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RESUMEN

Las lombrices de tierra son utilizadas como organismos de prueba en evaluaciones de la
contaminacién ambiental. Se emplean en estudios de toxicidad aguda y cronica determinando como
variables de respuesta mortalidad, crecimiento y reproduccion. Asimismo el grupo ofrece la
posibilidad de realizar evaluaciones sobre biomarcadores de estrés oxidativo y genotoxicidad. En el
ultimo caso se utilizan células aisladas por extrusion del liquido celomatico denominadas
celomocitos. Dentro de ellos existen tres grupos principales con funciones diferenciadas: eleocitos,
amebocitos y granulocitos. Las proporciones relativas de estos tipos celulares en el organismo estan
relacionadas con el estado nutricional y fisiologico. El cultivo de estos animales en el laboratorio es
relativamente sencillo y constituye un medio para obtener células de un modo no-invasivo o
destructivo. En este trabajo presentamos un conjunto de indices que nos permitan reconocer el
estado trofico de los individuos antes de su utilizacion en estudios ecotoxicologicos.

PALABRAS CLAVE: celomocitos, oligoquetos, ecotoxicidad, suelos, lodos industriales

INTRODUCCION

La evaluacion de riesgo ecotoxicologico en ambientes contaminados no puede basarse unicamente
en el analisis quimico de los polucionantes presentes. Este enfoque puede resultar incompleto, ya
que no brinda informacién del efecto letal o subletal que ejercen las sustancias toxicas presentes
sobre los organismos. Dentro de los efectos subletales de nuestro interés, estan aquellos que se
manifiestan a partir del dafio sobre la estructura del material genético producido por sustancias
genotoxicas.

En este sentido es importante el desarrollo de herramientas a nivel molecular o celular que sirvan de
indicadores de la exposicion y del efecto de contaminantes, cominmente llamados, biomarcadores
sobre los organismos naturales. Un biomarcador es una variacion medible, a nivel bioquimico,
celular, fisiolégico o de comportamiento, que se puede evaluar en un tejido, en un fluido corporal o
en el organismo entero y que provee una evidencia de la exposicion y/o el efecto toxico de uno o
mas polucionantes quimicos (Calisi et al, 2009).

Las lombrices de tierra son organismos que habitan el suelo y constituyen aproximadamente el 60-
80% de la biomasa del mismo (Li et al. 2009). Son especies muy importantes en la ecologia del
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suelo, ya que participan en la regulacion de la descomposicion y en los procesos de ciclado de
nutrientes, afectando la estructura, fecundidad y productividad del suelo. Al estar intimamente
ligados al suelo estos organismos pueden ser utilizados en estudios de toxicidad, ya que pueden ser
afectados por la acumulacion de ciertas sustancias, como por ejemplo metales, (Rocco et al. 2011,
Maleri et al. 2008) y a otras sustancias tales como pesticidas o mezclas complejas. Una ventaja
adicional que presentan es que se pueden criar en el laboratorio. Eisenia fetida es una especie
utilizada en este tipo de evaluaciones ecotoxicologicas y estd recomendada en protocolos
internacionales OECD (1984, 2004), ISO (1993), US EPA (1996) como organismo de prueba.

Por otro lado, el fluido celémico de las lombrices, tiene un papel analogo a la sangre, ya que es
responsable de la distribucion del polucionante hacia los tejidos. Ademas este fluido actiia como
comunicacion entre el interior y el ambiente que rodea al animal, por lo que pueden evaluarse
diferentes biomarcadores. Los celomocitos son las células presentes en este fluido, se trata de un
grupo morfolégicamente diverso y funcionalmente versatil de células, en el cual su composicion
relativa puede variar segln la estacion del afio, las condiciones de vida, y la condicion general del
animal (Adamiwicz 2005). Es dificil establecer un criterio de clasificacion para estos tipos
celulares, debido no sé6lo a los diferentes tipos que pueden encontrarse entre animales de diferentes
especies, sino también a la presencia de distintos estadios de maduracién de las células. Sin
embargo, una clasificacion basada en las propiedades citomorfométricas, ultraestructurales e
histoquimicas permite distinguir tres tipos celulares principales: Eleocitos (c€lulas cloragdgenas),
amebocitos hialinos y amebocitos granulares o granulocitos (Adamowicz 2005).

Los eleocitos se originan a partir del tejido cloragégeno que rodea al intestino y esta presente en
muchas especies de oligoquetos. Estas células son responsables de mantener constante el pH y el
balance idnico. Se encargan de sintetizar pigmentos respiratorios y son capaces de almacenar
sustancias endogenas, tales como glucogeno y lipidos, y sustancias exdgenas tales como pigmentos
o metales. Los eleocitos juegan un papel importante en los procesos inmunologicos de las
lombrices, ya que producen sustancias bactericidas, y participan de reacciones tales como la
encapsulacion y la formacion de cuerpos marrones (Adamowicz y Wojtaszek 2001). Los eleocitos
presentan como caracteristica principal la presencia de los cloragosomas, los cuales poseen una
membrana fragil y propensa a romperse liberando su contenido.

Los amebocitos hialinos, participan en el transporte y almacenamiento de sustancias nutritivas, la
coagulacion del fluido celomico y la curacion de heridas, participan ademas en reacciones
inmunitarias, tanto en la defensa humoral como celular, la fagocitosis, la encapsulacion y la
nodulacion. Generalmente son pequefios, con un nucleo central o periféricamente ubicado, que
puede tener diferentes formas, ya sea oval o arrifionado. Su citoplasma posee pocos granulos
basofilos, y se caracterizan sobre todo, por su capacidad de formar pseudopodos. Algunos autores
utilizan el tipo de pseudopodos formados para realizar una clasificacion entre amebocitos tipo [y
tipo II (Adamowicz y Wojtaszek 2001). Los granulocitos, en general, constituyen la menor
poblacion de los tres tipos celulares, son muy pequefios y su pequefio nucleo se encuentra
periféricamente ubicado. Se caracterizan por la presencia de granulos acidofilos ubicados en el
citoplasma. Debido a sus caracteristicas distintivas cada grupo celular podria comportarse de
manera diferente ante un mismo biomarcador por lo que algunos autores han caracterizado estas
respuestas diferenciales (Di Marzio et al. 2005).

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron organismos comprados en un comercio local (Troli Lombricultura, Exaltacion de la
Cruz). Al llegar al laboratorio los organismos fueron lavados con solucion salina (CINa 0.9 %) para
remover los restos de tierra original, se determiné el peso inicial y fueron colocados en recipientes
de plastico para su cultivo. Se utilizé un suelo control extraido de la reserva ecologica del campo
experimental de la Universidad Nacional de Lujan caracterizado por Di Marzio et al. (2007). Las
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caracteristicas fisico-quimicas del mismo se describen en la Tabla 1. Fue secado a 105 °C por 48 hs,
molido con un molinillo industrial y tamizado a 1000 pm e hidratado al 75% de su capacidad de
retencion de agua. Posteriormente se agregd 10%, respecto al peso seco, de forraje base alfalfa
previamente triturado. Se homogeneizé y se dejo reposar durante diez dias. Se colocaron 2000
individuos en 12 kg de suelo, tres juveniles por cada adulto con clitelo. Las condiciones de cultivo
se mantuvieron constantes, pH 6.6, humedad: 60% y temperatura: 22 °C.

Se realizaron extrusiones en el tiempo inicial, para caracterizar la proporcion de celomocitos de los
organismos a su llegada al laboratorio, a los 30, 60 y 90 dias. Para la recoleccion de celomocitos se
sigui6é el método no invasivo de Eyambe et al. (1991) con la modificacion introducida por Di
Marzio et al. (2005). En el medio de extrusion el método original utilizaba un agente mucolitico, el
cual no es necesario debido a la baja concentracion de mucus producida por E. fetida.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas del suelo utilizado en los cultivos de Eisenia fetida.

Promedio Desvio estandar
pH 6.6 0.26
Carbono Organico (g/kg) 19.3 4.80
P disponible (mg/kg) 26.8 8.24
Nitrogeno total (g/kg) 1.7 0.42
Contenido de arcilla (%) 28.5 4.93
Contenido de limo (%) 48.5 8.25
Contenido de arena (%) 23.0 4.09
Capacidad de intercambio de cationes (cm’/kg) 30.3 5.37

El medio de extrusion consiste en etanol 5% en solucion salina (CINa 0.9%) y 2.5 mg/mL de
EDTA. 24 hs antes de la extrusion se colocan 5 organismos clitelados, previamente pesados, en una
capsula de Petri con papel de filtro para depurar su contenido intestinal. En el momento de la
extrusion los animales fueron nuevamente pesados y se colocaron en un tubo de ensayo con 2 mL
de solucion de extrusion por animal y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 minutos. Los
animales fueron nuevamente colocados en suelo y los celomocitos obtenidos fueron lavados dos
veces con PBS, y centrifugados a 300 g y temperatura ambiente. La viabilidad se determin6 con
Azul de tripano 0.4%.

Se determind el indice trofico absoluto como:
Lombrices indice tréfico absoluto (LITA)

N°Eleocitos
N°Celomocitos

LITA =
Y el indice trofico relativo como:

Lombrices indice tréofico relativo (LITAR):

N°Eleocitos
N°Celomocitos * phsh

LITAR =

Ademas el indice corporal de celomocitos totales (ICCT) como:

ICCT = Log N°Celomocitos
phsh
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Donde phsh es el peso himedo sin heces y expresado en gramos.

El conteo de células se realizé en una camara de Neubauer con un volumen de 6.4 x 10° mL. Se
realizaron 3 conteos dobles independientes en cada extrusion, calculando el promedio de las medias
de cada conteo para obtener el numero de células por mL. Se obtuvo el nimero de células totales y
para cada tipo celular. Se utiliz6 un microscopio Nikon modelo Eclipse 600 provisto de camara de
video CCD y programa de andlisis de imagenes Image-Pro Plus V4.0 (Media Cybernetics,
Maryland, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Los tres tipos principales de celomocitos estudiados pueden verse en la Figura 1.

Figura 1. Fotomicrografias de los tres tipos celulares de celomocitos presentes en Eisenia fetida.
MCx1000 cf.

El peso promedio de los organismos clitelados al arribar al laboratorio fue de 0.3539 + 0.019 g,
aumentando més del 50% a los 30 dias de cultivo (Tabla 2). La proporcion de celomocitos cambio
en el tiempo de cultivo como se muestra en la Figura 2, observandose un aumento en la cantidad de
eleocitos y un detrimento en la cantidad de amebocitos, conforme transcurre el tiempo en el cultivo.
La viabilidad de los celomocitos fue mayor al 90 % en todas las extrusiones realizadas.

Existen otros métodos para la obtencion de celomocitos de las lombrices de tierra. Entre estos
pueden citarse la puncién intracelomica, en la cual se introduce una pipeta Pasteur en el celoma de
un segmento posterior al clitelo (Stein et al. 1982). Permite la obtencion de un buen niimero de
células pero puede causar la muerte del animal. Otros métodos utilizan la estimulacion eléctrica o
ultrasonido para estimular la extrusiéon de las células. En nuestro caso, se prefiere la extrusion
mediante el uso de etanol como agente irritante, ya que es sencillo y permite obtener un nimero de
células adecuado para las evaluaciones posteriores, no reduce la viabilidad de las mismas y las
lombrices se recuperan totalmente al cabo de 15 dias post-extrusion.

En las Figuras 2 y 3 se representa la proporcion de las diferentes clases de celomocitos: amebocitos,
eleocitos y granulocitos en diferentes tiempos de cultivo y en relacion al peso de los individuos.
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Tabla 2. Peso de los organismos con clitelo y cantidad de celomocitos por individuo. En ambos
casos se indica promedio y desvio estandar.

Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Peso (g) individuos con clitelo 0.3539+0.019  0.5705 £0.020  0.5491 £0.068  0.4638 +0.042
con heces
CV % 5.5 35 12.4 9
Peso (g) individuos con clitelo 0.2391+£0.028  0.3136 £0.034  0.2812 £0.038  0.3187+0.070
sin heces
CV% 11.7 10.8 13.5 22
N° celomocitos/mL 2.83x 10° 483 x10° 6.50 x 10° 534 x 10°
+4.22x10* +2.48x 10 +6.96 10* +6.28 10*
CV % 14.9 5.1 10.7 12

Puede notarse el cambio en la proporcion de los eleocitos desde su arribo al laboratorio hasta al
menos 90 dias en las condiciones de cultivo descriptas. En este caso la proporcion de los mismos
aumenta en relacion al peso promedio el cual se estabilizo a partir de los 30 dias. Resulta adecuado
contar con un indicador del estado trofico relativo de los individuos a ser utilizados en estudios
posteriores de genotoxicidad o actividad enzimatica, entre otros. En este sentido los valores
obtenidos LITA, LITAR y ICCT (Tabla 3) resultaron ser sensibles a los cambios del medio de
cultivo empleado y permiten definir un tiempo de adaptacion y estabilizacion de las poblaciones de
células en el liquido celomico superior a 30 dias. Por otro lado el LITAR superior a 1.85 puede
tomarse como un valor de referencia del estado trofico de los animales a utilizar
independientemente del tiempo de cultivo.
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Figura 2. Proporcion de las diferentes clases de celomocitos: amebocitos, eleocitos y granulocitos
en diferentes tiempos de cultivo.
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Figura 3. Proporcion de las diferentes clases de celomocitos: amebocitos, eleocitos y granulocitos
en relacion al peso humedo.

Las proporciones de los diferentes tipos de celomocitos pueden variar segun la especie y la estacion
del aflo en la cual se realice la obtencion de células (Kurek er al. 2002).

Tabla 3. Valores de los indices obtenidos en diferentes tiempos de cultivo.

Dias 0 30 60 90
LITA 0.36 0.58 0.57 0.59
LITAR 1.49 1.85 2.01 1.85
ICCT 6.07 6.19 6.36 6.22

Dentro de una misma especie, esta proporcion puede verse afectada por la edad de los organismos y
su nutriciéon (Di Marzio et al. 2005), la temperatura a la cual se encuentra, y la presencia de
contaminantes, tales como metales que puedan afectar el balance entre los celomocitos y las
bacterias que habitan el liquido celomico (Olchawa et al. 2006). Si bien los tres tipos de
celomocitos presentan una actividad asociada al sistema inmune, los Eleocitos son funcionalmente
semejantes a los hepatocitos de vertebrados, estos participan en el metabolismo y almacenamiento
de glucdgeno y lipidos, en la excrecion y en el transporte de nutrientes mediante el fluido celomico
entre diferentes células y tejidos (Olchawa et al. 2006). Asi una proporcion elevada de eleocitos
sobre los amebocitos y los granuocitos en el liquido celémico reflejaria un buen estado nutricional
de los organismos, permitiendo su uso para evaluaciones posteriores. El aumento del indice trofico
de los animales en cultivo revela que este resulta adecuado para la obtencion de organismos
fisiologicamente sanos que pueden ser utilizados para evaluaciones ecotoxicologicas. Los
celomocitos han demostrado ser sensibles a evaluaciones in vivo de suelos de areas polucionadas,
tales como hornos de coque (Salagovic et al. 1995), suelos regados con aguas residuales (Quiao et
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al. 2007), suelos agricolas que reciben la aplicacion de pesticidas (Reinecke y Reinecke 2007),
suelos con presencia de PHA (Di Marzio et al. 2005). Asimismo han resultado utiles a la hora de
evaluar suelos con la adicion de H,O,, Cl,Cd (Maleri et al 2008) y otros metales o compuestos
(Calisi et al. 2009). Ademas la utilizacion de linfocitos de sangre periférica y de células con
funciones analogas en los diferentes grupos de invertebrados y vertebrados, resultan ser sensibles a
la presencia de xenobidticos. Se han utilizado células sanguineas de renacuajos para evaluar la
accion genotdxica de compuestos organofosforados (Yin ef al. 2009). También se utilizaron
ejemplares del género Corbicula sp para evaluar el agua del Rio Parand, demostrando ser sensibles
a la presencia de toxicos comparando su respuesta con el uso de células en cultivo (Caffetti et al.
2008). Asimismo muchos poliquetos se utilizan para la evaluacion genotoxica de muestras marinas
posiblemente contaminadas con PAHs, mostrando diferente sensibilidad (Lewis y Gallogay 2008).

Por lo tanto la optimizacion de técnicas de cultivo en el laboratorio que permitan obtener
organismos en un buen estado de salud, es una herramienta til a la hora de utilizar a las lombrices
de tierra para determinar el potencial genotdxico de muestras ambientales.
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