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ASSESSMENT OF COPPER TOXICITY IN SOILS USING BIOMARKERS OF OXIDATIVE STRESS IN Eisenia foetida.
Copper toxicity in soil was evaluated using biomarkers of oxidative stress (catalase enzyme activity, superoxide dismutase and lipid

peroxidation) in the earthworm Eisenia foetida. Agricultural topsoils from mining areas of the Aconcagua river basin were collected.

Total copper concentrations were in the range of 94-959 mg kg, while the exchangeable copper concentrations were in the range
of 46-2225 ng kg!. Earthworms exposed to soil with exchangeable copper concentrations above 32 pg kg™ showed an increase in
catalase activity. Parameters of antioxidant activity were more sensitive than the weight change and thus can be used as appropriate

biomarkers in Eisenia foetida.
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INTRODUCCION

Las lombrices de tierra, junto con otros organismos macrodes-
componedores, estdn entre los organismos mds importantes del suelo.
Esto se debe a la capacidad de descomponer la materia orgdnica,
reciclamiento de nutrientes y formacién de suelo.'? Esta importante
funcién puede ser afectada por la presencia de elementos téxicos en el
suelo.? Estas se caracterizan por tener un ciclo de vida en condiciones
ambientales naturales de 4 afios aproximadamente y en cautiverio
pueden llegar como el caso de Fisenia foetida a los 15 afios.*

El cobre es un importante contaminante ambiental asociado,
en el caso de Chile, principalmente a las actividades mineras.’ Este
altera las caracteristicas naturales de los suelos en sectores cercanos
a dichas actividades, pudiendo provocar efectos adversos sobre los
organismos vivos del suelo. El cobre es un micronutriente esencial
para el crecimiento de los organismos, pero es requerido sélo en
cantidades traza, ya que a altas concentraciones es toxico para las
células al alterar las funciones de las proteinas y consecuentemente
la actividad enzimética.®” Este metal se encuentra normalmente como
complejos en las proteinas de las células y, si se encuentra como i6n
libre, puede generar estrés oxidativo y dafios en macromoléculas.?

El O, y H,0, son relativamente poco reactivos, sin embargo
ambos pueden interaccionar ,a través de la reaccion de Fenton, con
iones de metales de transicién como el hierro y el cobre para producir
el extremadamente reactivo OH" considerado el mds dafiino de los
radicales oxigenados.”!?

H,0, + Fe** > OH' + OH" + Fe*** reaccion de Fenton

H,0,+0,” - OH + OH + 0, reaccion de Haber - Weiss

Los metales pesados constituyen una fuente importante de estrés
oxidativo, aumentan la actividad antioxidante de las enzimas SOD,
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catalasa y peroxidasas en plantas.!’ Por ejemplo, la toxicidad del
cadmio causa estrés oxidativo produciendo cambios en las enzimas
antioxidantes,'? aumenta la lipoperoxidacién, reflejdndose en un
aumento en la concentracion de malondialdehido.'*!* Sin embargo,
se han observado diferentes efectos en la actividad de enzimas
antioxidantes, incluyendo SOD, peroxidasa (POD), catalasa (CAT)
y ascorbato peroxidasa (APX), atrapando especies reactivas de
oxigeno."* Debido a sus propiedades redox, el cobre puede catalizar
la formacién de radicales libres muy dafiinos tales como especies
reactivas de oxigeno y peréxidos, causando desbalance oxidativo.'>"”

La generacion de radicales libres provoca la respuesta del sistema
defensivo antioxidante.'$!° Un efecto dafiino de las especies reactivas
de oxigeno es la peroxidacién lipidica de la membrana. La lipoperoxi-
dacidn estd relacionada con el aumento de la permeabilidad de iones,
uniones entre lipidos y polipéptidos y la inactivacién de proteinas
y enzimas de la membrana.' El estrés oxidativo es bdsicamente la
consecuencia de un desequilibrio entre produccion de radicales libres
y la capacidad antioxidante de un organismo. %

El uso de indices de estrés subletal como biomarcadores es un en-
foque alternativo y potencialmente muy util para evaluar la respuesta
de un organismo o poblacién a los contaminantes. La induccién de
ciertas enzimas en reacciones de biotransformacion y detoxificacion
de contaminantes ha sido demostrada en diferentes organismos (in-
vertebrados y plantas tanto acudticas como terrestres) y su aplicacién
como herramienta para evaluar la calidad de aguas y suelos ha sido
propuesta recientemente.?'?

Los suelos agricolas de la cuenca del rio Aconcagua (Region
de Valparaiso, Chile) presentan elevadas concentraciones de cobre
en comparacion con dreas sin actividad minera.*?* Los organismos
expuestos a estos suelos podrian tolerar los efectos del cobre a
través de mecanismos de proteccion antioxidante. En esta investi-
gacion se propuso evaluar la toxicidad de cobre en suelos agricolas
cercanos a fuentes de contaminacidon minera a través del uso de
bioensayos de toxicidad y biomarcadores de estrés oxidativo en
la lombriz Eisenia foetida.
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PARTE EXPERIMENTAL
Caracterizacion fisico-quimica de suelos

Se tomaron 6 muestras de suelos agricolas en diferentes localidades
en la cuenca del rio Aconcagua. Los sitios de muestreo se establecieron
en dreas cercanas a actividades mineras, el control correspondi6 a la
estacion sin actividad minera. Las muestras de suelo (10 kg) fueron
tomadas entre 0 a 20 cm de profundidad, removiendo la vegetacion
existente, fueron secados a 60 °C durante 2 dfas, posteriormente desa-
gregados con un mortero de granito y finalmente tamizados a través
de un tamiz de 2 mm de apertura. Para el andlisis de cobre total, una
porcién de cada muestra fue molida fino en un mortero de dgata.

La materia orgdnica fue determinada segiin Sadzawka et al..” El
cobre total fue determinado por espectroscopia de absorcion atémica,
después de la digestion dcida de las muestras con una mezcla de dcidos
fluorhidrico y perclérico.?

Para el aseguramiento y control de calidad de los resultados,
se analizaron dos muestras de referencia: GBW 07312 (sedimento
de rio) y IAEA-SL-1 (sedimento lacustre) del International Atomic
Energy Agency. Los valores de referencia fueron 1230 = 12 y 30 =
5,0 mg kg! mientras que los obtenidos fueron 1250 + 14y 28,8 +0,7
mg kg'!, respectivamente. Es decir, la desviacion entre los valores de
referencia y los obtenidos fue menor al 5%.

Las soluciones de sales neutras se consideran como las mas
adecuadas para simular la disponibilidad de elementos traza a las
plantas y los organismos del suelo.” En este estudio, se us6 KNO,
0,1 mol L' como extractor.” En este extracto, se determinaron pH,
cobre intercambiable y pCu*? (pCu*?= -log[Cu*?], donde [Cu*?] es
la actividad del i6n libre Cu*?). Las concentraciones de cobre en
solucién fueron determinadas por espectroscopia de absorcion até-
mica. El cobre libre (Cu?*) se determiné usando un electrodo de i6n
selectivo.” La determinacién de los pardmetros se realiz6 al inicio y
al final de los periodos de exposicion de los organismos en los suelos.

Biomarcadores en tejidos de E. foetida medidos a los 15 y 45
dias de exposicion

Superoxido dismutasa (SOD)

Se determiné espectrofotométricamente la reduccién del cito-
cromo C en presencia del sistema Xantina-oxidasa con un equipo
CECIL, CE 2041, 2000 Series. La cinética de formacion de citocromo
reducido se evalud a partir de los datos de absorbancia a 550 nm. Se
calculd la constante de velocidad. La actividad de SOD se obtuvo por
interpolacién en una curva de calibracién de enzima pura.?

Determinacion de proteinas

Se basé en la determinacién espectrofotométrica de un compuesto
coloreado estable, hidrazona, resultante de la reaccién de los grupos
carbonilos de las proteinas oxidadas y el reactivo 2,4-dinitrofenilhi-
drazina (DNPH). La absorbancia de las muestras tratadas con DNPH
se determiné a 372 nm. El contenido de carbonilos se calculé en base
al coeficiente de extincién molar de las hidrazonas (21000 M cm!)
y expresado en nmoles mg™! de proteinas.”

Determinacion de productos reactivos al dcido tiobarbitiirico
(TBARS)

La lipoperoxidacién produce aldehidos siendo el mds abundante
el malondialdehido (MDA). Estos productos reaccionan con el dcido
tiobarbitirico generando compuestos coloreados que pueden ser
cuantificados por espectrofotometria dptica en la region visible del
espectro de absorcion a 535 nm. Una vez separadas las proteinas de
la muestra, por precipitacion con 4cido tricloroacético (30% p/v), el
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sobrenadante se hizo reaccionar con acido tiobarbitirico (0,67%),
calentando en bafio maria hirviente. Se determind la intensidad del
pico a 535 nm. Los datos se expresan como nmoles mg™' de MDA cal-
culados mediante una curva de calibracion obtenida con MDA puro.*

Actividad catalasa

La determinacién de la actividad enzimadtica de catalasa fue
realizada a través de la cinética de degradacién de perdxido de
hidrégeno, la que es acelerada en presencia de la enzima, segun la
siguiente reaccion:

2H,0, 72 2H,0+0

2 CAT 2

La cinética se sigue espectrofotométricamente por lecturas de
absorbancia a 240 nm. Con los datos de absorbancia, se determina
la constante de velocidad y a partir de ésta se obtiene la actividad de
catalasa, interpolando en una curva de calibracién de enzima pura
(catalasa de eritrocitos humanos) y procediendo luego a la normali-
zacion de acuerdo a la cantidad de hemoglobina de cada muestra.’!

Bioensayos de toxicidad

Para determinar la toxicidad crénica, se llevaron a cabo bioen-
sayos con E. foetida obtenida del centro de cultivo de la Facultad
de Agronomia de la Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso,
segin métodos estandarizados por la Organization for Economic
Cooperation and Development.® Para ello, en contenedores de vidrio
de 750 mL (unidad experimental) se coloc6 500 g de suelo ajustando
la humedad a 40% p/p en cada muestra. En el bioensayo, se incu-
baron diez lombrices adultas de E. foetida (con clitelium visible),
anteriormente lavadas con agua destilada, secadas en papel filtro y
pesadas individualmente. Se consideraron 8 réplicas. Como alimento
se aplicé 5 g de estiércol de vaca humedecido con 5 mL de agua
destilada. Para acostumbrar las lombrices al medio, se las aliment6
con dicho alimento una semana antes de la realizacién del bioen-
sayo. Al término de las 4 semanas de exposicion, se determinaron
los pesos promedios. Los bioensayos se realizaron bajo condiciones
controladas, la temperatura ambiental oscilo entre de 22-24 °C, con
una iluminacién de 200 lux y un fotoperiodo de 12 hde luzy 12 h
de oscuridad. La humedad fue mantenida por medio de la aplicacién
de 40 mL de agua destilada una vez a la semana.

Bioacumulacion

La determinacidn de las concentraciones de cobre en el tejido de
las lombrices se realizé de acuerdo a Ma.® Veinte individuos por cada
tratamiento fueron elegidos aleatoriamente, fueron lavados y dejados
por 48 h en placas de Petri con papel de filtro, con el fin de limpiar el
intestino. El papel se cambi6 cada dia para evitar coprofagia. Luego,
las lombrices se dejaron secando por 48 horas a una temperatura de
80 °C. La digestion de lombrices se realiz6 con una mezcla de dcidos
nitrico y perclérico y clorhidrico para luego determinar el cobre por
espectroscopia de absorcién atémica.

Analisis estadistico

La interpretacién de los resultados de los parametros bioldgicos
obtenidos con los suelos de las diferentes localidades, fue realizada
mediante el andlisis de varianza y de correlaciones con el programa
Systat 5.0. En el caso que el andlisis de varianza (prueba F) detect6
diferencias significativas entre los tratamientos, se realizo el andlisis
de comparaciones multiples de la prueba de Tukey a 5% de signifi-
cacién y evaluaciones por medio de correlaciones de Pearson entre
las respuestas bioldgicas y diferentes formas de cobre.
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Tabla 1. Caractersticas fisico-quimicas de los suelos estudiados. Se presentan concentraciones de cobre intercambiable (en KNO, 0,1 mol L") al inicio y al

término de la exposicion del bioensayo. M.O. = materia orgdnica

Coordenadas Cu total Cu intercambiable Cu intercambiable pCu? pCu?

Suelos MO % pH L . L .
Oeste Sur mg kg! ug kg inicio ug kg! termino inicio termino
1 71°12°3” 32°53°40” 1,2 6.4 94 bld bld 9,6 9,0
1I 70°57°3” 32°48°22” 5.2 6,5 426 bld 32 9,0 8,1
1T 70°58°8” 32°48°17” 2,8 7,3 598 268 78 9,6 10,0
v 70°56°23” 32°47°49” 2,0 6,9 355 506 268 10,0 9,5
\Y 70°57°58” 32°48°29” 5,6 7,1 707 1062 515 10,0 9,3
VI 70°59°43” 32°46°5” 5,2 6,8 959 2225 669 7.8 8,3
Bld: Bajo el limite de deteccion (< 30 pg kg™')
. 6,0 -
RESULTADOS Y DISCUSION * ok *
50 1 -
. . E *
La concentracién de cobre total varié de 94 mg kg™ en el suelo I 240 " N * B

hasta 959 mg kg™ en el suelo VI, en tanto que, el cobre intercambiable % 30 | .
estuvo abajo del limite de deteccién del método analitico EAA, en g '
el suelo I, siendo el suelo VI el que tuvo la mayor concentracién con ‘é 2,0 1
2225 pg kg (Tablal). El cobre intercambiable en general es més del 1,0 1
0,05% y puede alcanzar el 0,23% en la estacion VI del cobre total. 00
Similar relacién entre cobre total e intercambiable fue encontrada al ' | I " v v Vi
estudiar la comunidad de lombrices y la biodisponibilidad de cobre y Suelos

cinc a lo largo de un gradiente de contaminacién en algunas localida-
des en Finlandia (cobre total 53-5100 mg kg y cobre intercambiable
8-1200 mg kg').** En ese estudio a diferencia del presente trabajo se
utiliz6 como agente extractor acido acético, lo que puede explicar
la diferencia en el cobre intercambiables que es mds alto que en el
nuestro, ademds de las diferencias en las caracteristicas fisicas y
quimicas de los suelos (materia orgédnica, arcillas, pH). Al comparar
las concentraciones de cobre intercambiable al inicio y término en
los experimentos se observé una disminucion, lo que podria ser
debido a la complejacion de cobre por el estiércol de vaca agregado
a los suelos, lo que podria afectar la biodisponibilidad del cobre en
este tipo de pruebas estandarizadas. La materia organica del suelo
fluctud entre 1,2% en la estacion 1y 5,6% en la estacion V. El pH de
los suelos cercanos a la neutralidad (Tabla 1).

Las membranas fosfolipidicas de los organismos aerébicos
estdn continuamente sujetas a agresion oxidativa proveniente tanto
de fuentes internas como externas; entre las externas se destaca el
cobre.?! El dafio lipoperoxidativo en las lombrices fue mayor a los
45 dias que a los 15 dias de exposicion a los suelos (Figura 1). En
ambos tiempos de exposicidn, se observé una variacién significativa
entre los suelos estudiados. A los 15 dias de exposicion, la mayor
concentraciéon de MDA fue en los suelos IV 'y V (5,2 y 5,1 nmoles
mL"' de MDA respectivamente), mientras que a los 45 dias fue en
los suelos Iy IV (4,9 y 5,2 nmoles mL"!' de MDA, respectivamente)
(Figura 1). Mayor concentraciones de cobre total e intercambiable
aumentaron significativamente el dafio lipidico, lo que es concordante
con estudios en otras especies tales como carpas, ratas y salmén.”!
Se encontré una correlacién inversa entre pCu® y MDA (1 0,75, P<
0.05) es decir, en los suelos con menores actividades de Cu?*, hubo
menor dafio a lipidos. Esto sugiere que esta medida del cobre seria
un buen predictor del efecto téxico del cobre.

La actividad de catalasa aumentd con el tiempo en las lombrices
expuestas a suelos II, III y IV (0,22 y 0,40 U) siendo significativa
en relacion al suelo control I, tanto a los 15 dias como a los 45 dias
(Figura 2). Este aumento sugiere la activacion de mecanismos de
proteccion asociados al cobre. Similar respuesta se obtuvo en Tubifex
tubifex expuestos a crecientes concentraciones de cobre (50, 100 y
200 pg L") por 7y 15 dfas.* La disminucién de la actividad catalasa

015 dias W45 dias

Figura 1. Daiio lipoperoxidativo en E. foetida expuestas a suelos agricolas
provenientes de dreas con actividad minera durante 15y 45 dias, valores
promedio y desviacion estandar (n = 4). *: Diferencia significativa con su
respectiva estacion control (estacion I), P<0,05

en las lombrices en el suelo V y VI con la mayor concentracién de
cobre total e intercambiable (Tabla 1) podria explicarse probablemen-
te por dafio en esta enzima por el radical hidroxilo generado por el
cobre en concentraciones muy altas. E1 O, a través, de la reaccion
de Fenton, con iones de metales de transiciéon como el hierro y el
cobre producen el radical OH" que es el extremadamente reactivo. Los
radicales hidroxilos pueden dafiar las enzimas, cuando se producen
por descomposicion catalizada por metales unidos a protefnas de
membrana. El radical hidroxilo reacciona a altas velocidades con casi
todo tipo de molécula en células vivientes incluyendo los azicares,

0,54
0,44
0,4+
0,3

*

0,34 *
0,2
0,24

Ucatalasa/mg de proteinas

0,14
0,14

0,0
\

Suelos

015 dias W45 dias

Figura 2. Comparacion de la actividad enzimdtica de catalasa en E. foetida
a los 15 y 45 dias de exposicion a suelos agricolas provenientes de dreas
con actividad minera, valores promedio y desviacion estandar (n = 4). *:
Diferencia significativa con su respectiva estacion control (estacion 1), P<0,05
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aminodcidos, fosfolipidos y bases del dcido desoxirribonucleico
(DNA).*!° Lo anterior podria explicar la correlacion negativa entre
la actividad catalasa con pCu® (2: 0,68, P < 0,05) y entre actividad
catalasa y cobre intercambiable (r*: 0,46, P > 0,05) aunque esta ul-
tima no fue significativa. Por otra parte, este comportamiento en la
enzima podria estar relacionado con la hormesis, es decir, menores
concentraciones de un agente toxico estimula la respuesta defensiva,
mientras que en altas concentraciones la inhiben.*

Al comparar la actividad de superéxido dismutasa (SOD) entre
los periodos de exposicion (Figura 3) se observa que fue mayor a los
45 dias en todos los suelos. A los 15 dias de exposicidn no se observé
diferencias significativas entre los suelos, en tanto que a los 45 dias
hubo diferencias significativas entre los suelos (Figura 3). Similar a lo
ocurrido con la actividad de catalasa, la actividad de SOD fue mayor
en las lombrices de los suelos con mayor concentracion de cobre. Sin
embargo, contrariamente a lo sucedido con la catalasa, la superéxido
dismutasa se mantuvo mas alta en el suelo VI comparada con el suelo
I (Figura 3), lo cual sugiere que el mecanismo antioxidante se man-
tiene a esas concentraciones de cobre. El comportamiento distinto de
ambas enzimas ha sido comprobado en otros estudios, denominado
compensatorio. Este comportamiento se encontr6 al estudiar estas
enzimas en larvas y adultos de Caenorhabditis elegans.’

801
70 *
60+
50
40 *

304

U/mg de prateinas

20+

| Il 1] \% \Y \
Suelos

015 dias M 45 dias

Figura 3. Comparacion de la actividad enzimdtica superoxido dismutasa en
E. foetida a los 15 y 45 dias de exposicion a suelos agricolas provenientes de
dreas con actividad minera, valores promedio y desviacion estandar (n = 4). *:
Diferencia significativa con su respectiva estacion control (estacion I), P < 0,05

Los cambios en la biomasa de los organismos es uno de las
caracteristicas ecoldgicas sensibles.’’” En este estudio, la pérdida
de peso se observé en todos los suelos, excepto en el suelo Il en la
cual hubo un leve incremento (Figura 4). La mayor pérdida de peso
se observo en el suelo V, en tanto que la menor en el suelo IV. Sin
embargo, estas pérdidas de peso no fueron significativas comparadas
con el suelo I (control), cuya pérdida fue 8%. Esas leves diferencias
podrian ser la diferencias en las caracteristicas fisico quimicas entre
los suelo. Esto sugiere que esta variable respuesta no es muy sensi-
ble a los cambios en las concentraciones de cobre en suelo. La baja
correlacion con las concentraciones de cobre se podria deber a la
influencia del pH, materia orgénica y textura del suelo podrian afectar
la biodisponibilidad del cobre.®®

Al comparar la bioacumulacién entre los suelos, sélo se observa un
leve incremento en el suelo VI (Figura 5). Sin embargo, no fue signifi-
cativo comparado con el suelo control. Por otra parte, se observé una
correlacién entre cobre intercambiable y bioacumulacion (r*: 0,90, P <
0,05). Las concentraciones de cobre bioacumulado en las lombrices en
este estudio fueron menores en comparacion con las determinadas por
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-10

15 1

Cambio en biomasa (%)

-20 4

-25 -
Suelos

Figura 4. Cambio de peso corporal de E. foetida a las 4 semanas de ex-
posicion a suelos agricolas provenientes de dreas con actividad minera en
relacion a la estacion control

en Aporrectodea caliginosa, Lumbricus terrestres y Eisenia foetida,
cuyas concentraciones fueron en el rango de 64-186 mg kg'.* En ese
estudio los organismos fueron colectadas en terreno, pudiendo haber
estado mds tiempo expuestas a cobre que en el presente estudio y tal
como sefiala este autor la acumulacién de metales en lombrices cor-
responde a una cinética de primer orden. Similares resultados fueron
encontrados en Lumbricus rubellus colectadas en un sector contami-
nado con metales, cuyo rango de cobre bioacumulado fue en el rango
de 8-60 mg kg'.** Se ha determinado que una concentracién en tejidos
de 40 mg kg™! puede provocar efectos t6xicos sobre la reproduccion.”
En Lumbricus terrestres se encontrd concentraciones bioacumulados
de cobre 8 y 74 mg kg™!, similar a nuestro estudio.” En este caso, las
lombrices fueron incubadas en los suelos contaminados por un periodo
de cinco a siete semanas lo que es similar al presente estudila similitud
en la bioacumulacion del cobre en los organismos expuestos a los suelos
con diferentes concentraciones de cobre en el presente estudio, podria
estar relacionado con aumento de las tasas de excresion en E. foetida,
es decir, a medida que aumenta la concentracion del cobre aumenta la
tasa de excresion. Al relacionar las concentraciones internas (tejido)
y externas (suelos) de cobre total en la lombriz Lombricus rubellus,
se encontré que ésta no fue lineal (pendiente < 1),% lo que es similar
a lo encontrado en el presente estudio. En este estudio, concentracién
de cobre intercambiable fue mejor predictor de la bioacumulacién de
cobre en tejidos.

~ 100 4
90 4
80 -
70 4
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 A
0

Bioacumulacion de Cu (mg kg’

Suelos

Figura 5. Bioacumulacion de cobre en E. foetida al final de los bioensayos,
valores promedio y desviacion estdndar

CONCLUSIONES

Los biomarcadores de estrés oxidativo fueron mds sensibles que
la pérdida de peso y bioacumulacién de cobre a la variacion de las
concentraciones de cobre en los suelos. No hubo pérdida de peso ni
bioacumulacion significativa en los suelos comparados con el suelo
control. Sin embargo, se observo dafio lipoperoxidativo en los suelos
y aumento significativo de la actividad catalasa y superdxido dismu-
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tasa en los suelos con mayor concentracién de cobre. Se sugiere el
uso de biomarcadores de estrés oxidativo para evaluar la toxicidad
de cobre en los suelos.

MATERIAL SUPLEMENTARIO

Disponible en http://quimicanova.sbq.org.br, en arquivo .PDF, con
accesso libre. Apresenta a Figura 1S. Localizacion de los suelos estu-
diados. Circulos negros muestran localizacién de actividades mineras.
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