uso
difundido de la expresion curva dosis-respuesta (CDR) heredado de la toxicologia, en este
capitulo se utilizara el término dosis y concentracién de forma indistinta de modo de simplifi-
car la lectura. La existencia de una relacion entre la dosis de una sustancia y su toxicidad es

un concepto central de la toxicologia. El padre de la toxicologia moderna, Theophrastus Phi-
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llippus Aureolus Bombastus von Hohenheim-Paraelsus (1493-1541), identificé temprana-
mente dicha relacion indicando “Sola dosis facit venenum” (sélo la dosis hace al veneno) y
establecié la dependencia dosis-respuesta como un baluarte de la toxicologia. Cualquiera
sea la respuesta seleccionada o medida, la relacién entre el grado de respuesta del sistema
bioldgico y la cantidad de téxico administrado asume una dependencia tan consistente que
se considera el concepto mas fundamental y dominante en toxicologia. Ello quiere decir que
existe una relacion entre el nivel de exposicién, dada por la concentracién o el tiempo, la
cantidad de la sustancia que alcanza su el sitio blanco y el efecto biolégico que desencadena.
Al utilizar las curvas dosis respuesta se asumen tres principios basicos: 1) la respuesta ob-
servada en el organismo es debida a la sustancia a la que ha sido expuesto, 2) la magnitud
de la respuesta esta vinculada con la dosis y 3) existen tanto un método para cuantificar el
téxico y como una manera precisa de expresar la toxicidad.

El establecimiento de la funcion que describe dicha relacion es fundamental para poder
modelizarla y por tanto poder comprender y predecir el comportamiento de la respuesta incluso
a concentraciones o tiempos que no se han ensayado experimentalmente. En toxicologia sue-
len diferenciarse los términos de dosis efectiva, dosis tdxica y dosis letal, refiriéendose en el
primer caso a la dosis de una sustancia que produce un efecto deseado, toxico o letal, respec-
tivamente. En ecotoxicologia, el término concentracidon efectiva (ECx) suele utilizarse de
forma genérica, luego especificandose el tipo y magnitud del efecto. Por ejemplo, si se trata de
la concentracion que inhibe el 50% de la actividad de una enzima se denominara concentracion
inhibitoria 50 (ICso0), si se trata de la concentracion que produce una mortalidad de 50% se
hablara de la concentracién letal 50 (LCso) mientras que si se trata de la concentracion que
produce un 25% de mortalidad se referira a la concentracion letal 25 (LC2s). Gracias a la cons-
truccion de la CDR a través de un modelo matematico, es posible estimar la concentracion
efectiva para cualquier nivel de efecto.

De un modo diferente, la concentracién mas alta que no produce efecto (NOEC) o la mas
baja que produce efecto (LOEC) respecto al grupo control suelen estimarse a partir de con-
centraciones ensayadas, por lo cual, cuan lejos estén una de la otra dependen del disefio
experimental y existiran en teoria infinitas concentraciones entre una y la otra. Los valores
de NOEC y LOEC se estiman a partir de las diferencias obtenidas a partir de un test de
hipétesis realizado mediante alguna prueba estadistica paramétrica (ej. analisis de la va-
rianza (ANOVA) seguido de un test a posteriori como el Dunnett) o no paramétrica (ej. Krus-
kal-Wallis). En algunos trabajos se han estimado el NOEC y el LOEC a partirde la EC1o y la
EC2s, respectivamente. Dadas las limitaciones mencionadas para obtener el NOEC y el
LOEC, estos valores estan siendo substituidos con fines regulatorios dado que es mas ro-
busto trabajar con la funcién de toxicidad que con estos valores aislados.

De acuerdo al tipo de respuesta, pueden distinguirse dos tipos principales de relaciones dosis-
respuesta. Por un lado, una de tipo gradual, en la cual la variable biolégica que se analiza es

continua en relacion a la concentracion de exposicién. Ejemplo de ello seria la inhibicidon de la
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estandar de 1, y sumandole 5, para evitar los valores
negativos. Por consiguiente, una mortalidad del 50%
coincidira con un valor de z de 0 y por tanto equivaldra
a 5 unidades Probit, una mortalidad del 16% y 84% con
un valor de -1y 1 para z y de 4 y 6 unidades Probit.
Otros métodos como el Spearman-Karber, el de la me-
dia movil o incluso el método semigrafico de Litchfield-
Wilcoxon pueden ser utilizados para estimar la LCso.

El concepto de tolerancia individual ha sido
contrastado con la posibilidad que la respuesta de
los organismos en una poblacién expuestos a un
toxico sea estocastica, ello quiere decir que quie-
nes responden a concentraciones mas bajas o
mas altas es una cuestion de azar y que si se re-
pitiera la exposicion no siempre los mas sensibles
o mas tolerantes serian los mismos individuos,
sino que ello variara entre exposiciones de modo
azaroso. Esto ha llevado utilizacion de diferentes
modelos como el log-normal, el log logistico y el
Weibull entre otros, para su descripcién.
Dado que experimentalmente se han obtenido evi-
dencias que apoyan tanto el modelo de tolerancia
individual como el estocastico, mas recientemente
se ha propuesto el Modelo de Supervivencia de
Umbral Unificado (GUTS). El mismo establece
una relacién matematica entre los dos modelos
previamente mencionados, segun el cual, la res-
puesta estocastica daria lugar a mecanismos de
dafo/reparacion sistematicamente mas rapidos
que la tolerancia individual por lo cual el meca-
nismo de respuesta estria inherentemente vincu-
lado a la velocidad de recuperacion del dano.

Si bien el tipo de relacién entre la concentracion
y la respuesta, especialmente tratandose de efec-
tos letales, mas frecuentemente se visualiza como
curvas monoténicas y generalmente de forma
sigmoidea, las relaciones entre la concentracion y
la respuesta téxica pueden ser interpretadas por
diferentes funciones, en particular para efectos su-

bletales, siendo tres los modelos mas utilizados, el
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lineal, el umbral y el hormético (Figura 4.4.). En el lineal se asume que no existe una con-
centracion segura y es el modelo utilizado para describir la relacién dosis-respuesta de sus-
tancias carcinogénicas. El modelo umbral, se asume que existe una concentracion limite por
debajo de la cual no existen efectos adversos. A tal concentracion se la denomina “nivel de
no efecto observado” (NOAEL), que en otras palabras puede definirse com la mayor concen-
tracion de la sustancia que no produce un efecto adverso. También es importante considerar
que algunas sustancias pueden presentar respuestas no-monoténicas como las represen-
tadas en el modelo hormético. Este modelo esta vinculado al concepto de hormesis, el cual
considera que por debajo del NOAEL la sustancia posee un efecto benéfico para la salud de
los organismos. La zona hormética puede extenderse hasta 10 veces por debajo de la con-
centracion del NOAEL y generar una respuesta de estimulacion de hasta 160% respecto al
control. Aquellas sustancias que son elementos esenciales (ej. Cu, Fe) pueden tener efectos
adversos tanto a concentraciones mayores al NOAEL por efecto téxico, como a concentra-
ciones muy bajas por efecto de la deficiencia. En tal caso se dice que la respuesta en forma
de “U”. Es importante resaltar que la respuesta monotdnica puede ser directa o inversa-
mente proporcional a la dosis, dependiendo como se exprese la respuesta bioldgica. Por
ejemplo, la relacién sera directa si la expresamos en término de la mortalidad, pero indirecta
si lo hacemos en términos de la supervivencia. Lo mismo ocurrira con la actividad de una
enzima que es inhibida por un contaminante, si se expresa en términos de la actividad abso-
luta, la relacidon sera inversa, mientras que si se la expresa en términos del % de inhibicion
sera directa. Otro tipo de respuestas no monoténicas son las comunmente desencadenado
por los disruptores endocrinos (ej. Bisfenol-A) que a concentraciones bajas pueden inducir
la expresion de determinados receptores, pero inhibiéndolos a concentraciones altas.

Las CDR, ademas de describir la funcién de toxicidad de cada sustancia, permiten com-
parar la potencia y eficacia de diferentes sustancias (Figura 4.5.). La potencia puede ser
definida como el intervalo de concentracién de una sustancia que produce una respuesta
creciente y que en la practica puede obtenerse a partir de la dosis efectiva (concentracién
que produce un efecto dado). Por otra parte, la eficacia maxima, o simplemente eficacia, es
el valor maximo de una respuesta dada que puede inducir una sustancia y esta dada por el
valor maximo de dicha respuesta. Otra informacién util que puede obtenerse de las CDR
para la comparacion entre téxicos es la pendiente de la curva, la misma informa sobre cuan
abrupta es la respuesta en funcién del cambio de concentracién. Los efectos téxicos produ-
cidos por algunos contaminantes se van incrementando de manera paulatina a lo largo de
un intervalo amplio de concentraciones y poseen una CDR mas aplanada, mientras que para
otros una pequefia diferencia en la concentracion produce un cambio brusco en la respuesta,

mostrando una CDR mas empinada.
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Figura 4.5: Relacion entre potencia y eficacia de diferentes sustancias

Como se ha mencionado previamente en una poblacion existen diferencias entre indi-
viduos en la respuesta a una sustancia debido, por ejemplo, a la existencia de pequefas
diferencias genéticas (polimorfismos) entre ellos. Asi también existen diferencias entre es-
pecies que generalmente son mas marcadas y pueden no ser soélo cuantitativas, sino tam-
bién cualitativas. Tales diferencias deben ser consideradas si se extrapolan resultados obte-
nidos a partir de una especie a otra. El concepto de toxicidad selectiva se refiere justamente
al efecto toxico que puede tener una sustancia sobre una especie dada y no sobre otra y que
pueden tanto radicar en procesos de absorcién, biotransformacion, excrecion o la presencia
0 ausencia del sitio blanco en una de las especies, como podrian ser enzimas de una via
metabdlica exclusiva de un grupo. Esta diversidad ha sido aprovechada para el desarrollo de
agentes que son letales para una especie no deseada y no para otras. Por ejemplo, un her-
bicida afectara una via metabdlica exclusiva de los vegetales (ej. fotosintesis) sin afectar a

los animales.
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Figura 4.6: Curvas tiempo-respuesta (CTR)

El efecto toxico de una sustancia, no sélo depende de la concentraciéon sino también del
tiempo de duracioén de la exposicion. En tal sentido es importante conocer la relaciéon tiempo-
respuesta. Poder determinar del tiempo que demorara en manifestarse un determinado efecto
bajo a un determinado nivel de exposicion es extremadamente util en ecotoxicologia. Dicho
tiempo dependera de la toxicocinética de la sustancia que determinara la velocidad y el grado
con que una sustancia se acumula en los tejidos blanco hasta alcanzar la EIC (concentracién
interna efectiva). Por consiguiente, del mismo modo que es posible elaborar las CDR es posible
construir curvas tiempo-respuesta (CTR) (Figura 4.6.). Para ello se grafican los diferentes niveles
de efecto en funcién del tiempo. Este tipo de analisis presenta ventajas desde el punto de vista
del disefio experimental ya que comparativamente provee mayor informacion por unidad experi-

mental que las CDR. Pese a ello es aun subutilizado en ecotoxicologia.
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Figura 4.7: Valores de incipiencia obtenidos a partir de las LC50; o los LT50,

Uno de los usos de las CTR es que permiten estimar el tiempo hasta la muerte (TTD). Para ello
diferentes modelos son posibles como el de Litchfield, que plotea el logaritmo del tiempo de exposi-
cién vs las unidades Probit correspondientes a cada mortalidad observada a los diferentes tiempos.
De tal forma puede obtenerse el tiempo letal 50 (LT50) o tiempo medio hasta la muerte (MTTD).

El valor de incipiencia es el umbral de concentracién o tiempo a partir de la cual se comien-
zan a observar efectos adversos. Es comun en ecotoxicologia expresar el valor de incipiencia en
términos de la LCso (Figura 4.7.A), a partir de graficar las LCso obtenidas a diferentes tiempos de
exposicion. La asintota de la funcion que se obtiene es la LCso de incipiencia que corresponde
con el valor limite al que tenderia dicho parametro a tiempo infinito (LC50-). Ese valor indicaria
la concentracion por debajo de la cual el 50% de los individuos viviran indefinidamente sin pade-
cer los efectos letales que induce la sustancia. Menos utilizado, es el valor de incipiencia esti-
mado a partir de la LT50 (Figura 4.7.B). En este caso se obtiene graficando el logaritmo de la

concentracion vs. el logaritmo de la LT50 obtenida a diferentes concentraciones.
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Tipos de efectos inducidos por los contaminantes

Las respuestas toxicas pueden ser diferenciadas segun la proximidad entre el sitio de exposicion
quimica y el sitio o sitios de accion molecular. Los efectos locales son aquellos que ocurren donde
el téxico y el sistema bioldgico primero hacen contacto. Tales efectos son producidos por la ingestion
de sustancias toxicas o la inhalacién de materiales irritantes. Ejemplo de ello son sustancias alta-
mente reactivas, como acidos y bases fuertes. El cloro gaseoso la ser inhalado reacciona con el tejido
pulmonar en el sitio de contacto, causando dafio e hinchazén de los pulmones, con consecuencias
posiblemente fatales, a pesar de que muy poca sustancia quimica se absorbe en el torrente sangui-
neo. Por ofro lado, los efectos sistémicos son aquellos que requieren la absorcién y distribucion del
téxico desde su punto de entrada a un sitio distante donde se producen los efectos nocivos. La ma-
yoria de las sustancias, producen este tipo de efecto. En algunos casos, las sustancias pueden cau-
sar efectos locales y sistémicos simultdaneamente. La mayoria de los quimicos que producen toxicidad
sistémica no causan una toxicidad de similar grado en todos los 6rganos; en cambio, generalmente
provocan su mayor toxicidad en solo uno o dos érganos. Estos sitios se conocen como érganos
diana y no necesariamente son los sitios donde la sustancia quimica alcanza la mayor acumulacion.
Esto es particularmente cierto para sustancias lipofilicas como el DDT que se acumulan mas en el
tejido adiposo que en el sistema nervioso donde generan el efecto toxico. Este hecho ha sido espe-
cialmente relevante, por ejemplo, para las aves migratorias que durante los meses de verano acumu-
laban el insecticida en la grasa corporal sin manifestar ningun efecto adverso. Luego, al quemar las
grasas durante la migracion en el otofo, el DDT era liberado a la sangre, acumulandose ahora en el
cerebro y el sistema reproductivo, lo que causaba en las aves efectos letales agudos por neurotoxi-
cidad y disminucion del éxito reproductivo, respectivamente. Entre los efectos sistémicos, no sélo
deben considerarse aquellos ocurridos sobre érganos diana sino también los efectos toxicos no diri-
gidos a 6érganos diana especifico como los generados por sustancias carcinogénicos que pueden
actuar sobre diferentes 6rganos de manera inespecifica.

La alometria es un factor importante que suele modificar los efectos inducidos por los conta-
minantes, dado que al aumentar el tamafio se modifican las relaciones superficie/volumen y por
tanto las tasas de incorporacion y eliminacion y por lo tanto la acumulacién de las sustancias. Se
ha observado que es posible establecer para una misma especie una relacion entre la toxicidad

de una sustancia y el peso del organismo de acuerdo a la ecuacion:

log LCs, = loga + b X logpeso
O lo que es igual:

LCsy = a X peso®

La exposicion repetida a un quimico puede reducir la respuesta téxica, mediante un proceso
llamado tolerancia o aclimatacién. La tolerancia disposicional se da cuando la cantidad de
una sustancia que alcanza el sitio de accién disminuye con el tiempo, por ejemplo, por activacion

del sistema de detoxificacion, reduciendo la respuesta en el tejido. Por otra parte, la tolerancia
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quimica o celular puede resultar de una menor disponibilidad de receptores y/o mediadores (por
ejemplo, neurotransmisores) producto, por ejemplo, de una inhibicion de la expresién de los mis-
mos. En particular, cuando sustancias relacionadas estructuralmente causan una respuesta dis-
minuida, ocurre lo que se conoce como tolerancia cruzada.

Por otra parte, mientras algunos efectos son reversibles, otros son irreversibles. La proba-
bilidad de que el efecto se revierta una respuesta toxica depende en gran medida de la capacidad
de un tejido lesionado para adaptarse, reparar y regenerarse. Por lo tanto, para tejidos como el
higado y el tracto gastrointestinal que tienen una alta capacidad de regeneracion, muchas lesio-
nes son reversibles. Existen limites para esta capacidad de reparacion, y las dosis muy altas
pueden abrumar esta respuesta adaptativa que conduce a la pérdida permanente de la funciéon
y la insuficiencia hepatica potencialmente mortal.

De acuerdo a la velocidad con la que las sustancias actuan luego de la exposicion, los efectos
pueden dar lugar a una toxicidad inmediata, generalmente cuando se trata de altas dosis de
estos quimicos que pueden tener efectos rapidos en los sistemas cardiovascular, respiratorio y
neurolégico que culminan en la muerte en minutos. Por otro lado, otras sustancias pueden pro-
ducir toxicidades retardada ya que pueden manifestarse luego de meses o afios de ocurrida la
exposicion, esto es caracteristico de sustancias carcinogénicas.

En cuanto a la duracion y la frecuencia de las exposiciones, en toxicologia, los efectos se diferen-
cian en agudos, subagudos, subcrénicos y crénicos. Las exposiciones agudas se consideran como
exposiciones uUnicas, a una concentracion de la sustancia relativamente elevada y de una duracion
no mayor a 24h. Las demas, se consideran como exposiciones repetidas a concentraciones general-
mente mas bajas, en el caso de las subagudas por un periodo de hasta 1 mes, las subcrénicas hasta
3 meses y las crénicas por periodos de mas de 3 meses hasta afios.

En ecotoxicologia, dada la diversidad de organismos que se utilizan en los ensayos de toxici-
dad, tal clasificaciéon no es tan precisa y dependera mucho de la duracion del ciclo de vida de
cada especie. Suele considerarse una evaluacion de efectos agudos aquellos que se manifies-
tan en horas, generalmente analizados a 24h, 48h y hasta 96h. En el caso de los efectos créni-
cos las duraciones son mayores, considerandose un periodo no menor al 10% de la duracion del
ciclo de vida de la especie utilizada. Aunque, muchas veces los limites entre las exposiciones
agudas y cronicas suelen ser borrosos, los efectos toxicos en cada caso suelen ser bien distintos.
Por ejemplo, en organismos acuaticos, los efectos agudos inducidos por el Cd suelen estar rela-
cionados principalmente al desbalance i6nico del Ca*? en el plasma que producen hipocalcemia
que, a su vez, provocan la disfuncién cardiaca que conduce a la muerte de los individuos. Por
otro lado, los efectos cronicos se asocian principalmente a la interferencia con la sefalizacion
celular que puede, por ejemplo, provocar la disrupcién del sistema enddécrino.

Para varios organismos acuaticos, los bioensayos cronicos suelen tener una duracion de 28d.
Sin embargo, la duracién varia mucho entre especies, por ejemplo, para la OECD, la duracién
de un ensayo cronicos con abejas (Apis melifera) tiene una duracion de 10d mientras que con

roedores tiene una duracion de hasta 12 meses.
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Dada la dificultad y el costo de realizar ensayos tan prolongados la USEPA, por ejemplo,
considera la estimacién de concentraciones crénicas seguras a partir de ensayos agudos con
estadios de vida criticos. Por ejemplo, la estimacion de la concentracion maxima aceptable
para un téxico (MATC) a partir de bioensayos con estadios tempranos (ELS), mediante la expo-
sicion de embriones durante la incubacion y las larvas durante 30 dias después de la eclosién.
Sin embargo, es importante tener presente que la relevancia de dichos ensayos ha sido cuestio-
nada, dado que no siempre los estadios mas tempranos son los mas criticos y en estudios eco-
I6gicos las edades con mayor valor reproductivo pueden ser de las de mayor importancia y ciertos
contaminantes, como los disruptores enddcrinos, afectarlas especificamente.

Dado que en ecotoxicologia la disponibilidad de informacién sobre toxicidad aguda suele ser mucho

mayor que para cronica, la USEPA ha propuesto el calculo de la relaciéon agudo crénico (ACR) como:

LCs

ACR = rre

Donde, MATC (concentracion maxima aceptable) se obtiene a partir de la ecuacién:

MATC = VNOEC X LOEC

En la cual, LOEC y NOEC son la concentracién de no efecto y la mas baja que produce
efecto para puntos finales cronicos. En este contexto, la relacion ACR puede ser utilizada como
un factor de correccion de datos de toxicidad aguda para estimar las MATC asociada a niveles

de efectos crénicos.

Efecto de las mezclas

Por lo general en el ambiente los contaminantes no se encuentran solos, sino que se hallan acom-
panados de muchos otros contaminantes. Incluso, en los productos comerciales se encuentran en
formulaciones que contienen varias sustancias juntas. Por tanto, comprender la toxicidad de las mez-
clas es un tema de relevancia en la ecotoxicologia. Cuando en una mezcla binaria una sustancia se
encuentra a niveles téxicos y la otra a una concentracion muy por debajo del nivel al que induce
toxicidad, pero incrementa la toxicidad de la primera, se dice que la mezcla causa una potenciacion
del efecto toxico. Un ejemplo clasico es la potenciacion de la neurotoxicidad inducida por los piretroi-
des al combinarlos con butdxido de piperonilo (BOP). Ello se debe a que el BOP es in fuerte inhibidor
del citocromo P450 que contribuye a la detoxificacion de los piretroides y por tanto incrementa el
tiempo medio de residencia del insecticida en los tejidos y por tanto su concentracion interna. Si am-
bas sustancias en la mezcla binaria se presentan a concentraciones en las que despliegan efectos
téxicos, se dira que la mezcla causa aditividad, sinergia o antagonismo de los efectos toxicos,
cuando la mezcla posea un efecto igual, mayor o menor a la suma de los efectos causados por las
dos sustancias por separado, respectivamente. El antagonismo puede ser funcional, si las dos sus-
tancias inducen efectos opuestos en una funcién bioquimica o fisioldgica, quimico, si las dos sustan-

cias reaccionan entre si para dar un producto menos téxico, disposicional si la interaccion afecta la
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absorcion, distribucion, biotransformacion y eliminacion de las sustancias en la mezcla, o de receptor
cuando ambas sustancias compiten por el mismo receptor.

Para comparar la toxicidad de dos sustancias diferentes en una mezcla es Util expresar los
efectos que inducen en unidades téxicas (TU) que se obtiene como la fraccién de la LC50) o

mas estrictamente del valor de incipiencia (LC50-)) obtenido segun la férmula:

Concentracion de exposicion
LC50,;0,

TU

Por consiguiente, si las LC50¢~) de la sustancia A 'y B son 2 y 5 mg/L, respectivamente, para
obtener una mezcla que posea 0,5 UT de Ay 0,5 UT de B debiera tener 1y 2,5 mg/L de Ay B
respectivamente. Si el efecto de la mezcla fuere aditivo, el efecto hallado en dicha mezcla debiera
ser el equivalente a 1 UT, ello es 50% de mortalidad. Si obtuviera una mortalidad mayor (UTmezcia>1)
entonces el efecto seria sinérgico y si fuera menor al 50% (UTmezca<1) el efecto seria antagonico.

Ello se puede calcular mediante el indice de aditividad que se calcula del siguiente modo:

_ LC50,, N LC505,,
~ LC50, = LCS04

Donde, LC50am y LC50am son las concentraciones de A y B en la mezcla que produce el
50% de mortalidad y LC50a y LC50s las concentraciones de A y B que producen el 50% de
mortalidad de forma separada. La suma de las contribuciones toxicas puede graficarse como

se muestra en la Figura 4.8.

Sinergismo

Aditividad

Unidades Toxicas (TU)

v

TUa TUs Y2 TUa + 72 TUB

Figura 4.8: Suma de las contribuciones toxicas en una mezcla binaria
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Otra forma de analizar la aditividad en las mezclas es a través del grafico de isobola (Figura
4.9.). En el mismo se compara cuantas unidades toxicas de cada sustancia en la mezcla binaria
son necesarias para obtener una respuesta de una unidad toxica (ej. 50% mortalidad) en la mez-
cla y se compara contra el caso que la interaccion en la mezcla sea de tipo aditivo representado
por la diagonal del grafico. En caso de caer por debajo de dicha diagonal la mezcla sera sinérgica

y si cae por encima de la misma sera antagonica.

Unidades Toxicas Sustancia B

Unidades Toxicas Sustancia A

Figura 4.9: Grafico de Isobola

Dado que la relacion entre concentracion y efecto (egj. letal) no es lineal si no que sigue en
general una reaccion sigmoidea, cuando se trabaja lejos de la LC50, suele ser mas apropiado
sumar los efectos en términos del logaritmo de la concentracion y las unidades Probit para linea-
lizar la relacion.

Un abordaje conveniente, es evaluar el efecto de las mezclas de acuerdo al modo de accién
téxica de las diferentes sustancias. En funcién de ello se han propuesto diferentes modelos que
contribuirian a explicar la interaccion de las sustancias en las mezclas para inducir los efectos
adversos. El modelo de adicién de concentraciones (CA), el modelo de accién independiente (I1A)
y el modelo de interaccion simple (Sl). En el modelo CA se asume que las sustancias poseen el
mismo modo de accion y que su accidn conjunta es de una forma aditiva luego de normalizar la
toxicidad en funcién de la potencia de cada una. Por consiguiente, luego de dicha normalizacion,
la toxicidad de la mezcla puede predecirse a partir de la sumatoria de las concentraciones nor-

malizadas de cada téxico en la mezcla segun la siguiente ecuacion:

n -1
bi
ECxl-

i=1

Emeix =
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Donde x: es la proporcion del efecto observado, pi: la proporcion de la sustancia i en la mezcla,
n: el numero de sustancias en la mezcla, y ECxi: la concentracion de la sustancia i que produce

el efecto x. En general la férmula se expresa en términos de TUs, como sigue:

-1

n
rus= (3¢
$= - ECxl-
=1

Donde, Ci es la concentracion de la sustancia i en la mezcla.

En el modelo de IA, se asume que las sustancias poseen un modo de accién diferente y por
tanto que su accion es independiente. Conceptualmente, este modelo es un enfoque estadistico
para predecir la probabilidad de que ocurra uno de multiples eventos posibles. En este caso, la

toxicidad de la mezcla se estima como:
n
ECXpiy = 1— 1_[(1 — ECx;)
i=1

Donde ECxmix: es el efecto esperado en la mezcla y ECx; el efecto esperado a partir de la
sustancia i.

En el modelo de Sl, se asume una interaccion entre las sustancias gobernada por el efecto
de potenciacion descrito previamente. Una sustancia a una concentracion mucho menor a la que
causa toxicidad incrementa la accion toxica de otra sustancia evaluada a concentraciones a las
que si produce efecto. En general no existe un modelo formal para evaluar Sl, si no que tales
interacciones se descubren a partir del apartamiento que posee el comportamiento de estas
mezclas respecto de los modelos anteriores. Para ello se suele calcular la proporcion de desvia-
cion del modelo (MDR) de acuerdo a:

MDR — ECxp,x esperada

ECxp,;, observada

Un concepto ampliamente utilizado para comparar la toxicidad relativa de diferentes com-
puestos que poseen el mismo modo de accion (ej. dioxinas y PCBs o estrogenos) es el de toxi-
cidad equivalente (TEQ) que se define como como la toxicidad proporcional de un compuesto
dado de la familia respecto a otro que se utiliza como referencia, por ejemplo, para las dioxinas
la 2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-dioxina o para los estrogenos el estradiol (Ez). Para ello se puede

calcular el factor de toxicidad equivalente como sigue:
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Donde, ECxi: es la concentracion efectiva del compuesto i y ECxref €s la concentracion efectiva
del compuesto de referencia. Por ejemplo, el TEF de la 1,2,3,7,8-pentacloro-dibenzo-p-dioxina
es de 0,5, ello quiere decir que su afinidad por el receptor arilo (AhR) es la mitad que la de la
dioxina de referencia y por tanto se necesitara el doble de concentracion para inducir la misma
respuesta. Por consiguiente, para estimar su contribucion a la induccién del receptor en una

muestra, su concentracién deberd multiplicarse por 2.

Vias de efectos adversos

La ecotoxicologia requiere del desarrollo de un marco conceptual dentro del cual los datos y
el conocimiento recopilados en diferentes niveles de organizacion bioldgica puedan ser sinteti-
zados de una manera simple que puedan ser facilmente incorporados en la evaluacion de riesgo
ecoldgica. Un paradigma que ha surgido recientemente para dilucidar los vinculos entre respues-
tas observadas a diferentes niveles de organizacion es el concepto de "Via de Efectos Adversos"
(AOP). Sus inventores, Gary Ankley y colaboradores, lo ha definido como "una construccion con-
ceptual que retrata el conocimiento existente sobre el vinculo entre un efecto iniciador molecular
directo (por ejemplo, una interaccién molecular entre un xenobidtico y una biomolécula especi-
fica) y un efecto adverso a un nivel de organizacion bioldgica relevante para la evaluacion de
riesgos". En el ambito de la ecotoxicologia y la evaluacion del riesgo ecoldgico, la poblacion es
el nivel generalmente de mayor relevancia. El desarrollo del concepto de AOP ha incorporado
principios como el de buenas practicas para la armonizacioén internacional de los enfoques y
bases de datos y la integracién de herramientas computacionales y de modelado. El marco con-
ceptual (Figura 4.10.) intenta explicar de manera mecanisitica la relacion entre la accién del con-
taminante a nivel de su interaccién molecular (Ancla 1) y los efectos adversos inducidos a nivel

del organismo o de la poblacion (Ancla 2).

Via de Efecto Adverso

A

Interacciones ma- Respuesta ce- Respuesta Respuesta Respuesta
Toxico cromoleculare lular oérganos organismos Poblacion
L J \
[ |
Ancla 1 Ancla 2
(evento iniciador) (efecto adverso a nivel del

| Y J organismo la poblacién)

Via téxica

Figura 4.10: Marco conceptual de las Vias de Efecto Adverso (AOPs)
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