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Palabras clave RESUMEN | De entre todos los contaminantes emergentes, los farmacos suscitan un
Invertebrados acuaticos gran interés cientifico. El nitroprusiato sodico (SNP), es uno de los ciandgenos mas
Ecotoxicologia utilizados como vasodilatador para el tratamiento de afecciones cardiacas. Debido a su
Compuestos ciandgenos uso generalizado y a la posible contaminacién de los ambientes acuaticos asociado a la

mala gestion de los residuos farmacoldgicos, es importante llevar a cabo estudios
ecotoxicolégicos que ayuden a aclarar su efecto en poblaciones de especies
bioindicadoras como es el caso de invertebrados acuaticos. En base a esto, el objetivo del
presente ensayo fue evaluar la toxicidad del SNP en el invertebrado acuatico Artemia
franciscana. Para tal fin, nauplios de Artemia. franciscana fueron sometidos a diferentes
concentraciones de SNP (0-3000 pg/mL) durante 24 horas, determinandose los valores de
LC20, LCso y LCago. Para determinar la respuesta antioxidante y detoxificadora de dichos
organismos frente al SNP, se cuantifico la actividad de diferentes enzimas implicadas en
dicho proceso: Superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), Glutation peroxidasa
(GPX), Glutation reductasa (GR), Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH), Glutation
S-transferasa (GST), DT-diaforasa (DTD), asi como los niveles de peroxidacion lipidica a
través del Malondialdehido (MDA) y la actividad antioxidante total (TEAC). Los
resultados obtenidos indican la existencia de una correlacion positiva entre las distintas
concentraciones de SNP empleadas y la actividad de las enzimas GPX, GR, G6PDH y
GST, asi como para TEAC, lo cual se ha relacionado con un aumento en la capacidad
antioxidante y detoxificadora de xenobiéticos en dichos organismos frente al SNP. Sin
embargo, no se han observado diferencias para SOD, CAT y DTD, asi como en los
niveles de peroxidacion lipidica. Esto podria ser indicativo de que que la administracion
de SNP produce la inactivacion de dichas enzimas y evidencia el efecto dependiente del
tiempo que presenta el SNP en la peroxidacion lipidica en nauplios de Artemia

Keywords francicana.

Aquatic invertebrates

Ecotoxicology ABSTRACT | Among emerging pollutants, the pharma drugs focus a great research
Cyanogenic compounds interest. Sodium Nitroprusside (SNP) is one of the cyanogens most used as a vasodilator

for the treatment of cardiac problems. Due to the increasing expansion and the putative
contamination of aquatic environments causes by the mismanagement of pharmacological
waste, it is important to carry out ecotoxicological assays to clarify its effect on
populations of aquatic invertebrates, which act as bioindicators. Thus, the aim of this
study was to evaluate the toxicity of the SNP in the invertebrate Artemia franciscana. So,
Artemia franciscana nauplii were subjected to different concentrations of SNP (0-3000
pg/mL) for 24 hours, determining the values of LC2o, LCso and LCgo. To determine the
antioxidant and detoxifying response of these organisms against to SNP, the activity of
different enzymes involved in this process: Superoxide dismutase (SOD), Catalase
(CAT), Glutathione peroxidase (GPX), Glutathione reductase (GR), Glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH), Glutathione S-transferase (GST), DT-Diaphorase (DTD) was
quantified, and the levels of lipid peroxidation, (Malondialdheyde (MDA) and total
enzyme antioxidant activity (TEAC). The results denoted the existence of a positive
correlation between the dose of SNP used and the activity of the enzymes GPX, GR, GST
and G6PDH, as well as TEAC, which has been linked to an increase in antioxidant and
detoxifying ability of xenobiotic compounds in such organism against the SNP. However,
no significant differences were observed for SOD, CAT and DTD enzymes response, as
well as in the levels of lipid peroxidation. This is indicative that the SNP exposure
produces the inactivation of these enzymes, showing the time-dependent effect that SNP
present in the peroxidation lipid in Artemia franciscana nauplii.
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INTRODUCCION

En el medio ambiente existen muchas fuentes de estrés (agentes bidticos y abiéticos) que alteran el
desarrollo normal de los organismos vivos. El estrés oxidativo es causado por un desequilibrio de la
homeostasis celular debido a un aumento significativo en la concentracion extra- e intra-celular de especies
reactivas de oxigeno/nitrégeno (ROS/RNS) (Torres et al., 2003). Este aumento de ROS/RNS va
acompafiado de una pérdida de la capacidad antioxidante, produciendo alteraciones estructurales y
funcionales en &cidos nucleicos, lipidos y proteinas (Pisoschi y Pop., 2015) que causan dafio a nivel celular
y tisular (Elejalde-Guerra, 2001; Prigol et al., 2009). EI metabolismo oxidativo de las células es una fuente
continua de especies reactivas de oxigeno (ROS). Estos pueden formarse a través de diferentes mecanismos,
siendo altamente tdxicos, incluso causando la muerte celular (Huerta et al., 2005; Pérez, 2008). Para
protegerse de estos agentes altamente reactivos, los seres vivos han desarrollado un complejo sistema de
proteccién antioxidante basado en la produccién de moléculas antioxidantes de origen enzimatico y no
enzimatico (Elejalde-Guerra, 2001, Huerta et al., 2005).

Entre los antioxidantes enziméaticos mas importantes estan: Superéxido dismutasa (SOD), Catalasa
(CAT) (Torres et al., 2003), Glutatién peroxidasa (GPX), Glutatién reductasa (GR), Glutation S-transferasa
(GST) (Pérez, 2008), Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PH) que actla protegiendo a la célula
indirectamente del estrés oxidativo (Wajcman y Galactéros, 2004) y DT-diaforasa (DTD) también conocida
como NAD (P) H: quinona oxidorreductasa o0 NQO1 tiene como funcién principal la detoxificacion de los
componentes del ciclo redox (Chen et al., 2000).

Entre los principales dafios causados por el estrés oxidativo se encuentran los producidos en los lipidos.
Este proceso se conoce como peroxidacion lipidica y consiste en la degradacion oxidativa que sufren los
lipidos como resultado de una serie de reacciones que conducen a la formacion de un radical lipidico,
liberando Malondialdehido (MDA) como producto final de su degradacién. De esta forma, existe una
relacion directamente proporcional entre la concentracién de MDA y la concentracion de los &cidos grasos
poliinsaturados oxidados, siendo un buen indicador del dafio causado por la peroxidacion lipidica (Gill et
al., 2015).

El SNP (Naz[Fe(CN)sNO]) es uno de los ciandgenos mas ampliamente utilizados como vasodilatador
para el tratamiento de insuficiencia cardiaca y problemas de hipertension (Hottinger et al., 2014). Se sabe
que el tratamiento con SNP da lugar al desarrollo de estrés nitrosativo y oxidativo en diferentes organismos
(Bayliak et al., 2015; Lozinsky et al., 2012). Esto es debido a su capacidad para producir cianuro de hierro,
NO y ROS, siendo estos subproductos los responsables de su citotoxicidad (Sani et al., 2014).

En términos legislativos, se trata de un producto descrito como toxico por inhalacién e ingestion, tanto
para la salud humana como para el medio ambiente, por la “Directiva General de Clasificacion de
Substancias de la UE”, Dir 67/548/CE. Sin embargo, aunque existen diversos estudios donde se asocia la
administracién de SNP con neurotoxicidad y apoptosis celular tanto en humanos (Li, et al., 2013; Zhang y
Zhao, 2003) como en otros mamiferos terrestres (Kaku, et al., 2001; Kaehler et al., 1991, Prigol, et al.,
2009), existe muy poca informacién ecotoxicologica del SNP como contaminante en ambientes acuéticos.
Asi, se ignora hasta el momento los efectos citotoxicos y su efecto sobre el estado oxidativo de los
organismos acuéticos.

Esta falta de estudios, unido a su uso continuado durante varias décadas como compuesto activo en
farmacos destinados a tratar dolencias cardiacas (Friederich y Butterworth, 1995) y a la mejorable gestion
de los residuos farmacoldgicos existente en los diferentes paises en vias de desarrollo (Barcel6 y Ldpez,
2008), promueve el interés en el estudio ecotoxicoldgico del SNP en un ambiente tan sensible como es el
medio acuético. En base a ello, el proposito de esta investigacion consiste en determinar el efecto toxico y
la influencia del SNP sobre el estado oxidativo de los invertebrados acuaticos, tomando como referencia
nauplios del crustaceo Artemia franciscana. La eleccién de A. franciscana como organismo de estudio se
debe principalmente a su facil control y su uso generalizado en investigaciones toxicologicas (Libralato,
2014; Nunes et al., 2006; Peigiang y Sijun, 2020; Sorgeloos et al., 1978). Ademas, este organismo es un
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elemento clave de la cadena trofica durante la cria larvaria de organismos acuaticos destinados a la
acuicultura (Dhont et al. 2013, Gonzélez y Aportela, 2001).

MATERIAL Y METODOS
Eclosién de Artemia franciscana

La eclosion de quistes de A. franciscana (INVE Aquaculture Inc.) se llevé a cabo bajo condiciones de
laboratorio (agua declorada, 30%. NaCl, 28°C, oxigeno a saturacion) durante 24 horas (Sorgeloos et al.,
1977; Van Stappen, 1996).

Debido a la diferente sensibilidad a los téxicos presentada por el género Artemia en funcién de su estado
de desarrollo y para evitar posibles influencias en los resultados como consecuencia de una alimentacién
exdgena, o bien por un estado de ayuno generado por el consumo de los nutrientes endogenos, se decidié
emplear nauplios de Artemia recién eclosionados (Estado 1) con el objetivo de controlar la mayor parte de
parametros del ensayo y permitir una mayor homogeneidad de las muestras (Sorgeloos, et al., 1978).

Toxicidad del SNP: Determinacién de los valores de concentracion letal (LC2o, LCso, LCao)

Una vez eclosionados los quistes de A. franciscana, se introdujeron 20 nauplios por pocillo en placas de
24 pocillos con diferentes dosis de SNP (0-3000 ug/mL), por triplicado, durante 24 horas de incubacion.
Para ello, se parti6 de una disolucion madre (9000 pg/mL) donde 63 mg de SNP puro se disolvieron en 7,2
mL de agua salina. Una vez obtenida la disolucién madre, se colocd un determinado volumen de disolucién
por pocillo en funcidn de la concentracion final deseada, completando con agua salina hasta alcanzar un
volumen de 0,5 mL por pocillo (Tabla 1), el cudl se completé con agua salina hasta llegar a un volumen
final de 1,5 mL (Nikinmaa, M., 2014).

Tabla 1. Concentraciones y volumenes ensayados durante el estudio de la toxicidad para el SNP en nauplios de A.
franciscana.

Concentracion final de Volumen de disolucién H20
SNP (pg/mL) madre (pL) salina (pL)
0 0 500
25 4,16 495,84
50 8,33 491,67
75 12,5 4875
150 25 475
250 41,66 458
300 50 450
350 58,33 442
400 66,66 433
450 75 425
500 83,33 417
600 100 400
700 116,66 383
1000 166,66 333
2000 333,33 167
3000 500 0

Transcurrido ese tiempo, se observo el comportamiento de los individuos y se contabilizé la mortalidad,
determinando los valores de LCxg, LCso, LCgo, de acuerdo con la siguiente formula: % de supervivencia (Ao
- Ar)/Ag x 100, donde Ao es el nimero de nauplios supervivientes en la muestra de control (100 % de
supervivencia) y Ar es la supervivencia de nauplios tratados con cada concentracion ensayada de SNP. El
analisis computarizado de los datos fue realizado por OriginPro 8 (OriginLab Corporation, USA), mediante
el cual se realiz6 un ajuste de tipo dosis-respuesta empleando la siguiente férmula general:
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Donde LOGXO es el centro de la curva, p la pendiente, A; la asintota inferior y A, la asintota superior en
el ajuste. Los errores se calcularon como error estandar de la media a partir de un n=3. Los valores
obtenidos en la curva dosis-respuesta permitieron realizar el calculo de la concentracion de SNP capaz de
disminuir la supervivencia en un 20 %, 50 % y 80 % (LCxo, LCso Yy LCgo) tras 24 horas de tratamiento.

Obtencion de muestras bioldgicas

Tras la eclosion y separacion de los nauplios de A. franciscana, estos se sembraron a una densidad de
0,3 g/mL en recipientes de plastico expuestos a diferentes concentraciones de SNP durante 24 horas. Las
concentraciones de SNP utilizadas fueron 390 pg/mL (LCso), 195 pg/mL (LCsor2), 97,5 pg/mL (LCso/a),
48,75 pg/mL (LCso) Yy un control sin SNP. El tamafio de las muestras fue de 6 réplicas (n=6).
Posteriormente, la biomasa de nauplios de A. franciscana expuestos al SNP se almacené a -80 °C para su
posterior analisis.

Preparacion de extractos citosélicos

Las muestras biolgicas se homogeneizaron, en 9 volimenes de tampdn Tris-HCI 100 mM, EDTA
(Acido etilendiaminotetracético) 0,1 M y Triton X-100 0,1 % (p/v), pH 7,8. Para ello se emple6 un
homogeneizador manual Potter, manteniéndolo siempre en hielo. Tras su homogenizacién se paso a la
centrifugacion de las diferentes muestras (30000 g, 30, 4 °C, Beckman L8-70M), recuperando el
sobrenadante resultante y almacenado a -80 °C, hasta su uso posterior para las determinaciones enzimaticas
y analisis de peroxidacion lipidica.

Determinacion de actividades enzimaticas

Todos los ensayos se realizaron a 25 £ 0.5 °C utilizando un espectrofotometro de microplacas Podwer
WaveX (Bio-Tek Instruments, EE.UU.) en placas de 96 pocillos.

Actividad Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima superéxido dismutasa (SOD) se determind segun el método de McCord y
Fridovich (1969). Este se basa en el cambio de absorbancia a 550 nm de la mezcla reaccion, provocado por
la inhibicion del proceso de reduccién del Citocromo ¢ en presencia de SOD. La mezcla reaccion consistio
en tampon fosfato potasico 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM, xantina 0,6 mM, citocromo ¢ 0,5 mM, xantina
oxidasa comercial (XOD) 1Ul/mL. La actividad fue expresada como unidades de SOD por miligramo de
proteina (U/mg proteina). Una unidad de actividad SOD fue definida como la cantidad de enzima requerida
para inhibir la tasa de reduccion de citocromo C un 50 % (McCord y Fridovich, 1969).

Actividad Catalasa (CAT)

La actividad de catalasa se determind midiendo la disminucion de la concentracion de perdxido de
hidrogeno a 240 nm seglin Aebi (1984). La mezcla de reaccién consistié en tampon fosfato potasico 50 mM
(pH 7) y H20, 10,5 mM. La actividad se expresé como unidades de CAT por miligramo de proteina (U/mg
de proteina). Se defini6 una unidad de actividad como la cantidad de enzima requerida para transformar un
umol de sustrato por minuto en las condiciones analiticas descritas.

Actividad Glutation peroxidasa (GPX)

Para determinar la actividad de glutatién peroxidasa se utilizo el método de Flohé y Giinzler (1984).
Este método se basa en la medida indirecta de la actividad mediante la lectura a 340 nm del decremento en
la absorbancia producido por la oxidacion del NADPH, utilizado para regenerar el glutation reducido
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(GSH) a partir del glutation oxidado (GSSG) obtenido por la accion de la glutation peroxidasa. La mezcla
de reaccion consistié en tampén fosfato potasico 50 mM (pH 7,1), azida sodica 15,5 mM, EDTA 3,9 mM,
GSH 25,8 mM, NADPH 1,5 mM, GR 9,7 Ul/mL, hidroper6xido de cumeno 1 mM. La actividad especifica
de la enzima GPX fue expresada en miliunidades/ mg de proteina (mU/mg proteina).

Actividad Glutation reductasa (GR)

La actividad glutation reductasa se determind por el método modificado de Carlberg y Mannervik
(1975). Este consiste en la lectura a 340 nm del descenso de la absorbancia producido por la oxidacion del
NADPH utilizado por la GR, en el paso de glutatién oxidado (GSSG) a glutatién reducido (GSH). La
mezcla de reactivos fue la siguiente: tampon fosfato sédico 0,1 M (pH 7,5), EDTA 1 mM, NADPH 0,7
mM, GSSG 3,25 mM. La actividad especifica del enzima glutation reductasa fue expresada en mU/mg de
proteina.

Actividad Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

La actividad de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa se midié segin una modificaciéon del método
establecido por Léhr y Waller (1960). En ella se mide el incremento de densidad Optica a 340 nm
provocada por la formacion de NADPH. La mezcla reaccion consistié en tampén Imidazol 71,4 mM (pH
7,4), MgCl, 100 mM, NADP* 20 mM, HCO3Na 119 mM, glucosa 6-fosfato (G6P) 10 mM. La actividad
especifica de la enzima fue expresada en mU/mg de proteina.

Actividad Glutation S- transferasa (GST)

La actividad glutation S- transferasa se midi6 segin la técnica de Frasco y Guilhermino (2002), basada
en el método de Habig (1974) adaptado a microplaca. En ella se midi6 el incremento de densidad dptica a
340 nm provocada por la formacion de un conjugado formado por glutation y CDNB (1-cloro-2,4-
dinitrobenceno) por mediacion de la enzima glutation S-transferasa. La mezcla de reactivos consistio en:
tampdn fosfato potésico 0,1 M (pH 6,5), GSH 10 mM, CDNB 60 mM. La actividad GST se expres6 en mU/
mg de proteina.

Actividad DT-diaforasa (DTD)

La actividad DT-diaforasa se midi6 segun el método establecido por Lemaire et al. (1996). Este se basa
en la variacion de la absorbancia medida a 600 nm como consecuencia de la disminucion de la quinona
reductasa (QR2). El coctel reaccion contenia: Tris-HCI 50 mM (pH 7,3), NADH 5 mM, DCPIP (2,6-
diclorofenol indofenol) 0,42 mM, albimina 0,147 %. La actividad DTD se expres6 en mU/mg proteina.

Indicadores de estrés oxidativo
Peroxidacién lipidica

Para la valoracion del grado de peroxidacion lipidica, empleamos el método de Buege y Aust (1978). La
concentracién de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) se expresdé como concentracion de
malondialdehido (MDA) (nmol/mL de extracto).

Actividad antioxidante total (TEAC)

La actividad antioxidante total (TEAC) se midié segin el método establecido por Erel (2004). La
actividad antioxidante se refiere a la equivalente a un analogo hidrosoluble de la vitamina E (Trolox) que se
toma como patron. Para ello utilizamos 10 pL de muestra concentrada + 200 pL de reactivo 1 (tampon
acetato 0,4 M, pH 5,8), medimos su absorbancia y dejamos reposar durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo, se afladen 10 uL de reactivo 2 (tampon acetato 30 mM, pH 3,6) y se vuelve a medir su absorbancia.
Realizada la medicién y obtenidos los valores de absorbancia para las diferentes muestras (Abs R2-Abs R1)
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obtenemos el valor final de concentracion basandonos en la curva patrén, calculando la capacidad
antioxidante total (TEAC) expresada como umoles de equivalentes de Trolox por litro.

Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteina se midi6 por el método de Bradford (1976), utilizando albimina de suero
bovino para la realizacién de la curva patron estandar.

Analisis estadistico

Todos los valores fueron expresados como la media + SEM (Error Estandar de la Media) (n=6). Tras
confirmar la homogeneidad de las varianzas, se realiz6 una ANOVA de una via. Cuando el anélisis de
varianza confirmé la existencia de diferencias significativas (P < 0.05) debido a las dosis de SNP
empleadas, se aplicd el test post-hoc Tukey’s HSD.

RESULTADOS
Toxicidad del SNP en nauplios de A. franciscana

La evaluacién de la toxicidad del SNP se determind mediante la curva concentracion-respuesta ajustada
a los resultados de supervivencia para las concentraciones ensayadas (Figura 1). Los resultados mostraron
dificultades para la natacién a partir de 50 pg/mL de SNP, observandose una mortalidad del 100 % a partir

de 2000 pg/mL de SNP. Los valores de concentracién letal fueron: LCao: 139,71 pg/mL; LCso: 390,12
pg/mL; LCgo: 779,49 pg/mL.

100

Supervivencia (%)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentracion SNP {ug/ml)

Figura 1. Curva dosis respuesta del SNP sobre la tasa de supervivencia en nauplios de A. franciscana (n=3).
Actividad de las enzimas antioxidantes en nauplios de Artemia franciscana frente al SNP.

Los resultados para las enzimas antioxidantes aparecen reflejados en la figura 2. Con respecto a la
actividad de SOD podemos observar diferencias entre los distintos tratamientos con SNP. Sin embargo, no
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se pone de manifiesto una correlacién entre la concentracién de SNP y el incremento de la actividad SOD.
Los niveles mas altos y bajos de actividad SOD se observaron en los tratamientos LCsos Y LCosor,
respectivamente. Asi, solo se observan diferencias significativas Gnicamente entre ambos tratamientos. Con
respecto a la actividad de la catalasa no se observan diferencias significativas como consecuencia del
tratamiento con SNP en los nauplios de Artemia franciscana (Figura 2).

Los resultados obtenidos para la actividad de GPX ponen de manifiesto la existencia de una correlacion
entre la concentracion de SNP y el incremento de la actividad de dicha enzima. De esta forma, los niveles
maximos de actividad correspondieron a la méaxima concentracion de SNP (LCso) (Figura 2). Con respecto
a la actividad GR, no se observan diferencias significativas entre control y la dosis mas baja utilizada
(LCsoss). Sin embargo, a partir de la dosis LCsou, la actividad GR se vio incrementada, mostrandose los
valores mas altos a las dosis de LCso2 y LCso. La actividad observada para la G6PDH parece aumentar al
incrementar la concentracién de SNP. La actividad més alta se observa a la méxima concentracién de SNP
(LCsp). Sin embargo, no existen diferencias significativas con respecto a las concentraciones LCsou Y
LCsor. (Figura 2)

SOD activity CATactivit
600 0 Y GPX activity
a
s00 [ b ab .
£ a e 60 c
T 400 £ £
s 5 g
= 300 s 40 =
£ o i
S 200 £ £
=220 2
100
i} i}
Contral  LC50/8  LCSO/4  LCS0/2  LCSO CONTROL LCS0/8  LCS0/4  LCSO/2  LCSO CONTROL LCS0/3 LCS0/4 LCSO/2 LGSO
GR activity G6PDH activity
2,5 ;
b b 140 5
120
= 2 b - be c
'§ § 100
515 2
B a 3 2 a0 3
%“ (1]
=1 _§ 60 5
20 ] ? 40
' 20
[} [}

Comtrol  LCS0/8  LCS0/4  LCSO/2  LCSO CONTROL LC50/8 LC50/4 LC50/2  LCS0

Figura 2. Efecto de la concentracién de SNP sobre la actividad SOD, CAT, GPX, GR y G6PDH en nauplios de A.
franciscana. Los valores corresponden a la media £+ SEM (n=6). Diferentes letras (a, b, c) indican diferencias
significativas entre grupos experimentales (P < 0,05).

Actividad detoxificadora en nauplios de Artemia franciscana frente al SNP

Con relacién a la actividad GST (Figura 3) se pone de manifiesto una correlacién entre la concentracién
de SNP y el incremento de la actividad de esta enzima. La Unica concentracion que no induce cambios
significativos con respecto al control es LCsgs. Para el resto de concentraciones si se produce un incremento
de la actividad GST, alcanzandose los maximos valores de actividad a las dosis LCso2 ¥ LCso. En el caso de
la DTD (Figura 3), no se observan diferencias significativas entre los distintos tratamientos con SNP.

GST activity DTD activity
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Figura 3. Efecto de la concentracion de SNP sobre la actividad GST y DTD en nauplios de A. franciscana. Los valores
corresponden a la media + SEM (n=6). Diferentes letras (a, b, c¢) indican diferencias significativas entre grupos
experimentales (P < 0,05).
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Indicadores de dafio oxidativo en nauplios de Artemia franciscana frente al SNP

Los resultados obtenidos en la determinacion de la peroxidacién lipidica (Figura 4) en las diferentes
muestras ponen de manifiesto la ausencia de una correlacidn entre la concentracién de SNP y los niveles de
peroxidacién lipidica. En el caso TEAC existe un aumento progresivo de la actividad hasta llegar a LCsos
donde la actividad se estabiliza sin ofrecer diferencias significativas entre LCsos Y LCso, 0bservandose una
diferencia de actividad del 72,4 % entre el control y LCso.

Peroxidacion lipidica TEAC
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Figura 4. Efecto de la concentracion de SNP sobre los niveles de peroxidacion lipidica y actividad antioxidante total
(TEAC) en nauplios de A. franciscana. Los valores corresponden a la media £+ SEM (n=6). Diferentes letras (a, b, )
indican diferencias significativas entre grupos experimentales (P < 0,05).

DISCUSION

El SNP forma parte de los compuestos precursores de 6xido nitrico, asociando su administracion con
procesos de estrés oxidativo y nitrosativo (Bayliak et al., 2015) debido a su capacidad para producir cianuro
de hierro, NO y especies reactivas de oxigeno, siendo estos compuestos responsables de la toxicidad (Sani
et al., 2014). El cianuro producido por el SNP se transforma rapidamente en tiocianato (Nostro et al., 2015).
La toxicidad del tiocianato en peces y crustaceos parece estar relacionada con la sustitucion de los iones
cloruro en las branquias y la perturbacion del equilibrio i6nico, derivando en problemas respiratorios que
pueden causar la muerte del individuo (Epstein et al., 1973; Bhunia et al., 2000). EI NO es un agente tdxico
que actla como radical libre, de manera que al aumentar su concentracion favorece las reacciones de
oxidacion (Nazari et al., 2012) y la generacion de dafios en el ADN celular que pueden llevar a la muerte de
los nauplios de Artemia (Fernandez et al., 1996).

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto el efecto toxico que presenta el SNP en Artemia
franciscana, ofreciendo una LCso de 390,12 pg/mL. EI SNP penetra a través de las barreras fisiologicas
provocando diferentes alteraciones en los nauplios de Artemia que pueden ir desde pérdida de movilidad,
alteraciones de las rutas metabdlicas, hasta la muerte de los individuos (Gonzalez y Aportela, 2001). Segin
Bayliak et al. (2015) el SNP tiene més efectos tdxicos sobre las células y los tejidos con mayor actividad
metabdlica o con una alta actividad mitocondrial. Ademas, cabria esperar que la toxicidad del SNP en
nauplios de A. franciscana fuese mayor que para los individuos adultos, ya que el compuesto toxico tendria
mayor facilidad para ejercer su accién a nivel celular al presentar los nauplios una barrera tisular de menor
grosor (Nostro et al., 2015) y una relacion superficie/volumen més alta asociada a un tamafio més pequefio
(Schmidt-Nielson, 1984), haciéndolos especialmente sensibles a los compuestos tdxicos. Los nauplios de
Artemia presentan una estructura Unica llamada dérgano del cuello o glandula de la sal encargada de la
osmorregulacion, lo que permite vivir en diferentes ambientes salinos. La accidon de este 6rgano podria
facilitar la entrada y absorcion del SNP aumentando el efecto toxico de este compuesto (Conte et al., 1972).

Comparando la toxicidad del SNP en A. franciscana con relacion a otros farmacos, como el ibuprofeno
o la ciclosporina observamos que estos presentan unos valores mas bajos de LCsy (Rajabi, et al., 2015). Por
otro lado, estudios previos en Artemia ponen de manifiesto valores de LCso muy inferiores en compuestos
de cianuro, revelando una alta toxicidad del SNP (Lu et al., 2013). Ademas, existen compuestos como la
atorvastatina, empleada al igual que el SNP para el tratamiento de enfermedades cardiacas, cuyo LCsg es
superior al del SNP, lo que revela una mayor toxicidad del mismo en Artemia franciscana (Rajabi, et al.,
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2015).

Los resultados obtenidos para las principales enzimas antioxidantes no pusieron de manifiesto una clara
influencia del SNP sobre la actividad de SOD y CAT. Segin Ansari et al. (2015), SOD y CAT presentan
cobre e hierro en su centro activo, respectivamente. La reaccion directa de estos metales con el NO podria
ser una causa de la no afectacién de su actividad. EI hecho de que no se observe un aumento en la actividad
SOD asociada a los mayores niveles de SNP podria deberse al efecto inhibidor ejercido por dicho
compuesto con independencia del metal presente en su centro activo (Misra, 1984).

La enzima SOD es la primera que actla en la cascada antioxidante eliminando el radical superdxido.
Como consecuencia de esta accion se produce perdxido de hidrégeno que seria degradado por la CAT. Esto
explicaria el patrén de comportamiento similar en ambas enzimas, ya que la ausencia de una mayor
produccién de peréxido de hidrogeno justificaria la no existencia de cambios significativos en la actividad
CAT (Ferreira et al., 2007; Halliwell y Gutteridge, 2000). Por lo tanto, existe relacion entre ambas
actividades enzimaticas donde la actividad de CAT, en cierto modo, dependera de la actividad SOD.
Ademads, la enzima CAT solo actda cuando existe una alta concentracién de H2O, de manera que, si ho
existe un aumento notable de H20O,, no se debe percibir ninguna modificacién (Halliwell y Gutteridge,
2000).

Para las enzimas GPX, GR y G6PDH, podemos observar una correlacion entre la concentracion de SNP
y el aumento progresivo de su actividad, mostrando un incremento significativo entre la muestra control y
el tratamiento con LCso del 64 %, 70.6 % y 172.5 % respectivamente. Estos incrementos estan posiblemente
asociados con un aumento de ROS y perdxidos organicos como consecuencia de la accién del SNP
(Nikinmaa, 2014). Esto explicaria la mayor actividad en GPX, una enzima que funciona mediante la
eliminacion de perdxidos organicos e inorganicos, utilizando glutation reducido (GSH) como agente
reductor. Este aumento en la actividad ya se observd al tratar Artemia con diferentes metales toxicos
(Mohamed et al., 2014). Por otro lado, la disminucién en los niveles de perdxido de hidrogeno podria haber
desplazado la funcion peroxidasa hacia la actividad GPX con una funcién adaptativa justificando asi la
ausencia de cambios en la actividad CAT (Halliwell y Gutteridge, 2000; Trenzado, 2004). Del mismo
modo, la regeneracion de GSH a partir de glutation oxidado (GSSG) por parte del GR explicaria el aumento
de la actividad de dicha enzima en circunstancias en donde se haya producido un gasto extra de GSH
(Halliwell y Gutteridge, 2000). GR utiliza NADPH como agente reductor. En este sentido, la accién de
G6PDH seria fundamental, ya que esta enzima cataliza el primer paso de la ruta de las pentosas fosfato,
reduciendo NADP a NADPH, siendo esta coenzima esencial para la lucha contra el dafio oxidativo
(Wajcman y Galactéros, 2004). G6PDH juega un papel fundamental en el mantenimiento del estado redox
intracelular y la modulacion de las defensas antioxidantes mediante el control de la generacion de NADPH
tanto en mamiferos (Gaetani et al., 1989) como en peces (Martinez et al., 2005; Pérez, 2008). De esta
forma, se crea una relacion y una dependencia directa entre la actividad de estas enzimas (Flohé y Gunzler,
1984; Ansari et al., 2015). La reaccion en cascada entre estas enzimas, justificaria de forma clara un patrén
de comportamiento similar entre ellas, representativo de la relacion directa entre el incremento de ROS por
accion del SNP vy la respuesta enzimatica antioxidante. Asi, parece ldgico pensar que un aumento en la
concentracién de SNP, vaya asociado a un aumento en la produccién de ROS, justificando asi el incremento
de las defensas antioxidantes.

El estudio de la funcién detoxificadora, representada por las enzimas GST y DTD, mostré un aumento
significativo de la actividad GST proporcional al aumento de la concentracion de SNP en el medio. El
incremento de la actividad de esta enzima se ha relacionado con un aumento de la capacidad antioxidante y
detoxificadora en los organismos. Esta es llevada a cabo mediante la formacién de conjugados entre
sustancias xenobidticas y el glutation para su posterior eliminacion. Esta enzima dimérica tiene una
localizacién citos6lica, donde se encarga de la eliminacién de compuestos xenobidticos, y también en el
reticulo endoplasmatico donde se encarga de la eliminacion de tdxicos enddgenos (Habig et al., 1974). Con
relacion a la actividad DTD, no se observaron cambios significativos asociados al tratamiento con SNP. La
DTD, también conocida como NAD(P)H: quinonaoxidoreductasa o NQO1, tiene la capacidad de reducir
quinonas a hidroquinonas aceptando dos electrones cedidos por el NADH o NADPH (Chen et al., 2000).

| 99 |



Rodriguez-Torres et al. AquaTechnica (2021) 3(2): 91-104

Esta reaccidn asegura la oxidacién completa del sustrato sin la formacién de semiquinonas y especies con
radicales de oxigeno reactivo que son perjudiciales para las células (Ross y Siegel, 2004). La ausencia de
cambios significativos en la actividad de esta enzima, podria ser indicativo de que la producciéon de
hemiquinonas no ha sido tan relevante como para promover la activacion de dicha enzima (Chen et al.,
2000). Asimismo, en peces se puso de manifiesto que el tratamiento con B-naftoflavona da lugar a una
variabilidad en la respuesta de la actividad DTD dependiente de la especie tratada. Esta actividad
Unicamente fue inducida en Oncorhynchus mykiss, no ofreciendo respuesta, o respuesta muy leve, en el
resto de las especies estudiadas (Salmo trutta, Perca fluviatilis, Cyprinus carpio, Myoxocephalus scorpius
(Sturve et al., 2005). Esto podria ser indicativo de la variabilidad de respuesta de dicha enzima en funcion
del organismo estudiado.

En cuanto a la valoracion del dafio oxidativo en lipidos, los resultados no pusieron de manifiesto un
efecto claro del SNP sobre la peroxidacion lipidica celular en nauplios de Artemia franciscana. Estudios
previos llevados a cabo en membranas celulares de mamiferos revelaron un efecto similar del SNP sobre la
peroxidacion de los lipidos de membrana de estas células (Posser, et al. 2006). Por otro lado, en roedores no
se puso de manifiesto de forma clara una relacion de dependencia entre la administracion de SNP y la
aparicién de dafios oxidativos en lipidos (Sani, et al., 2014). En el presente trabajo los resultados son
indicativos de que el dafio oxidativo asociado al tratamiento con SNP no fue relevante a nivel lipidico.

El estudio de la Capacidad Antioxidante Total (TEAC), puso de manifiesto un aumento progresivo de la
misma asociada a la concentracién de SNP. Dicho incremento se estabilizd a partir de la concentracion
LCsos. Esto indica que existe un aumento de la actividad antioxidante llevada a cabo por moléculas
antioxidantes hasta llegar a 48,75 pug/mL (LCsou), donde Artemia franciscana podria llegar a su limite de
produccién de moléculas antioxidantes (Erel, 2014). Asi, la medida de la TEAC contempla la accion de
pequefias moléculas antioxidantes presentes en el organismo como el acido Urico, la vitamina C o la
vitamina D.

Finalmente, a modo de conclusion, podemos afirmar que el estudio de toxicidad revela la sensibilidad de
Artemia franciscana frente al nitroprusiato sédico (SNP), estimandose una LCsg de 390,12 pg/mL, mientras
que concentraciones superiores a 2000 ug/mL causan una mortalidad del 100 % tras 24 horas de exposicion
al compuesto. Ademas, el tratamiento con SNP en nauplios de A. franciscana durante 24 horas promovié
una respuesta enzimética antioxidante manifestada por el incremento de la actividad glutation peroxidasa
(GPX), glutation reductasa (GR) y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH). De igual forma, tras el
tratamiento con SNP durante 24 horas, se observé un aumento de la capacidad detoxificadora en nauplios
de A. franciscana manifestado por un incremento significativo de la actividad glutation transferasa (GST).
Sin embargo, no se observé un efecto dosis-dependiente entre el SNP y los niveles de peroxidacion lipidica.
Esto puede ser indicativo de que el dafio oxidativo no se puso de manifiesto a nivel lipidico a las
concentraciones de SNP estudiadas. La capacidad antioxidante total (TEAC) en nauplios de Artemia
franciscana aumento en respuesta al tratamiento con SNP durante 24 horas. Dicho aumento se estabiliz6 a
dosis de 97,5 pug/mL (LCso/4) lo que podria ser indicativo de un agotamiento en la capacidad de
regeneracion de moléculas antioxidantes a esta concentracion. Asi, en base a los resultados expuestos,
podemos confirmar el efecto tdxico que presenta el SNP sobre los nauplios de Artemia franciscana,
colocando a este compuesto como un agente contaminante con efectos letales sobre los invertebrados
acuaticos a determinadas concentraciones.
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