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Estrés oxidativo en cefalépodos: |. Determinacion de TBARS
Oxidative stress in cephalopods: I. TBARS determination
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Resumen. El estrés oxidativo se produce cuando se genera un desbalance desfavorable entre las especies reactivas del oxigeno
y las defensas antioxidantes, provocando dafio oxidativo a macromoléculas. Varios estudios han resaltado la importancia del
estrés oxidativo en el campo de la ecotoxicologia, particularmente su relacién con el impacto que generan los contaminantes
que alcanzan los cuerpos de agua. El cuantificar los parametros de estrés oxidativo ha permitido el uso de los mismos como
herramienta de diagndstico (biomarcadores), con capacidad predictiva del impacto de los contaminantes sobre los organismos.
Uno de los indices mas frecuentemente utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipidos es la determinaciéon de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), producto final de la peroxidacion lipidica. Octopus tehuelchus es un importante recurso
pesquero en la costa patagdnica, expuesto en algunas areas a contaminacion antrépica. Dado que el estudio de parametros de
estrés oxidativo aun no ha sido abordado en esta Clase de moluscos y que en muchos modelos bioldgicos, los contaminantes
ambientales actuan generando estrés oxidativo, es clave encontrar sus blancos de accioén, para empezar a caracterizar las al-
teraciones metabdlicas y fisiologicas asociadas a su mecanismo de accion. El objetivo de este trabajo fue la puesta a punto del
método de determinacion de dafio oxidativo a lipidos en distintos tejidos del pulpo Octopus tehuelchus desde modelos previa-
mente ensayados en el laboratorio.
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Abstract. Oxidative stress occurs when there is an unfavorable imbalance between reactive oxygen species and antioxidant
defenses, causing oxidative damage to macromolecules. Several studies have highlighted the importance of oxidative stress
in the ecology field related to the impact generated by pollutants reaching water bodies. The quantification of oxidative stress
parameters led to their use as diagnostic tools (biomarkers) with predictive capability of showing the impact of pollutants on
organisms. One of the most frequently used indexes to estimate the oxidative damage to lipids is the determination of reactive
thiobarbituric acid substances (TBARs) (final product of lipid peroxidation). Octopus tehuelchus is an important fishery resource
in the Patagonian coast exposed to anthropogenic pollution. The study of oxidative stress parameters has not been yet tackled
in this class of molluscs. Taking into account that, in many biological models, environmental pollutants generate oxidative stress,
it is important to find their targets of action, to start to characterize metabolic and physiological alterations associated to their
mechanisms of action. The aim of this work was to adjust the method of determination of oxidative damage to lipids in various
tissues of the octopus, Octopus tehuelchus, from models previously tested in the laboratory.
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INTRODUCCION

Vivir en un ambiente oxigenado implica estar
expuesto a metabolitos intermedios en la via
de reduccién de oxigeno, conocidos como
especies reactivas del oxigeno (ERO). Estas
moléculas, en ciertas condiciones, pueden
resultar toxicas y lesionar a los componentes
celulares.
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Existen varios trabajos publicados que relacio-
nan la expectativa de vida de los organismos
con el grado de dafo oxidativo en su sistema,
entre otros parametros de estrés oxidativo (Orr
y Sohal 1994; Sohal y col. 2002; Turrens 2003;
Abele y Puntarulo 2004; Halliwell 2007; Mo-
naghan y col. 2009). Asimismo, se sabe en la
actualidad, que muchos factores ambientales
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como la contaminacion por metales pesados
o pesticidas, pueden inducir estrés oxidativo
(Watanabe y Suzuki 2002; Rocchetta 2006;
Ochoay Gonzalez 2008; Sabatini y col. 2009a,
2009b).

Los factores ambientales pueden modificar la
tasa metabdlica de organismos y, consecuente-
mente, la tasa de produccion de ERO. En los in-
vertebrados marinos expuestos a contaminan-
tes de origen antrépico puede aumentar la for-
macion intracelular de ERO y pueden presentar
modificaciones en la actividad de sus defensas
antioxidantes, niveles de produccion de ERO y
su vulnerabilidad a éstas (Regoli 2000; Abele y
Puntarulo 2004; Borkovi¢ y col. 2005). Por otra
parte, existen numerosas evidencias de que los
animales acuaticos acumulan y transfieren dis-
tintos tipos de contaminantes, tales como me-
tales y xenobiéticos (Amiard 1988; Chaufan y
col. 2006; Sabatini y col. 2009b). Los pulpos en
particular, poseen una notable capacidad para
almacenar grandes cantidades de metales pe-
sados y otros contaminantes, siendo una im-
portante ruta de transferencia hacia los preda-
dores tope, incluido el hombre (Seixas y Pierce
2005; Raimundo y col. 2008).

El pulpito, Octopus tehuelchus, es un impor-
tante recurso pesquero en varias localidades
rurales y urbanas de la costa patagoénica (Réy
Ortiz 2008) en el que el estudio de parametros
de estrés oxidativo no ha sido, aun, abordado.
Considerando que, en muchos modelos biol6-
gicos, los contaminantes ambientales actuan
generando estrés oxidativo y que, como otros
pulpos, O. tehuelchus seria un importante
bioacumulador, es clave establecer los valo-
res basales de los parametros de estrés para
encontrar los blancos de accién de los conta-
minantes y comenzar a caracterizar las alte-
raciones metabdlicas y fisiolégicas asociadas
Existen distintas determinaciones que dan in-
dicios del grado de estrés oxidativo que su-
fren diversos organismos marinos (Sukhotin y
col. 2002; Abele y Puntarulo 2004), entre ellos
los cefalépodos decapodos (Zielinski y Porter
2000). Uno de los indices mas frecuentemente
utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipi-
dos es la determinacién de la peroxidacion li-
pidica mediante la técnica de TBARS (sustan-
cias que reaccionan con el acido tiobarbituri-
co). Como producto final de la peroxidacién
lipidica predomina el malondialdehido (MDA),
principal sustrato de esta reaccion. EI MDA
reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) en
medio acido en caliente para dar un comple-
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jo coloreado, cuyo maximo de absorcién es a
535 nm (Ohkawa y col. 1978).

El objetivo de este trabajo fue la puesta a pun-
to del método de determinacién de dafo oxi-
dativo a lipidos en distintos tejidos del pulpo
O. tehuelchus basandonos en otros modelos
previamente ensayados en el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El area de muestreo fue una region de la cos-
ta atlantica de la provincia de Chubut, en las
cercanias del Muelle Almirante Storni, en la
zona portuaria Puerto Madryn, Golfo Nuevo
(42° 45'S, 65° 01'0). En esta region se instala-
ron refugios artificiales en el piso submareal, a
aproximadamente 10 metros de profundidad,
que se controlaron periddicamente por buceo.
Los ejemplares se capturaron en los meses de
abril y mayo de 20089.

Los ejemplares fueron trasladados en agua
de mar al Laboratorio de Peces y Mariscos de
Interés Comercial (LAPEMAR) en el CENPAT-
CONICET v, previo a la diseccion, se aneste-
siaron con alcohol al 5% en agua de mar, en
acuerdo con las recomendaciones estable-
cidas por Moltschaniwskyj y col. (2007). Se
obtuvieron muestras de manto (M), glandulas
oviductales (GO), glandula digestiva (GD), bra-
Zo (Br), sifén (Si), sistema nervioso (SN) y bran-
quias (Bq). Estos tejidos fueron almacenados
a -20°C hasta ser trasladados a Buenos Aires
para realizar las mediciones bioquimicas en el
Laboratorio de Enzimologia, Estrés y Metabo-
lismo (LEEM), del departamento de Quimica
Bioldgica, FCEN-UBA.

Cada tejido fue homogeneizado mecanica-
mente con un rotor Precytec, en KCI 0,154 M
(1:5, p/v) conteniendo inhibidores de protea-
sas (fluoruro de fenilmetil sulfonilo -PMSF- 0,5
mM y benzamidina 0,2 mM) segun Chaufan y
colaboradores (2006). De cada homogenato
se fracciond una alicuota (para hacer las de-
terminaciones en homogenato total) y el resto
se centrifugd a 11.000 x g por 20 minutos, ob-
teniéndose un sobrenadante y un precipitado.
Todos los preparados se utilizaron inmediata-
mente o se guardaron a -20°C hasta su uso.
Se trabajé sobre alicuotas de homogenato
total, sobrenadante y sedimento de centrifu-
gacion de muestras de manto, glandulas ovi-
ductales, glandula digestiva, brazo, sifén, sis-
tema nervioso y branquias. Se estimé el indice
de peroxidacion lipidica mediante la determi-
nacion de TBARS (Ohkawa y col. 1978), con
ligeras modificaciones. A alicuotas de 50 ml



del homogenato total o del sobrenadante y al
sedimento correspondiente (previamente re-
suspendido en un volumen final de 50 ml en
buffer de homogeneizacion) se les agrego 1
ml de reactivo compuesto por TBA 0,3% p/v,
TCA 4% (p/v) y hidroxitolueno butilado (BHT)
0,01% (p/v). Se incubaron a 100°C durante 20
minutos. Luego se dejaron enfriar en hielo y
se clarificaron los sobrenadantes por centri-
fugacion a 10.000 x g por 10 min. Se leyé la
absorbancia del sobrenadante a 535 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV/visible.

La concentracion de complejo coloreado se
calculé mediante el empleo del coeficiente de
extincion molar del complejo MDA-TBA en las
condiciones de trabajo (156 mmoles™.cm™.l).

RESULTADOS Y DISCUSION

A fin de verificar en qué localizacién se logra-
ba la mejor determinacién de MDA (valores
dentro del limite de deteccién de la técnica y
menor dispersion de datos), se aplico la téc-
nica de TBARS sobre el homogenato total, el
sobrenadante de 11.000 x g y sobre el sedi-
mento de la misma centrifugacion.

100,

Sobrenadante
901 B Homogenato total
Sedimento

pmoles MDA/gr tej.
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En la Figura 1 se presentan los datos obteni-
dos en los distintos tejidos. Se observd que,
en la mayoria de los casos (exceptuando el
brazo), no hubo diferencias apreciables para
la determinacion realizada entre los valores
obtenidos en el homogenato total y los va-
lores obtenidos en el sobrenadante. Por otra
parte, se observo que el valor obtenido para el
sobrenadante y el homogenato total indicarian
que, durante la homogeneizacion, el MDA se
liberé a la fraccidn soluble y se recuperd to-
talmente con el sobrenadante de homogenato
tras la centrifugacion a 11.000 x g.

Medir una alicuota del homogenato total con
precision resulté dificultoso, dado que se tra-
t6 una suspensién de alta densidad y no to-
talmente homogénea, por lo que, desde este
punto de vista, resulté mas conveniente utili-
zar el sobrenadante como material de partida
para realizar determinaciones cuantitativas y
lograr duplicados mas precisos y exactos (Ta-
bla 1). Esto se aplicé a todos los tejidos ana-
lizados, excepto el brazo, para el cual resultéd
mejor trabajar con el homogenato total, dado
que los niveles obtenidos en esta fraccion

Figura 1. Contenido de MDA (umoles de MDA/gr de tejido), en los distintos sistemas y érganos
ensayados. GO: glandulas oviductales, SN: sistema nervioso, Bqg: branquias, Br: brazo, M: manto,
Si: sifén, GD: glandula digestiva. Los datos estan expresados como la media + el desvio estandar.
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Tabla 1. Contenido de MDA (umoles de MDA/gr de tejido), en el homogenato total y en las
fracciones obtenidas por centrifugacion a 11.000 x g durante 20 minutos.
Los datos estan expresados como la media + el desvio estandar.

Tejido Sobrenadante Homogenato total Precipitado
(umoles MDA/gr tejido) (umoles MDA/gr tejido) (umoles MDA/gr tejido)
GO 10,51 + 1,05 14,01 £ 4,20 7,22 + 3,61
SN 27,22 +2,18 30,77 £10,77 13,61 £ 6,12
Bq 17,06 + 0,85 19,07 + 4,77 5,21 +1,82
Br 10,09 + 1,21 26,99 = 7,56 8,18 + 4,17
M 16,45 + 0,49 17,00 + 3,40 6,01 £+ 2,52
Si 17,75 + 2,66 26,48 + 5,83 10,15 + 3,66
GD 69,85 + 4,19 72,92 £ 24,79 23,09 + 9,24

fueron mayores que los obtenidos para el so-
brenadante. Esto pudo deberse a que el pro-
ceso de homogeneizacion no fue lo suficien-
temente efectivo para este tejido y que una
parte significativa de los productos de peroxi-
dacion lipidica fue retenida en los fragmentos
celulares, que luego de la centrifugaciéon se-
dimentaron. En cuanto al tejido 6ptimo para
la determinacion de la peroxidacion lipidica
en O. tehuelchus, los resultados indicaron que
los mayores valores para esta determinacion
se obtuvieron en glandula digestiva, seguido
por el sistema nervioso, aunque en todos los
tejidos analizados se obtuvieron valores me-
dibles, revelando una gran sensibilidad de la
técnica en este organismo. Esto permitié con-
cluir que la técnica es aplicable para cualquie-
ra de los tejidos analizados, partiendo de ho-
mogenato total para el caso del brazo o so-
brenadante de homogenato en el resto de los
tejidos.

A partir de las variables ensayadas en el pre-
sente trabajo, se propone que el sobrenadan-
te de homogenato de 11.000 x g, de la glandu-
la digestiva de O. tehuelchus, seria la muestra
de eleccion sobre la cual realizar el bioensayo
en futuras investigaciones.
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