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BIOMARCADORES
INTRODUCCION

Importancia del estudio del mecanismo

de accidn
1. Proponer un tratamiento adecuado en
casos de intoxicacion.

2. Estudiar el desarrollo y uso de un
antidoto.

3. Aplicar pruebas diagnadsticas.

4. Comprender las alteraciones producidas a nivel
bioquimico. A.J. Garcia Fernandez e |. Navas 2
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BIOMARCADORES

INTRODUCCION
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Mecanismos de accion

Accidn sobre estructura celular

- Destruccion total de la célula
- Alteracion de membrana celular

- Alteracion de organelas

Accion sobre la funcién celular

- Modificaciones en permeabilidad
- Modificaciones enzimaticas: induccion
activacion, inhibicion.

- Modificaciones reproduccion celular:
genotoxicidad, mutagénesis, carcinog.,
teratogénesis
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cada agente.

e Efecto Aditivo

ET T

& b

Consecuencia que sigue a la
exposicion a dos o mas agentes
fisico-quimicos que actuan
conjuntamente pero no interactuan.

El efecto total es la suma de los
efectos de la exposicion aislada a
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* Potenciacion

¢

l_> 2

Un agente a una dosis a la que no
produce efecto adverso aumenta el
riesgo de otra sustancia o agente
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BIOMARCADORES

INTRODUCCION

* Sinergismo

Interaccién farmacoldgico o
toxicoldgica en la cual el efecto
biolégico combinado de dos o mas
sustancias es mayor que el efecto
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* Antagonismo

Efecto combinado de dos o mas
factores que es menor que el
efecto de cada uno de esos
factores por separado.

esperado de la suma de toxicidades
de cada uno por separado.
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Ecotoxicologia de
Ecosistemas

Egoroxicologia de-Organisy
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INTRODUCCION. ECOTOXICOLOGIA

* La base para determinar los efectos de contaminantes en
el ecosisterna estd en el nivel de organismo

* En nivel de organismo, las respuestas pueden ser:
— Toxicidad Aguda W8y mortalidad
— Daito acumulativo cronico sy muerte
— Doarvios subletales fisiologicos y morfoldgicos
— Efectos subletales en comportamiento

— Cambios bioguimicos medibles
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BIOMARCADORES )
INTRODUCCION. ECOTOXICOLOGIA

* En el nivel de poblacion, las respuestas pueden ser:

— Tamaiio y dindmica poblacional (tasa de nacimiento, tasa de
mortalidad, patrones migratorios, etc)

— Reducciones o incrementos en los flujos naturales de biomasa,
ratio de sexuvs, etc.

* En el nivel de comunidad, las respuestas pueden ser:

— Diversidad de especies

— Relaciones predador-presa, et
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INTRODUCCION. ECOTOXICOLOGIA

Population
changes

Whole organis|
responses

L
Physiological
changes
Biochemical
changes

Pollutant

Community
composition

Ecotoxicologia de
Organismos
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Ecosystems
v

Increasing response time

Increasing difficulty of linkage to specific chemicals

YYY

Increasing importance
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BIOMARCADORES
INTRODUCCION. EVALUACION DEL RIESGO

Identificacién del Peligro: Efectos adversos que sustancias Q son capaces de provocar

Evaluacién del Riesgo: Estima la probabilidad de que ocurran efectos adversos

Proceso de Evaluacién del Riesgo

Identificacion del Evaluacién Dosis-
Peligro. Respuesta

Compara, cuanti- o

; ) itativamen- 1
¢ Qué problemas mmmmmp ;Qué problemas de salud Caracterizacién del cualitativamen-te, la

de salud provoca se dan en los diferentes riesgo exposiciéon y los
el contaminante? tipos de exposiciones? i . + efectos, deter-
¢ Cual es el riesgo |
Evaluacién de la adicional de problemas minando Ia pro-
Exposicion de salud en la poblacion § hahilidad de que éstos
expuesta?

¢ A cuanto contaminante esta
expuesto un individuo durante un
periodo de tiempo concreto?

¢ Cuantos individuos?

Usa las propiedades intrinsecas de las
sustancias quimicas para determinar qué tipos

de efectos adversos se producirian

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas

ocurran

Soporte cientifico
para la regulacion

10

A.J. Garcia-Fernandez e |. Navas

4/5/20



Biomarcadores en Toxicologia y

Ecotoxicologia

» Mecanismos Bioquimicos o Efect
Accion toxicaumsp ETECLOS

= Mecanismos Moleculares| \ I

fTejidos Organos Sistemas

= No hay informacién sobre sus

efectos en organismos

= Son muy caros

BIOMARCADORES: Alteraciones biologicas o fisiolégicas que
expresan la exposicién y/o el efecto toxico de contaminantes
presentes en el ambiente (Walker et al., 1996)

A.). Garcia Fernéndez e I. Navas 11

BIOMARCADORES
DEFINICIONES

La presencia de un xenobiético en un fluido biolégico y/o las
alteraciones inducidas por el mismo sobre los componentes
celulares o bioquimicos o sobre procesos, estructuras o
funciones en un organismo vivo, que son cuantificables en un
sistema biolégico o muestra (ENTOX/TIWET, 1996)

Senales fisiolégicas inducidas por un xenobiético que reflejan
una exposicion, una respuesta celular precoz, o una
susceptibilidad inherente o adquirida, proporcionando una
estrategia para la resolucién de estos problemas (Silbergeld y
Davis, 1994)

Alteraciones bioldgicas o fisiolégicas que expresan la exposicién
ylo el efecto toxico de contaminantes presentes en el ambiente
(Walker et al., 1996) A.). Garcia Fernandez e |. Navas 12
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BIOMARCADORES
REQUISITOS

a) Larecoleccion de la muestra y su analisis debe ser facil;

b) Debe ser especifico para un tipo particular de exposicion;
c) Debe reflejar unicamente un cambio subclinico y reversible;
d) Debe permitir adoptar medidas preventivas;

e) Debe ser éticamente aceptable.

Alta especificidad Baja especificidad
Inhibicién AChE (OPs y Induccion de Aductos de ADN
carbamatos) MTs (Cd, Zn, Marcadores de respuesta
Inhibicién d-ALAD (Pb) As, etc) inmune

COMPLEMENTARIEDAD

. :

I ESPECIFICIDAD

Gil y Pla (2001)
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BIOMARCADORES
ESPECIFICIDAD

Biomarcadores en orden decreciente de especificidad a
xenobioticos

BIOMARCADOR XENOBIOTICO

Inhibicién de ALAD Plomo

Inhibicion de AChE Organofosforados y carbamatos
Induccion de MTs Metales (cadmio, mercurio, arsénico, ...)
indice de cascara DDT, DDE

Porfirina Organoclorados

Respuesta inmune Metales, Ocs y PAHs

Aductos de DNA y hemoglobina PAHSs, nitrosaminas, aminas aromaticas
quimioterapicos

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas 14

Gil y Pla (2001)

A.J. Garcia-Fernandez e |. Navas 7



Biomarcadores en Toxicologia y

Ecotoxicologia

BIOMARCADORES

BIOMARCADORES DE EXPOSICION

Permite medir la dosis interna mediante analisis quimico de la
sustancia téxica o su/s metabolito/s en fluidos corporales o excretas,
tales como la sangre, la orina o el aire exhalado. En los ultimos
anos han tomado relevancia otras muestras de obtencion no
cruenta como las plumas, pelos, etc.

BIOMARCADORES DE EFECTO (RESPUESTA)

Es indicativo de cambios bioquimicos en un organismo como
resultado de la exposicion a xenobidticos.

BIOMARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD

Indicadores de sensibilidad de los individuos al efecto de un xenobidtico
o grupo de compuestos toxicos. Suelen resultar en cambios bioquimicos
que se relacionan directamente con el grado de exposicion a un
xenobiético.

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas 15

BIOMARCADORES
DE EXPOSICION

BIOMARCADORES DE EXPOSICION

SELECTIVOS: Medida directa del téxico/metabolitos en fluidos (E;j.
Plomo en sangre)

NO SELECTIVOS: Indicadores inespecificos (Ej. tioéteres en orina
indican exposicion a sustancias electrofilas)

ASPECTOS RELEVANTES A CONSIDERAR:

- ELANALISIS DEL TOXICO Y SUS METABOLITOS
- LATOXICOCINETICA DEL COMPUESTO Y SUS METABOLITOS

Gil y Pla (2001)
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BIOMARCADORES

DE EXPOSICION

Table 2—Examples of selective exposure biomarkers

| |. Inorganic compounds I

Cadmium
Mercury

Lead

Zinc

Cd
cd
Hg
Hg
Pb
Pb
Pb (after 1 g EDTA)
Zn
Zn

Benzene

Styrene

Aniline

Ethylene glycol
M-n-butylacatone
Acatone

| Il. Organic compounds I
n-Hexane ~Hexanol

2,5-Hexanodione
Phenol

Benzene
Benzene
Mandelic acid
Phenylglyoxilic acid
Styrene

Styrene

Aniline
p-Aminophenol
Methaemeglobin
Oxalic acid

2 5-Hexanodione
Acetone
Acetone

Urine
Blood
Urine
Blood
Blood
Urine
Urine
Urine
Serum

Urine
Urine
Urine
Blood
Exhaled air
Urine
Urine
Blood
Exhaled air
Urine
Urine
Blood
Urine
Urine
Urine
Blood

<2 ug g creatinine
<0.5 ug 100 ml-'

=5 ug g~' creatinine
=1 ug 100 ml-!

<30 pg 100 ml-'

<50 ug g~' creatinine
<600 ug 24 h-!

<0.7 mg g' creatinine
<15 ug 1!

0.2 mg g-' creatinine
2 mg g ' creatinine
<20 mg g ' creatinine
<5 ug 100 ml-'
=0.022 ppm

1 g g~' creatinine

350 mg g~' creatinine
0.055 mg 100 mi-!

18 ppm

0.75 mg g~' creatinine
10 mg g~' creatinine
=2%

<B0 mg g ' creatinine
4 mg g-' creatinine
<2 mg g-' creatinine
<0.2 mg 100 ml-'

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas
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Gil y Pl (2001)
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Pb (mg/kg) in feather

0 2

4 6
Pb (ug/dl) in blood

Fig. 2. Relationships between lead
concentrations in blood and
feathers (rho=0.817, p<0.01)

UNIVERSIDAD DE
MURCIA

Cd (ugl/kg) in feather

00 0,1

02

03

04 05

Cd (ug/dl) in blood

Fig. 1. Relationships for cadmium
concentrations in blood and
feathers (rho=0.869, p< 0.01)

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas

18

A.J. Garcia-Fernandez e |. Navas

4/5/20



Biomarcadores en Toxicologia y 4/5/20
Ecotoxicologia

BIOMARCADORES
DE SUSCEPTIBILIDAD

BIOMARCADORES DE SUSCEPTIBILIDAD

DE POLIMORFISMOS DE SISTEMAS ACTIVADORES
Medida de actividad de los enzimas del citocromo P-450
DE POLIMORFISMOS DE SISTEMAS DETOXIFICADORES

Medida de actividad de enzimas

- Glutation-S-transferasa
- Acetiltransferasa

- Sulfotransferasa

- Glucuroniltransferasa

- Paraoxonasa
Gil y Pla (2001)
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BIOMARCADORES
DE EFECTO O DE RESPUESTA

BIOMARCADORES DE EFECTO (RESPUESTA)

- Modificaciones en la composicion celular sanguinea

- Alteraciones en actividades enzimaticas

- Aparicion de aductos del ADN

- Incrementos localizados de ARN-m

- Aumento de determinadas proteinas

- Aparicion de anticuerpos especificos (autoanticuerpos) contra un

xenobidtico o frente a fracciones celulares (nucleo, membranas, etc.)

EL BIOMARCADOR DE EFECTO IDEAL:

- Facil de detectar

- Capaz de mostrar efectos adversos antes de que
sean irreversibles.
A.J. Garcia Fernandez e |. Navas Gll y Pla (2001) 20
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BIOMARCADORES
DE EFECTO O DE RESPUESTA

- Sistema respiratorio
- Sistema sanguineo (8-ALAD ===>Pb)
- Sistema nervioso (AChE ===p» OPs y carbamatos)
- Biomarcadores urinarios:
HMWP*-albumina y LMWP*-retinol unida e==»-dafio renal
NAG (N-acetil-D-glucosminidasa) (enz. lisosémica ==> nefrotoxicidad)
- Sistema inmune (dioxinas, PCBs, imnunoterapicos, ....)

- Biomarcadores del daio al DNA (mutagénesis, formacion de aductos,
rotura del DNA, aumento de la tasa de reparacion del DNA, aberraciones
cromosomicas, intercambio de cromatidas hermanas, etc).

- CONTINUARA........
*High/Low molecular weight microtubule-associated proteins Gil y Pla (2001)
21
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BIOMARCADORES
DE EFECTO O DE RESPUESTA

- Biomarcadores de expresion génica

- Sobreexpresion de proteinas (DIF. CUANTITATIVA)

- Expresién de una forma mutante de la proteina (DIF. CUALITATIVA)
- Biomarcadores de dafio oxidativo: Generacion de radicales libres

- PAHSs, pesticidas OCs, metales pesados (Cd, Pb, Hg), oligoelementos
(Se), solventes industriales, etc.

- Respuestas adaptativas o mecanismos compensadores del sistema
antioxidante celular, modificaciéon de macromoléculas y dano tisular.

- Glutatién oxidado/reducido, enzimas del ciclo del GSH, SOD, catalasa
ascorbato y alfa-tocoferol.

- CONTINUA .....
Gil y Pla (2001)
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BIOMARCADORES
DE EFECTO O DE RESPUESTA

- Metalotioneinas: inducidas por Cd, Cu, Hg, Zn, Co, Bi, Ni y Ag.
Desventaja: inducida también por toxicos no metalicos
(glucocorticoides) y situaciones fisioldégicas (cambios nutricionales
y gestacion)

- Adelgazamiento del grosor de la cascara del huevo

- Biomarcadores de rodenticidas anticoagulantes (Vitamina K)

Gil y Pla (2001)
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BIOMARCADORES
DE RESPUESTA O EFECTO

INHIBICION DE LA 5-ALAD

Efecto plomo

Succinil Co-A+Glicina REL L PR
ALA
sintetasa o Isomerasa.
._: Desaminasa
Acido aminolevulinico (ALA) : » PBG » Uroporfirinégeno lll
ALA
deshidratasa -H, — Uroporfirina
Hemo
Efecto
............. plomo Coproporfinégeno i
Hemosintetasa sfenssnnnnnnnnnnnnnnns Efecto plomo

Protoporfirina 9 H,
Coproporfirinogenasa \Coproporﬁrina 1]

24
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BIOMARCADORES
DE RESPUESTA O EFECTO

d-ALAD activity (umol PBGH/IRBC)

’ ’ Biood lead conc;:ntratlon {ugidi) ° "

Figure 1. Relationship between §-ALAD activity (umol/h/L RBC) and lead
concentrations in blood (ug/dl) of Spur-thighed tortoises (Testudo graeca) at
Wildlife Recovery Center Santa Faz (Alicante).

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas 25

BIOMARCADORES
DE RESPUESTA O DE EFECTO

EGGSHELL INDEX

p.p-DDE

Figure 2. Relationship between shell index (mm) and p,p'-DDE levels (ng/g wet
weight) Slender-Billed Gull (Larus genei) from the South-Eastern Spain.
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BIOMARCADORES

DE RESPUESTA O DE EFECTO
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Fig. 2. Scatterplots showing the relationship between shell thickness (mm)
and dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE) concentration (ng/g, wet wt) in
(a) booted eagle (Hieraaetus pennatus) eggs and (b) goshawk (Accipiter
gentilis) eggs. The line describing the relationship as determined by linear
regression (and associated 95% confidence limits) is shown for the booted

eagle.
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Table 1

Examples of toxicity tests used for human health and environ-

mental risk assessments

(1) Human health

(2) Environmental risk

(i) Genotoxicity (Ames test etc.)
(ii) Acute toxicity

—oral, dermal, inhalation

—eye irritation

—skin irritation

—dermal sensitization

(iii)Metabolism and toxicokinetics
(iv) Subchronic and chronic multi-
dose studies

(v) Reproductive and developmen-
tal studies

(vi) Carcinogenicity — lifetime stu-
dies

(vii) Mechanistic studies and com-
parative toxicokinetics (area under
the curve versus mg/kg) and meta-
bolism to improve predictability

Terrestrial toxicology
(i) Invertebrates
—earthworm mortality,
growth, fecundity
—collembola acute and
chronic toxicity

(ii) Beneficial insects
—honey bee contact test
(iii) Birds

—acute toxicity

multidose toxicity
(iv) Plants

—seedling emergence and
growth tests

Agquatic toxicology

(v) Invertebrate acute and
chronic tests

(vi) Algae acute toxicity
(vii) Fish—static. pulse.
flow through tests

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas
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Eason y O’Halloran (2002)
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Table 3
Biomarkers of environmental impacts

Examples of adverse ecological Biomarkers

consequences

Contaminant type Mechanism of toxicity

Organochlorine pesticide Ca** transport interference Eggshell thinning and breaking ~ Eggshell thickness®

DDT decline in raptor populations

Organotin compounds TBT  Endocrine disruption in female gas-  Sterility and reproductive failure  Incidence of imposex in
tropods ‘imposex’ decline in gastropod populations  gastropods®

Persistent organic pollutants
e.g. PCB

Organophosphate pesticides,
e.g. monocrotophos
Anticoagulant rodenticide

Suppression of immune system

Inhibition of cholinesterase leads to a
disruption of nervous system function

Inhibition of vitamin K epoxide re-
ductase

Increased morbidity and mortality Functional immune as-

in seals due to viral infections
Asphyxiation and death in non-
target avian populations
Haemorrhage and death of pro-
tected indigenous non-target spe-
cies

says®

Cholinesterase enzyme
activity?

Increased clotting time
and haemorrhage®

% Peakall (1993).

® Gibbs and Bryan (1986).
€ de Swart et al. (1994).

4 Scollon et al. (2000).

¢ Eason and Murphy (2001).

Eason y O’Halloran (2002)

A.J. Garcia Fernandez e I. Navas

29

A.J. Garcia-Fernandez e |. Navas

15



