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Introduccién

En la ganaderia de doble propdsito, y bajo el modelo de cria intensiva, los antimicrobianos y plaguicidas se
consideran sustancias esenciales para el aseguramiento del bienestar animal. Los primeros suelen
emplearse en la prevencion y tratamiento de enfermedades, e incluso, en la promocién del crecimiento. En
tanto que los segundos son ampliamente usados para el control de plagas, aplicAndolos directamente al
animal, en el sitio de cria o en las zonas de procesamiento de la leche, promoviendo asi la contaminacion
de los derivados alimentarios, ya sea por absorcién dérmica en el animal debido a la elevada liposolubilidad
de estos, o por contaminacion cruzada [1].

La presencia de estos contaminantes en alimentos esenciales como la carne bovina y la leche, representa
una problematica alarmante, debido a la alta demanda de los derivados bovinos, y en particular por la
vulnerabilidad de poblaciones altamente sensibles a su consumo, tal como la infantil, tercera edad y madres
en gestacién. Estas sustancias se han asociado con cansancio, problemas de concentracién, neuropatias,
tendinopatias, disrupcion endocrina y alteraciones neurologicas en sistemas bioldgicos, entre otros [2, 3].

Por ello, con el fin de evaluar la inocuidad de concentraciones de clorpirifés en torno al LMR establecido en
musculo bovino, se evalud su efecto oxidativo sobre proteinas del masculo, empleando un modelo in vivo
basado en el anélido Eisenia foetida, y utilizando el indice de carbonilo como marcador del dafio oxidativo

[4].

Metodologia

Siguiendo las directrices indicadas en la guia de la OECD, se estandariz6 el ciclo de vida del modelo
biolégico en el laboratorio, bajo condiciones controladas de sustrato y alimentacion. Parametros fisico-
guimicos como pH, humedad, contenido de carbono y capacidad de retencion de agua (n=3), importantes
de acuerdo con la guia 207 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico para
establecer la idoneidad como sustrato [5-7], fueron evaluados en distintas tierras libres de exposicion a las
sustancias de interés.

Una vez seleccionado el sustrato, se realizaron experimentos de evasion o migracién de lombrices: Este
ensayo es una prueba aguda que se desarrolld en 48 horas. Se baso en la evaluacion del efecto subletal
caracterizado por el comportamiento de evasion de las lombrices; para lo que se midié el nimero de
lombrices que se desplazaron desde un sustrato contaminado a 100 ug.Kg? en clorpirifés (LMR para
musculo bovino), y que evaden la exposicién migrando al sustrato control (no contaminado). Esta prueba
permitié evaluar la funcionalidad del habitat para la lombriz [8]. El ensayo se llevd a cabo en recipientes
plasticos de un litro de capacidad, los cuales se dividieron en dos secciones con una hoja extraible. En
una seccion se colocaron 300 g de sustrato contaminado al LMR de clorpirifés y en la otra 300 g de
sustrato control. Los suelos fueron humedecidos antes de la realizacion de los bioensayos, empleandose
3 réplicas con diez lombrices cada una. Estas presentaban el mismo tamafio y madurez sexual. Para
iniciar el bioensayo, se extrajo la ldmina de plastico y diez lombrices de E. foetida se colocaron en la linea
media que separaba las dos secciones. Luego de 48 h de exposicion, se conté el nimero de lombrices en
cada seccion, con un régimen de 16 h luz/8 h oscuridad, temperatura ambiental de 23 + 2 °C. Para evitar
gue las lombrices se escapasen de los contenedores, se cubrieron con tapas de plastico transparente con
agujeros para permitir el intercambio de gases y paso de la luz.

ISSN: 1665-5745 http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/trabajosinocuidad



http://www.e-gnosis.udg.mx/index.php/trabajosinocuidad
mailto:erodriguezc1@unicartagena.edu.co

e-Gnosis [online] Vol. 2 (2019). Avances de Investigacion en Inocuidad de alimentos

Asimismo, se evalud el efecto de la exposicién de E. foetida a tres concentraciones en torno al LMR de
clorpirifés en musculo bovino (50, 100 y 150 pg.Kg?). Para ello, 5 lombrices se depositaron en camas que
contenian 2509 de sustrato no contaminado (control) o sustrato contaminado al 0.5, 1 0 1.5 veces el LMR
de clorpirifés. Se ensayaron 3 réplicas por cada experimento, monitorizandose los efectos de la exposicion
durante 28 dias.

Alfinalizar los ensayos, se determiné el dafio oxidativo causado en las proteinas del musculo de la lombriz.
Para ello, se extrajeron las proteinas totales del musculo, cuantificandolas por el método de Bradford, y
posteriormente se realiz6 una electroforesis SDS PAGE al 15% con el fin de verificar la integridad del perfil
electroforético, al confrontarla frente a muestras de proteinas no expuestas. El dafio oxidativo proteico
causado por clorpirifés se midié en términos de carbonilacion, empleando el inmunoensayo Dot-blot, y
expresando el indice de carbonilos (IC) como nanomoles de carbonilo/mg de proteina. Los perfiles
electroforéticos obtenidos se digitalizaron en un fotodocumentador ChemiDoc.

Los datos se presentan como la media + desviacion estandar. Para la comparacién de las medias entre
el blanco y los tratamientos se empled ANOVA de una via con post-test de Tukey's. El paquete estadistico
usado fue GraphPad Prism versién 5.01.

Resultados

Los resultados obtenidos del ensayo de evasion de sustrato contaminado a 100 ug.Kg? de clorpirifés
(1LMR), mostraron que dicha concentracién resultd ser toxica para el anélido Eisenia foetida, dado que el
80% de las lombrices expuestas evitaron el sustrato contaminado, migrando al sustrato control. Por tanto,
se establecié que un suelo contaminado al valor del LMR en clorpirifés resulta una concentracién no viable
para el desarrollo funcional de la lombriz de tierra.

Asimismo, se observoé que tras la exposicidén del modelo animal a sustrato contaminado a distintos niveles
de clorpirifés, se observé dafio oxidativo en las proteinas musculares de E. foetida a todas las
concentraciones ensayadas. La cuantificacion del indice de carbonilos reveld diferencias significativas
(p<0.05) entre las lombrices expuestas al 0.5 y 1 LMR en clorpirifés y el blanco, siendo éstas 1.5y 1.4
veces mayores que el blanco, respectivamente (Figura 1).

Asimismo, se establecié que el dafio inducido por esos niveles fue significativamente mayor que lo
observado tras la exposicion a 1.5 LMR, nivel al que tampoco se aprecio diferencia estadisticamente
significativa con respecto al blanco.

Blanco 0.5LMR LMR 1.5LMR
Concentracion clorpirifos

Carbonilosl(nmol 'ﬁngroteina)

Figura 1. Contenido de carbonilo inducido por tres concentraciones de clorpirifés sobre proteinas totales
del musculo de la lombriz de Eisenia foetida. Se muestran los valores medios (n=3) con sus SD. a-b
indican diferencias significativas (p<0.05) entre el contenido de carbonilo del blanco y los niveles de

exposicion a contaminantes. x-y indican diferencias significativas entre los tratamientos.
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Estos hallazgos permiten establecer que concentraciones consideradas como inocuas (0.5y 1.0 LMR) por
organismos regulatorios para la presencia de clorpirifés en musculo bovino, inducen dafos oxidativos
irreversibles sobre macromoléculas fundamentales como las proteinas. Este dafio podria comprometer las
caracteristicas nutricionales del alimento y funcionales de las proteinas afectadas, aspectos que
disminuirian la valoracion del alimento en el mercado y en la cadena alimentaria.

Conclusiones

La carbonilacién promovida por concentraciones 0.5 y 1.0LMR de clorpirifés sobre proteinas totales del
musculo de Eisenia foetida fueron significativamente superiores a las obtenidas en el blanco.

Los niveles 0.5 y 1.0LMR de clorpirifés afectaron la integridad de las proteinas del masculo.

ElI 80% de las lombrices evitaron el suelo contaminado con CPF al valor del LMR.

El nivel 0.5LMR indujo la mayor carbonilacion (p> 0.05), siendo 1.5 veces mayor que el blanco.
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