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RESUMEN. La determinacién de marcadores de estrés oxidativo en plantas expuestas a ambientes contaminados es una
practica que viene desarrollandose desde décadas pasadas, en especial, bulbos de Allium cepa L. han sido empleados como
modelos biolégicos en la medicién del impacto de la contaminacién a través de marcadores pro-oxidantes y antioxidantes,
que han demostrado su efectividad. Al rio Cojimar se vierten residuos industriales y domésticos, lo que ha provocado
una elevada contaminacién demostrada en trabajos previos en el Laboratorio de Toxicologia Genética de la Facultad de
Biologia de la Universidad de la Habana. Con el objetivo de evaluar los niveles de estrés oxidativo en raices de A. cepa
tratadas con las aguas contaminadas del rio Cojimar, se midieron hidroperoéxidos totales (HPT) y sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (SRATB) como marcadores de peroxidacion lipidica, la actividad de las enzimas antioxidantes catalasa
(CAT) (EC1.11.1.6) y superéxido dismutasa (SOD) (EC1.15.1.1), asi como el glutatién reducido (GSH) y los grupos tidlicos
proteicos (GTP). La concentracién de los HPT y las SRATB estuvieron elevadas en la estacion-5, indicando una elevada
peroxidacién lipidica. La actividad de las enzimas CAT y SOD se mantuvieron bajas, al igual que el GSH y los GTP, lo
que indica un elevado poder oxidante hacia la desembocadura del rio Cojimar. El analisis de los resultados mostré que
las aguas de este rio constituyen una mezcla compleja capaz de inducir un estado redox desfavorable en los organismos
expuestos, dado el elevado grado de contaminacién que presenta.

ABSTRACT. The determination of oxidative stress in plants exposed to polluted environment is a practice that comes
being developed from decades ago, especially, Allium cepa L. bulbs, has been employed as biological models in the im-
pact assessment from pollution by means of pro-oxidant and antioxidant markers demonstrating its effectiveness. To
the Cojimar River discharges industrial and domestic wastewaters, this is the cause of the high contamination demons-
trated in previous works into the Genetic Toxicology Laboratory from Biology Faculty, University of Havana. With the
objective of evaluating the levels of oxidative stress in A. cepa roots treated with the water polluted from Cojimar river,
it was measured the total hidropexides (HPT) and thiobarbituric acid reactive substances (SRATB) as markers of lipid
peroxidation, catalase (CAT) (EC1.11.1.6) and superoxide dismutase (SOD) (EC1.15.1.1) activity, as well as, glutathione
(GSH) and tiolic protein groups (GTP). The concentration of HPT and SRATB were elevated into the sampling point-5,
indicating a high lipid peroxidation. The CAT and SOD activity were low, the same as GSH and GTP concentration,
indicating a high oxidant power toward the Cojimar river outlet. The analysis of the these results showed that the water
samples from this river constitutes a complex mixture able to an unfavourable redox status into organisms exposed, due
to high pollution degree that it presents.

INTRODUCCION

La medicién de algunos marcadores moleculares
como indicadores de la respuesta bioquimica ante los
contaminantes ambientales, puede servir para mejorar
la valoracién de las exposiciones biolégicamente impor-
tantes frente a productos quimicos téxicos y a su vez,
aumentar la habilidad de tasar el riesgo de sus efectos
sobre la salud de las poblaciones expuestas,! en tal sen-
tido, la determinacién de marcadores de estrés oxidativo
en plantas expuestas a ambientes contaminados es una
practica que viene desarrollandose desde décadas pa-
sadas. Bulbos de Allium cepa L. han sido empleados
como modelos biolégicos en la medicién del impacto de

la contaminacién a través de marcadores pro-oxidantes
y antioxidantes y han demostrando su efectividad para
estos fines.!*

En Ciudad de La Habana existen varias industrias
que vierten sus residuos a rios de importancia socioeco-
némica como es el caso del rio Cojimar, al cual vierten
sus residuos industrias del tipo alimentaria, cosmética
y del calzado, asi como sus residuos domeésticos de las
comunidades Guiteras, Bahia, Alamar y Cojimar, en su
mayoria sin tratamiento previo. En un estudio realizado
en el Laboratorio de Toxicologia Genética de la Facultad
de Biologia de la Universidad de la Habana,? fue detec-
tada una elevada contaminacién de origen organico y
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metales pesados hacia la desembocadura de ese rio.
Estos contaminantes pudieran generar alteraciones en
el estatus redox de las especies que lo habitan, funda-
mentalmente en la desembocadura, la cual es utilizada
como lugar de bano, riego y pesca, por los pobladores
de la zona. Debido a estas razones, se realiz6 el presente
trabajo el que tuvo como objetivo fundamental: evaluar
los niveles de estrés oxidativo en raices de A. cepa trata-
das con las aguas contaminadas del rio Cojimar.

MATERIALES Y METODOS
Estaciones de muestreo

Se seleccionaron tres estaciones de muestreo (Esta-
ciones 4,5y 6) (Fig.1) las cuales, estan dentro de una red
de estaciones establecidas para el control de la contami-
nacioén del rio Cojimar y corresponden al tercio inferior
del rio, puesto que es la zona con mayores vertimientos
de aguas residuales correspondientes al complejo in-
dustrial de Berroa y aguas albanales procedentes de las
comunidades Guiteras, Bahia, Alamar y Cojimary es la
zona donde fue detectada la mayor contaminacién por
metales pesados y materia organica en estudios previos
realizados en el Laboratorio de Toxicologia Genética de
la Facultad de Biologia de la Universidad de la Habana.®
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Fig. 1. Localizaciéon geogrdfica de las estaciones de muestreo en
el rto Cojimar de Ciudad de La Habana. 4) 23°08'54" latitud
norte y los 82°17'44” longitud oeste, puente de la Monumental.
5) 23°08'57" latitud norte y los 82°17'42" longitud oeste, entrada
del poblado de Cojimar. 6) 23°09'48" latitud norte y los 82°17'23"
longitud oeste desembocadura del rto Cojimar.

Toma de muestra

Las muestras de agua fueron colectadas en los meses
de enero, febrero, abril, mayo y julio de 2008, entre las
8:00 a.m. y las 12:00 m. indistintamente, a una profundi-
dad de 50 cm de la superficie y tan alejado de las riveras
del rio como fue posible. Para las mediciones de los
indicadores bioquimicos, las muestras se colectaron en
botellas de cristal Nansen de 1 500 mL y se trasladaron,
conservadas a 4 °C, al laboratorio de analisis.

Marcadores moleculares de estrés oxidativo en Allium
cepa L.

Se utilizaron bulbos de Allium cepa L. variedad
red creole, los cuales fueron puestos a germinar (cinco
bulbos por tratamiento) en agua potable durante 48 h
a una temperatura controlada de (25 + 1) °C . Después
del tiempo de germinacién, los bulbos se pusieron en
tratamiento con las aguas del rio Cojimar durante 48 h, las
cuales fueron pasadas previamente por papel de filtro

para eliminar cuerpos sélidos. Posteriormente, el filtra-
do fue esterilizado mediante filtros mili-poro de 2,5 ym
segun lo planteado por Cérdova-Pedregosa.?

Lasraices de mas de 5 cm de longitud fueron cortadas
en dos zonas (apical y de elongacién),? se deseché la zona
apical y las raices de 2 cm fueron sometidas al analisis
de los indicadores bioquimicos.

Determinaciones analiticas

Las sustancias reactivas al acido tiobarbitGrico
(SRATB) y la catalasa (CAT) (EC1.11.1.6) se determinaron
segin Mohan y cols.? los hidroperoéxidos totales (HPT)
segun Halliwell y Whiteman,® el glutatién reducido
(GSH) segun Anderson;’ los grupos tidlicos (GT) segin
Ellman;? la superéxido dismutasa (SOD) (EC1.15.1.1)
segin Beauchamp y Fridovich® y las proteinas totales
mediante el método de Lowry.? Se empled agua destilada
como control negativo.

Métodos estadisticos

Los datos obtenidos en el laboratorio fueron proce-
sados estadisticamente mediante las pruebas de Kolmo-
gorov-Smirnov y Levene para comprobar normalidad y
homogeneidad de varianza. Aquellos indicadores que
cumplian las premisas del anélisis de varianza (ANO-
VA), se sometieron a una prueba ANOVA de clasifica-
cién simple. Con el objetivo de determinar los niveles
de estrés oxidativo, se empled la prueba de Dunnett en
la comparacién entre los grupos con el control negativo
(agua destilada). Se emple6 la prueba de Tukey para la
comparacién entre los grupos, excluyendo el control
negativo, con el objetivo de verificar las diferencias es-
tadisticamente significativas entre zonas del rio. Todas
las pruebas estadisticas se realizaron para un nivel de
confiabilidad de un 95 %. Los resultados fueron expre-
sados en este trabajo como media + desviacién estandar
de cinco experimentos realizados independientemente.
Todo el tratamiento estadistico se realizé6 mediante el
paquete de programas Statistica 6.0.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las determinaciones de HPT y SRATB constituyen
marcadores de peroxidacion lipidica.?*'12 Ellos consti-
tuyen indicadores del dano efectuado a las estructuras,
fundamentalmente en membranas celulares.

Los valores de HPT en las estaciones 4 y 6 no mostra-
ron diferencias estadisticamente significativas (Prueba
de Dunnet p < 0,05) con el control, sin embargo, la es-
tacion 5 mostré un incremento altamente significativo
para este indicador (Fig. 2). Las SRATB, se observaron in-
crementadas estadisticamente (Prueba de Dunnetp < 0,001)
con respecto al control experimental (-) agua destilada
en las estaciones 5 y 6.

Los elevados valores de estos marcadores revelan que
hacia la desembocadura del rio hay una mayor concentra-
cién de compuestos téxicos capaces de generar especies
reactivas del oxigeno que causan la peroxidacién lipidica
en las células de las raices de A. cepa. Los resultados para
las aguas de la estacién 5 indican que estas son capaces
de inducir un desbalance redox aparejado al aumento de
la oxidacién de lipidos en el que el incremento de SRATB
y HPT son un indicativo de la presencia de peroxidacion
lipidica, el cual puede favorecerse por la presencia en el
medio de metales pesados.!>10-11

Los grupos tidlicos proteicos (GTP) comprenden varios
compuestos sulfidrilicos solubles como la cisteina y la glu-
tamilcisteina.'*'? El incremento en este indicador sugiere
el aumento en la concentracién de compuestos tidlicos
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Fig. 2. Marcadores de peroxidacion lipidica en las raices de A.
cepa expuestas a las aguas contaminadas del rio Cojimar. A)
Hidroperéxidos totales (HPT). B) Sustancias reactivas al dcido
tiobarbitirico (SRATB). Prueba de Dunett. N.S. No significa-
tivo p < 0,05. *** p < 0,001. Prueba deTukey a, bp < 0,05.

como mecanismo de defensa antioxidante. Sin embargo,
su disminucién apunta a un estado redox muy oxidado
y por tanto, a la ocurrencia de un estrés oxidativo.+1-12

Las concentraciones de este indicador detectadas
en las células de A. cepa expuestas a las aguas contami-
nadas del Rio Cojimar (Fig. 3); demuestran una dismi-
nucién altamente significativa (Prueba de Dunnet, p <
0,001) con relacion al control negativo en todos los puntos
de muestreo, siendo més acentuada la correspondiente
a la estacién 5, lo que evidencia un medio mas oxidado
en las raices expuestas al agua de esta estacion.

Este ambiente oxidado puede inactivar reversiblemen-
te numerosas enzimas claves del ciclo de Calvin y otras
vias metabdlicas por oxidacion de tioles funcionales.!*!3

La molécula de GSH resulta importante durante el
proceso de estrés oxidativo. La relacién entre las formas
oxidadas y reducidas puede dar una medida del grado
de estrés por el que atraviesa la planta.

Los valores de GSH tuvieron un comportamiento
similar a los grupos tidlicos proteicos. La concentra-
cién de este indicador resultd, con respecto al control
(-), muy inferior para todos los puntos de muestreo
(Fig. 4); el menor valor se determiné en la estacién 5,
lo cual implica un mayor consumo de glutatiéon por
parte de la planta para la detoxificacién, ya sea en
la eliminacion de compuestos xenobidticos o como
cofactor en las reacciones catalizadas por enzimas
peroxidasas encargadas de la eliminacién de peréxidos
organicos en la célula.
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Fig. 3. Concentracion de grupos tidlicos medidos en las raices
de A. cepa. Prueba de Dunett *** p < 0,001. Prueba de Tukey

a,bp < 0,05.
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Fig. 4. Concentracion del glutation reducido medida en las
raices de A. cepa. Prueba de Dunett *** p < 0,001. Prueba de
Tukey a, b, cp < 0,05.

La presencia de agentes pro-oxidantes derivados de
la contaminacién puede provocar una disminucién, por
oxidacién, de su forma reducida. E1 GSH en la célula
actiia como agente estabilizador redox, actividad defen-
siva frente a agentes toxicos, como suministro de grupos
tidlicos o como precursor de otras moléculas como las
fitoquelatinas, por citar un ejemplo."13-16

La superoéxido dismutasa (SOD) es llamada a ser la
primera linea de defensa en la célula contra las especies
reactivas del oxigeno (ERO),'"!® debido a que el radical
superoxido, es el sustrato sobre quien actia.

La actividad enzimatica en las raices expuestas a
las aguas de los puntos evaluados no tuvo diferencias
estadisticamente significativas (Prueba de Dunnet,
p < 0,05) con respecto al control negativo, ninguna de
las estaciones de muestreo obtuvo significacién mientras
que las desviaciones estdndar resultaron de amplio rango
para cada una de ellas. (Fig. 5).

La actividad de la SOD, en las muestras analizadas
no mostré cambios significativos en comparacion con el
control (Prueba de Dunnet, p < 0,05), lo que revel6 la ocu-
rrencia de su inhibicién, probablemente como resultado
de la propia generacion de radicales o por dano severo a
los organelos que la contienen.” El exceso de H,0, en la
célula induce una mayor produccién de -OH que constitu-
ye un inactivador de la enzima ?*?? y en este caso el GSH
actuaria como un capturador del perédxido. Esto pudiera
estar sucediendo en las muestras analizadas dadas las
bajas concentraciones de GSH encontradas en este estudio.
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Fig. 5. Actividad de las enzimas antioxidantes medidas en las
raices de A. cepa expuestas a las aguas contaminadas del rio
Cojimar. A) Catalasa (CAT). B) Superéxido dismutasa (SOD).
Prueba de Dunett N.S. No significativo p < 0,05, ** p < 0,01.
Prueba de Tukey a, bp < 0,05.

La catalasa (CAT), tuvo un comportamiento similar
a la SOD. No hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas (Prueba de Dunnet, p < 0,05) en las estaciones
5y 6 en comparacién con el control negativo. También
coincidié con los mayores valores de HPT y SRATB y las
menores concentraciones de GSH y GTP. Todo lo cual
evidencié un estrés oxidativo severo en la planta expues-
ta al agua correspondiente a esas zonas del rio. También
sugiere que otros sistemas atrapadores podrian haber
estado actuando, como en el caso de las peroxidasas, de
las que se conoce que al menos la glutatién peroxidasa
tiene mayor afinidad por el H,0, que la CAT,***"* ]a cual
puede encontrarse en el interior de la célula, en el espa-
cio apoplastico, asi como unido iénica y covalentemente
a la pared celular?' y que no fue medida en este estudio.

CONCLUSIONES

El anélisis de los resultados muestra que el agua del
rio Cojimar constituye una mezcla compleja capaz de
inducir peroxidacién lipidica en las raices expuestas de
Allium cepa L. Ademas, la contaminacién en la desem-
bocadura provoca un estado redox desfavorable a los
organismos expuestos a esta agua.

Los resultados relacionados con las enzimas an-
tioxidantes, catalasa y superéxido dismutasa, asi como
el glutatiéon reducido y los grupos tiélicos proteicos,
evidencian un estado redox perjudicial en las raices
expuestas al agua del rio Cojimar, lo que indica que el

agua de este rio en el area estudiada constituye una
mezcla compleja capaz de inducir estrés oxidativo en
los organismos expuestos a ella.

Este trabajo corroboré la utilidad del sistema A.
cepa L. como modelo biolégico de experimentacién
en la medicion de marcadores de dano oxidativo como
consecuencia de la contaminacién ambiental.
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