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= BIOMARCADORES

Cambios en la respuesta biolégica normal a nivel
molecular, celular, bioquimico, fisiologico o de
comportamiento, que se miden en ceélulas, fluidos
corporales, tejidos u organos de un individuo y que
puede ser indicativo de la exposicion y/o efectos de
agentes toxicos en el ambiente

(Vidal-Lifian & Bellas, 2013).
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Ubicacion de biomarcadores en estudios
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Fig. 1. Applications of biomarker responses within the scheme of the EU's Water Framework Directive for the assessment of the status of water bodies across member states using biolog-

ical quality elements ( bio-indicators).
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Necesidad de herramientas rdpidas y
sensibles para revelar efectos subletales en
los organismos acuaticos.
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Fig. 3. Percentage of biomarker types used to assess the status of European Mediterranean
rivers using macro-invertebrates and fish as bio-indicators.



Ejemplos






Alteracion en la integridad del ADN

> Ensayo cometa: electroforesis en
o —— Especificidad
gel de células individuales.

> Micronucleos -
> Anomalias nuclearesenlas L Cuadro mas completo de

los efectos genotdxicos en
pruebas de células sanguineas |  los individuos

Relevancia
ecoldgica:
Dafio extendido a
traves de
generaciones

(Squalius sp)

(Frenzilli et al., 2009)




¥ os micronucleos son fragmentos de cromosomas o cromosomas enteros que quedan fuera del

e
| Indcleo cuando la célula realiza la mitosis. Esto es la consecuencia de dafo a los cromosoma

Tomado de: Genotox bioensayos



I La genética y la era de omics

GTT GAG GAG GCC TGC ACT
GAA ‘CGT GCC TGC A
ATC AAT /



Técnicas omicas, un area de investigacion moderna que intenta
entender cOmo: -
los genes expresados (transcriptomicos)
proteinas (protedmica)

metabolitos (metabolomica)

Son alterados por los
factores estresantes

o

Imagen mas compresiva de los mecanismos de
toxicidad y conducir al desarrollo de modelos
predictivos



Cyprinus carpio

Respuestas al estres
enzimatico y oxidativo
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Acetil colinesterasa (AChE)

* |nhibiciobn relacionada con efecto
toxico de insecticidas
organofosforados y carbamatos

* Inhib por OPs irrev, por Carbamatos
es reversible

* Medicion en cerebro (sitio de accion
de plaguicidas) menos variable que
en plasma




Esterasas B (Inhibidos por OP y carbamatos)

Acetilcolinesterasa (AChE):
> Altamente especifica para la acetilcolina.

> Esta en celulas rojas de la sangre, plasma
(funcidn desconocida) y en tejido nervioso,
localizados en area del cerebro (funcion
degradacion/hidrolisis de la acetilcolina liberado
en el espacio de la sinapsis durante la
transmision de los impulsos nerviosos)

_ _ AChE _ - , .
Acetilcolina = Colina + Acido Acético

(Enzima)



La transmisidn sinaptica colinérgica ocurre cuando un
potencial de accion estimula la liberacion de acetilcolina
(ACh) en la sinapsis

ACh
Receptores

ACh Esterasas
o AChE

Terminal Axon

Sinépsis\/

Tejido Post-sinaptico




La acetilcolina se une transitoriamente a los receptores,
Iniciando un nuevo potencial de accion en la célula receptora

ACh
Receptor

\\

ACh Esterasa

Una vez ligado,
la ACh se libera
nuevamente

en Ia SlnapSIS' Célula receptora




La acetilcolina liberada es rapidamente ligada e
hidrolizada (destruido) por AChE.

ACh
Receptor

Una vez libre de
ACh, la sinapsis esta
preparada para la
siguiente liberacion de
acetilcolina.

Hidrolisis 25000
molec/seg =1 cada 40

ACh Esterasa
o AChE

microseg.



Inhibicidon de AChE permite la acumulacion de grandes
cantidades de ACh en la sinapsis

Receptor

ACh Esterasa
Alta cantidad de ACh

puede producir una tas
alta descarga y
desensibilizacion del
tejido (tetania, paro-
respiratorio y muerte).




Disrupcion endocrina










Desequilibrio energetico

Disminucionde la
ingesta Ingesta 4

Biomarcadores de
altarelevancia

ecoldgica, pero con

baja especificidad
(Barata et al., 2004)

‘Maceda—Veiﬁa et aI.i 2015:

Hacer frente a los
trastornos
metabolicos
causados por estos
factores de estrés

Analisis
tradicionales de la
dieta, indices de la

condicion corporal
(Benejam et al., 2009)

Niveles de
hematocrito (HCT)
y de hemoglobina
(Hb)

Reduccion de crecimiento,
longevidad, fecundidad y
aumento de
susceptibilidad a
enfermedades.

Impactos multitréficos

Acidos grasos
(Napolitano, 1999)

» \









Células y arquitectura de tejidos enteros
Subjetivo-Guias

Herramienta diagndstica practica y sensible para evaluar
Evaluar varios sistemas de un mismo individuo

Conocimiento anatomico, histologico y fisiologico de las especies
objetivo

Deposicion de grasa hepatica, variaciones naturales (Handy et al., 2002)

Alteraciones particulares asociadas con eventos de contaminacion,
alta relevancia ecoldgica

Tejido reproductivo
Mantenimiento de la poblacion
Conocer ciclo reproductivo

Técnicas de tincion

Domitrovic et al., 2015




Branquias CONTROL

Branquias EXPUESTOS

oY

F N

-

Figura 7. Cortes transversales de branquias de P. dovii después de la exposicion a CPF (5.5 pg/L) + DFZ (325 pg/L) por 14 dias. Estructura normal de branquias (A),

se muestra cartilago (C) lamella primaria (Lp) y secundaria (Ls) sin lesiones. Estructuras branquiales con alteraciones histopatoldgicas (B): Hiperemia (Hp), fusion de

laminillas (*); infiltraciones celulares (flecha) y acortamiento (Sh).

Resultados
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Rasgos conductuales

fisiologicos




Ejemplo

Comportamiento de
evitacion (escape, cierre de
las valvulas en los bivalvos)

Velocidad de natacion
reducida y ChE

(Cooper y Bidwell, 2006)

Receptores y
respuesta a

estimulos




KEYNOTE

Ecophysiology, ecotoxicology and somewhere in between

Amparo Torreblanca

"La fisiologia estudia el funcionamiento de un
Organismo vivo y COmo ese organismo vivo se
ajusta a las adversidades del ambiente”

"La ecofisiologia estudia como el
ambiente (fisico y biologico) interactua
con la fisiologia de un organismao”

Diferentes fuentes de estres
ambiental se reflejaran en la
fisiologia de los organismos




Percepcion - Evasion

EOG - Percepcion

Baldwin et al 2003 ETnC

Reconocimiento de
concentraciones

estresantes y evasion NS L
Aradjo et al 2018 Chemosphere




Los biomarcadores tienen como objetivo proporcionar
informacion complementaria a las medidas de la
estructura y funcién de la comunidad en el monitoreo
de estudios para evaluar mejor como los factores de
estrés afectan a los ecosistemas.

¢Ecotoxicologia?

PROPUESTA:
1.Escenario 2.Comunidad :
quimico objetivo 3.Especies clave
4.
Biomarcadores 5. Sitios basales 6. Estudios
generales y e impactados periodicos
especificos



Resumen



Se apoya que los biomarcadores son fundamentales para detectar los
efectos tempranos en las poblaciones antes de que un sistema pueda
colapsar en un estado del cual la recuperacion es dificil.

Los biomarcadores también parecen fundamentales para perfeccionar los
enfoques ecologicos modernos basados en los rasgos de las especies y
para evaluar la eficacia de las practicas de restauracion.

El uso de biomarcadores mas medidas de la estructura de la comunidad y la
funcion del ecosistema puede ayudar a entender y predecir mejor las
consecuencias ecologicas de multiples factores de estrés en los rios
mediterraneos

/s




BIOMARCADORES

- Cambio medible
- Respuestas tempranas

« Subindividual
- Especificidad (relacion con causa)
- Exposicion / Efecto

_ - Baja relevancia ecoldgica
. Defensa / Dafio O

+ Relevancia aumenta si se ligan @
efectos a diferentes niveles de -
organizacion

- Cambios reversibles vs irreversibles

- Concepto base de un estado
fisiolégico "normal”

- Biomarcadores = biomonitoreo de bajo
costo e incluso sustituto de monitoreo
quimico




Biomarcadores en el
12{=)




1-Exposicion in situ 2-Diseccion de organismos sobrevivientes
de peces en jaulas 48 h después en el sitio para toma de muestras para
por 48 h biomarcadores (bioquimicos y
moleculares)

I'ﬂ 2.1-Muestras
de cerebro,

W

C[ r higado y
V Hi jmﬂsculn para
\J i analisis

2.1.1-En Laboratorio: Transporte de .M '. ) bioquimicos
Muestras almacenadas a muestras al ’
-80T. laboratorio en i)
*Homogenizacion y Nitrégeno .
fraccionamiento de la liquido 2.2-Mue:~'s tra de higado
muestra. para analisis moleculares
«Analisis de conservada en RNAlater
Biomarcadores I'ﬂ
(Colinesterasa, Glutation 2.2.1-En Laboratorio: ] '
S-transferasa, *Muestras almacenadas a -80T H! J‘
Peroxidacion lipidica y *Cuantificacion de mRNAs de / \
Catalasa) vitelogenina y CyP1A por gRT-

PCR.




Trabajo con especies nativas

Parachromis dovii

] g
Astyanax aeneus -

Atractosteus tropicus
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Macrobrachium sp

Anodontites luteola



Inhibicion de la ChE en Astyanax aeneus expuesto a
Un Organofosforado:
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Actividad de la GST en Anodontites luteola expuesta
a sedimentos de diferentes sitios:

GST (nmol*min'*mgprot') muestreo mayo 2009
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Evitamiento del sedimento y Cambio de Peso en
Anodontites luteola expuesta a sedimentos de
diferentes sitios:
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Evaluacion de efectos %os temprs
de peces (Parachromis dovii ,
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o))

ChE (U mg protein)

ChE
Cerebro
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Chlorpyrifos (ug/L)

Figura 2. Actividad en cerebro (a) y EROD in higado (b) de P.
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dovii expuestos a CPF y DFZ respectivamente.
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Gracias por su atencion

Actividad

Elabore un cuadro con los documentos compartidos, incluya: las mediciones realizadas (biomarcadores),
técnicas que utilizan, que significa la respuesta (interpretacion), relacion con la ecotoxicologia (efectos,
contaminantes).




