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Resumen

El objetivo de este trabajo consistió en investigar la incorporación de nanopartículas (NPs) de

goetita (?FeOOH) en la lombriz terrestre Eisenia andrei a través de diferentes vías de

exposición. En primer lugar, los organismos fueron expuestos a un suelo artificial adicionado

con diferentes suspensiones de NPs para evaluar la absorción a través del tracto

gastrointestinal. Después de 10 días, los animales fueron depurados y el contenido de Fe se

analizó por espectroscopía de absorción atómica (AAS). Sorprendentemente, los animales

expuestos a las NPs presentaron niveles de Fe menores que los controles. Además, no se

observó una correlación entre los niveles de NPs en las suspensiones y los valores de

concentración de Fe en las lombrices. El ingreso por vía dérmica también fue investigado

exponiendo a las lombrices en contacto con papeles de filtro que contenían una suspensión de

NPs (50 µg cm-2) durante diferentes tiempos de exposición aguda (24, 48, y 72 h). En los dos

primeros períodos de exposición (24 y 48 h) los niveles de Fe aumentaron con respecto a los

que se encontraron en los organismos controles. Sin embargo, después de un período de

exposición de 72 h, los niveles en las lombrices expuestas fueron menores que en los

controles. De manera de explicar este inesperado comportamiento, se evaluó la capacidad

antioxidante total en los tejidos de organismos expuestos a papeles de filtro por 72 h, usando el

ensayo de TOSC. Se encontró un descenso significativo en la capacidad antioxidante total en

los organismos expuestos. Finalmente, se investigó la influencia de las NPs de goetita en el

ingreso de Cd y Pb. En este caso, los bioensayos se realizaron exponiendo a las lombrices a

papeles de filtro que contenían una solución de cada metal en presencia o ausencia de una



suspensión de NPs (50 µg cm-2) por 72 h. Los valores de concentración de Cd y Pb se

analizaron por AAS. Tanto para Cd como para Pb se encontraron descensos significativos en la

acumulación de ambos metales (aproximadamente 38%) en las lombrices expuestas a cada

metal en presencia de la suspensión de NPs de goetita. En conclusión, la liberación de NPs en

ecosistemas terrestres puede inducir algunas respuestas inesperadas en las lombrices y

también las NPs pueden interactuar con otros contaminantes preexistentes en el ambiente,

modificando su biodisponibilidad.
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Goethite nanoparticles in Eisenia andrei: uptake, subcellular effects and their
influence on the accumulation of Cd and Pb

Summary

The aim of this work was to investigate whether the terrestrial worm Eisenia andrei incorporates

goethite (?FeOOH) nanoparticles (NPs) via different exposure routes. Firstly, organisms were

exposed to an artificial soil spiked with different NP suspensions to evaluate the absorption via

the gastrointestinal tract. After 10 days, animals were depurated and their Fe content was

analyzed by atomic absorption spectrometry (AAS). Surprisingly, animals exposed to NPs

presented lower Fe levels than controls. In addition, a correlation between NP suspension

levels and Fe concentrations in the worms was not observed. The dermal uptake route was also

investigated by exposing the worms in contact to filter papers containing a NP suspension (50

µg cm-2) for different acute exposure times (24, 48, and 72 h). During the first two periods (24

and 48 h) Fe levels increased in relation to those found in control organisms. However, after a

72 h exposure period, levels in exposed worms were lower than in controls. In order to explain

this unexpected behavior, the total antioxidant capacity of the whole tissue was evaluated using

the TOSC assay in animals exposed to filter papers for 72 h. A significant decrease in the total

antioxidant capacity was observed in exposed worms. Finally, the influence of the goethite NPs

on the uptake of Cd and Pb was also investigated. In this case, bioassays were performed by

exposing worms to filter papers containing a solution of each metal in the presence or in the

absence of a NP suspension (50 µg cm-2) for 72 h. Values of Cd and Pb concentrations were

analyzed by AAS. For both Cd and Pb, significant decreases (about 38%) in the metal

accumulation were found in worms exposed to the metal plus the goethite NP suspension. In

conclusion, the release of NPs to terrestrial ecosystems may elicit some unexpected responses

in worms and they may also interact with other contaminants already present in the

environment, modifying their bioavailability.

Keywords: Eisenia andrei, terrestrial worms, nano-goethite, nanotoxicity.

Introducción

Los nanomateriales han encontrado aplicación en diferentes campos de la medicina, industria

alimenticia, cosmética, pinturas, óptica, textiles, catalizadores, lubricantes, biosensores,

electrónica, y agroquímicos [1-5]. La versatilidad de estos materiales es realmente asombrosa

ya que incluye desde el desarrollo de vidrios autolimpiantes, parches antimicrobianos para

facilitar la cicatrización de heridas y quemaduras, hasta agentes terapéuticos para el



tratamiento de diversas patologías [1,6]. Paralelamente, se están investigando potenciales

aplicaciones de los nanomateriales para procesos de remediación de aguas y suelos

contaminados [7]. También hay que reconocer que algunas nanopartículas (NPs) tienen un

origen natural, tales como ciertos óxidos e hidroxióxidos de hierro que están presentes en el

ambiente y en organismos vivos [8]. Por otra parte, diversos compuestos de hierro en escala

nano son sintetizados y utilizados como catalizadores, en sensores, en aplicaciones médicas y

más recientemente se ha propuesto su uso en procesos de remediación química,

constituyendo así una de las clases comercialmente más importantes de nanomateriales [8-12].

El empleo industrial de los nanomateriales puede conducir a su liberación al medio ambiente

ejerciendo un impacto cuyas consecuencias aún no estamos en condiciones de predecir

adecuadamente. Debido a sus singulares propiedades físico-químicas, su destino ambiental y

los posibles efectos tóxicos en la biota constituyen un desafío que intenta ser resuelto a través

de la Nanotoxicología. En principio, se ha propuesto la utilización de las mismas especies de

organismos recomendadas como bioindicadoras en los protocolos para los bioensayos clásicos

de evaluación de toxicidad de sustancias químicas [13]. Las lombrices terrestres son

consideradas excelentes organismos bioindicadores, por su rol en la incorporación y

descomposición de materia orgánica que favorece el desarrollo y mantenimiento de la

estructura del suelo. Además, son presa importante para muchos organismos superiores y

proveen una ruta a través de la cual los contaminantes se transfieren a niveles más altos en la

cadena trófica. Eisenia andrei es una especie estándar ampliamente usada en ecotoxicología

terrestre [14,15]. Dentro de las ventajas que presenta esta especie epigeica está la facilidad

con que se puede criar a nivel de laboratorio y el hecho de que existe una extensa base de

datos sobre los efectos que en ésta producen numerosas sustancias químicas.

Para evaluar la toxicidad de sustancias químicas en lombrices terrestres existen dos

posibilidades de exposición: a) los llamados ensayos de contacto, donde las lombrices son

expuestas a papeles de filtros impregnados con el agente químico para investigar efectos

superficiales, y b) los ensayos de exposición a suelos, que permiten estudiar los efectos

derivados de la ingestión así como efectos superficiales.

En el caso de NPs metálicas su incorporación y posible acumulación se puede estimar

mediante la cuantificación del metal en los organismos [16-19].

Por otra parte, se considera que uno de los mecanismos más importantes involucrados en la

citotoxicidad de los nanomateriales consiste en la generación de especies reactivas de oxígeno

(EROs) [20,21]. Para hacer frente a la generación de EROs las células disponen de defensas

de carácter enzimático y no-enzimático. El análisis individual de cada una de dichas defensas

permite inferir aumentos o descensos que comprometan la homeostasis celular. Sin embargo,

una forma más integral de determinar el estado celular redox es mediante el ensayo de la

capacidad antioxidante total, el cual permite cuantificar la capacidad de un tejido para

neutralizar las EROs [22]. El fundamento de este ensayo reside en cuantificar la capacidad del

tejido para neutralizar radicales libres que se generan in vitro. Esta técnica ha sido utilizada por

diversos autores para evaluar la resistencia frente a EROs en tejidos de organismos expuestos

a agentes contaminantes tanto sea en condiciones naturales o mediante ensayos de

laboratorio [23].



Una vez que los nanomateriales se liberan al medio ambiente pueden interactuar con las

múltiples sustancias químicas, sean de origen natural o antropogénico, preexistentes en el

medio. La interacción con otros contaminantes puede producir efectos aún más inciertos. Los

elementos Cd y Pb son metales que pueden alcanzar los suelos a partir de diversas fuentes de

emisión.

En consecuencia, los objetivos de este trabajo fueron: 1) evaluar la incorporación de NPs de

goetita (?FeOOH) en E. andrei expuestos ya sea a suelo artificial o a papeles de filtro; 2)

investigar la capacidad antioxidante total en lombrices expuestas a NPs de goetita; 3) evaluar

el rol de estas nanopartículas en el ingreso de otros metales tóxicos, específicamente Cd y Pb.

Materiales y métodos

Materiales

Se trabajó con una suspensión conteniendo 20% de NPs de goetita de origen comercial

(número de producto: 720704, Sigma-Aldrich, Argentina). Según especificaciones del fabricante

el rango nominal de tamaño de partícula es menor a 100 nm y el pH de la suspensión se

encuentra en el rango de 3,4-4,0. Estas especificaciones fueron confirmadas previamente [24].

Para los bioensayos, las suspensiones se prepararon en agua bidestilada, sonicando la

suspensión madre por 30 min.

Los compuestos 2,2’-azobisaminopropano (ABAP) y ácido ?-ceto-?-metilbutírico (KMBA) fueron

adquiridos a Sigma-Aldrich, Argentina S.A. Todos los otros reactivos eran de calidad pureza

analítica o superior.

Organismo de estudio: Eisenia andrei

Los ejemplares de E. andrei fueron cultivados en el laboratorio en condiciones controladas de

temperatura, humedad y pH [25, 26]. Se seleccionaron ejemplares adultos, con al menos 2

meses de edad, con clitelo desarrollado y un peso húmedo comprendido entre 300-600 mg.

Como son hermafroditas, no se requiere tener en cuenta diferencias sexuales.

Bioensayos de exposición

Antes de comenzar los bioensayos, las lombrices fueron lavadas con agua potable declorada y

colocados sobre papeles de filtro húmedos por un mínimo de 12 h para evacuar el contenido

intestinal.

Para investigar la incorporación de NPs en E. andrei por las vías de ingestión más contacto

superficial, los organismos se expusieron a un suelo artificial, al cual se le adicionaron distintas

suspensiones de nano-goetita de manera que la concentración final resultara igual a 10; 100 y

1000 µg g-1, peso seco. Se utilizaron potes de 500 mL conteniendo 400 g de suelo artificial

adicionado con las NPs y se dispusieron dos organismos por pote. Por cada nivel de NPs, los

bioensayos se realizaron por triplicado. El tiempo de exposición fue de 10 días.



El suelo artificial fue preparado según métodos estandarizados por la OECD [27]. Básicamente,

su composición consistía en 70% (p/p) de arena industrial de cuarzo (con más del 50 % en

peso del tamaño de partícula 0,05-0,2 mm), 20% (p/p) de caolín (conteniendo no menos del 30

% de arcilla coloidal de caolinita), 10% turba de sphagnum, sin remanente de plantas visible. A

esta mezcla se agregó 0,3-1% (p/p) de CaCO3 grado analítico, pulverizado, hasta obtener un

pH inicial de 6,0 ± 0,5.

Las suspensiones de NPs fueron realizadas en agua deionizada y sonicadas por 30 min. Al

comienzo de los bioensayos, el contenido de humedad se ajustó al 40-60 % de la capacidad de

retención acuosa y se adicionaron las suspensiones de NPs. Durante los ensayos, el contenido

de humedad del suelo se mantuvo constante mediante el agregado de agua destilada. Los

bioensayos se realizaron bajo ciclos controlados de luz-oscuridad (16h/8h), a 22 ± 2 °C. Los

organismos controles fueron expuestos al suelo artificial humedecido sólo con agua deionizada.

Para los bioensayos que evalúan efectos por contacto los organismos fueron expuestos a

papeles de filtro (superficie = 60 cm2) impregnados con una suspensión de 50 µg NP cm-2,

siguiendo protocolos estandarizados [28]. Los papeles fueron secados bajo campana y

dispuestos en viales. Se colocó una lombriz por vial adicionando 1 mL de agua destilada para

mantener la humedad. Para evaluar los efectos de las NPs sobre los organismos, se realizaron

análisis de Fe en lombrices expuestas a distintos tiempos, t = 24, 48 y 72 h.

Para evaluar los efectos de las NPs sobre la incorporación de Cd y Pb, los papeles de filtro

fueron expuestos primeramente a 1 mL de soluciones equimolares de Cd o Pb (0,40 µg Cd cm-

2 y 0,74 µg Pb cm-2), dejados secar bajo campana y luego se adicionó 1 mL de una

suspensión conteniendo 50 µg NP cm-2. Las diluciones de Cd se prepararon a partir de una

solución conteniendo 1.000 mg L-1 usando CdCl2 • 2 ½ H2O en agua bidestilada. En forma

análoga, las diluciones de Pb se prepararon a partir de una solución conteniendo 1.000 mg Pb

L-1 usando Pb(NO3)2 en agua bidestilada.

Se realizaron 6 réplicas para cada determinación (análisis de metales y determinaciones de

parámetros biomarcadores).

Al término de los bioensayos, los organismos fueron retirados cuidadosamente del medio de

exposición y enjuagados tres veces con abundante agua destilada. Las lombrices que

provenían de los bioensayos en suelo artificial fueron transferidas individualmente a viales que

contenían papeles de filtro embebidos con 1 mL de agua destilada durante 12 h para proceder

a la purga del contenido intestinal. Las lombrices que fueron expuestas por contacto se

procesaron después de los enjuagues. Cada lombriz fue pesada y el tejido blando total se

destinó al análisis de metales o al ensayo de capacidad antioxidante total.

Análisis de metales

Para proceder a los análisis de metales, cada lombriz fue colocada individualmente en tubos de

vidrio de borosilicato de 25 mL de capacidad conteniendo aprox. 5 mL de HNO3 concentrado

por g de tejido y digerida durante unas 8 h a T = 100 ºC para proceder a la destrucción de la

materia orgánica. Terminado este proceso, el residuo fue filtrado por papel de filtro y transferido

a un tubo graduado. El volumen final fue llevado a 5 mL con solución de HNO3 1 %. Las



diluciones se analizaron por espectrometría de absorción atómica, en un equipo 575 AA Varian,

utilizando una llama de aire-acetileno y una lámpara de deuterio para corregir el ruido de fondo.

Los valores de concentración de metales fueron expresados en microgramos de metal por

gramo (tejido húmedo). Los límites de detección fueron iguales a 0,10 µg Fe g-1; -0,2 µg Cd g-1

; y 0,5 µg Pb g-1. Los valores de los blancos de reactivos se encontraron siempre por debajo de

los límites de detección.

Todo el material de vidrio fue prelavado con una mezcla conteniendo 5% de ácido nítrico (v/v) y

5% de ácido clorhídrico (v/v) por 25 h y luego enjuagado con abundante agua bidestilada.

Capacidad antioxidante total (ensayo de TOSC)

Para el ensayo de TOSC se siguió básicamente el procedimiento descripto por Regoli y

Winston [29]. Los homogenatos fueron preparados en una solución tampón de Tris-HCl 100

mM a pH = 7,5, y se centrifugaron a 9000 x g por 30 min a 4 ºC. El precipitado fue descartado y

se utilizaron los sobrenadantes. Los radicales peroxilos se generaron a partir de la homólisis

térmica del ABAP, el cual produce la oxidación del KMBA para generar etileno. El etileno se

analizó utilizando la técnica de espacio-cabeza en un equipo de cromatografía gaseosa. Las

reacciones se efectuaron en viales sellados en un volumen final de 1,0 mL. La mezcla de

reacción contenía 20 mM ABAP; 0,2 mM KMBA; 0,1 mM de solución tampón de fosfato a pH

7,4, y una alícuota del sobrenadante del homogenato. La reacción fue iniciada mediante la

inyección del ABAP en los viales, los cuales fueron inmediatamente incubados a 35 ºC. La

producción de etileno fue seguida tomando con una jeringa una alícuota de 1,0 mL de la fase

gaseosa la cual fue inyectada en un cromatógrafo gaseoso (Agilent 6890N GC, CA, USA)

equipado con una columna Q-Plot (30 m de largo y 0,53 mm de diámetro interno, marca

Supelco), utilizando un detector de ionización de llama.

Las temperaturas del horno, del inyector y del detector fueron 35, 180 y 250 ºC,

respectivamente. Como gas transportador se usó nitrógeno a un flujo de 4,7 mL min-1. La

formación de etileno fue cuantificada como el área bajo la curva cinética.

Los valores de TOSC fueron cuantificados a partir de la ecuación: TOSC = 100-(AM/AC x 100),

donde AM y AC eran las áreas de las curves que mejor se ajustaban a los puntos

experimentales durante el curso de la reacción para la muestra (AM) y el control (AC),

respectivamente.

Un valor de TOSC = 0 indica que la muestra no exhibe ninguna capacidad antioxidante, de

manera que la formación de etileno resulta máxima, o sea que AM/AC = 1. Por el contrario, un

valor de TOSC = 1 indicaría que la muestra tiene la capacidad para inhibir completamente la

formación de etileno (AM/AC=0).

Análisis estadístico

Los resultados se expresaron como el promedio ± D.E. (desviación estándar). Los distintos

tratamientos se analizaron utilizando ANOVA de un factor y las comparaciones entre grupos se

realizaron utilizando la prueba de Tukey, con el software OriginPro 7.5 (OriginLab,

Northampton, MA). Se utilizó un nivel de significación de 0,05. Previamente al ANOVA, los



datos fueron evaluados para normalidad y homogeneidad de la varianza.

Resultados

Ingreso de nano-goetita en E. andrei

Los valores de concentración de Fe en lombrices expuestas a distintos niveles de

suspensiones de NPs en suelo artificial durante 10 días se presentan en la Fig. 1.

fig1

Figura 1: Valores de concentración de Fe en lombrices E. andrei expuestas a distintas suspensiones de
NPs de goetita en suelo artificial durante 10 días. Los resultados se expresan en µg Fe g-1 de tejido
(peso húmedo) y representan el valor medio ± la desviación estándar de 6 lombrices por nivel. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Con respecto a los organismos controles, los niveles de Fe en E. andrei expuestos a las

distintas suspensiones de goetita resultaron significativamente menores (p<0,05). La menor

concentración de Fe se observó en los ejemplares expuestos a las dos mayores suspensiones

de NPs.

Seguidamente se realizó un ensayo utilizando papel como medio soporte, exponiendo a los

organismos a un único nivel de nano-goetita en forma aguda para analizar los valores de Fe a

través del tiempo (Fig. 2). En este caso se encontró que los niveles de Fe aumentaron

significativamente durante las primeras 24 y 48 h (p<0,05) para luego descender

significativamente una vez transcurridas 72 h de exposición. En organismos controles, los

niveles de Fe no presentaron cambios significativos durante el tiempo de análisis (p>0,05).

fig2

Figura 2: Valores de concentración de Fe en lombrices E. andrei expuestas expuestas por distintos
tiempos a una suspensión de NPs de goetita (50 µg NPs cm-2) en papel. Los resultados se expresan en
µg Fe g-1 de tejido (peso húmedo) y representan el valor medio ± la desviación estándar de 6 lombrices
por nivel. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Ensayo de capacidad antioxidante total (TOSC)

Los valores resultantes del ensayo de TOSC se presentan en la Fig.3. En comparación con los

organismos controles, se puede observar un significativo descenso en la capacidad

antioxidante total de aquellos organismos expuestos por 72 h a papeles de filtro conteniendo

una suspensión de NPs de goetita igual a 50 µg cm-2 (p<0,05).

fig3

Figura 3: Valores del ensayo de TOSC en lombrices E. andrei expuestas por 72 h a una suspensión de
NPs de goetita (50 µg NPs cm-2) en papel. Los resultados se expresan en porcentaje respecto al control
de reacción (sin tejido) y representan el valor medio ± la desviación estándar de 6 lombrices por nivel.
Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05).

Influencia de nano-goetita en la acumulación de Cd y Pb



En las Fig. 4 A y B se muestran los niveles de Cd y de Pb, respectivamente, en lombrices

expuestas por 72 h en forma separada a soluciones equimoleculares de Cd o Pb en presencia

o ausencia de una suspensión conteniendo 50 µg NP cm-2 utilizando papel como medio

soporte. Los valores de Cd y Pb en lombrices controles no se incluyen ya que se encontraron

siempre por debajo del límite de detección.

Frente a ambos metales se observaron descensos significativos por efecto de este

nanomaterial, que alcanzaron el 34 % en el contenido de Cd y el 38 % en el de Pb.

fig4

Figura 4: Valores de concentración de A: Cadmio y B: Plomo en lombrices E. andrei expuestas en forma
separada a cada metal en presencia y ausencia de una suspensión conteniendo NPs de goetita (50 µg
NPs cm-2) en papel. Los resultados se expresan en µg de cada metal por g-de tejido (peso húmedo) y
representan el valor medio ± la desviación estándar de 6 lombrices por nivel. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05).

Discusión

El ingreso de las nanopartículas de goetita en E. andrei se investigó mediante análisis de Fe

como parámetro indicador de exposición. Es necesario reconocer que hasta el momento, no se

dispone de metodologías suficientemente eficaces como para cuantificar a las NPs con

exactitud [30]. Por esta razón cuando se utilizan NPs de metales y/o de sus óxidos u oxi-

hidróxidos, los análisis del contenido de dichos elementos constituyen una aproximación

ampliamente empleada [16-19].

Para este estudios se emplearon dos tipos de medio soporte para realizar los bioensayos. En

un caso se recurrió a un medio estandarizado constituido por suelo artificial, donde las

lombrices fueron expuestas por un período de 10 días a distintos niveles de suspensiones de

NPs.

Contrariamente a lo esperado, los niveles de Fe presentes en los organismos expuestos

resultaron siempre menores a los niveles basales encontrados en los organismos controles.

Por otra parte, no se observó una clara correlación entre los niveles de Fe detectados en los

organismos con los niveles de exposición, ya que entre las dos concentraciones más bajas de

exposición (10 y 100 µg NPs g-1 suelo) y las dos más altas (100 y 1000 µg NPs g-1 suelo) no

se observaron diferencias significativas entre sí. Si bien las normas recomiendan un período de

exposición mayor para evaluar toxicidad mediante estudios de exposición subcrónica (28 días)

[31], se prefirió limitar estos bioensayos a 10 días de exposición. Frente a tiempos mayores se

observó un marcada disminución en el peso de los ejemplares y un descenso significativo en el

contenido basal de Fe en organismos controles que disminuía a un valor igual a 44,6 µg Fe g-1

(representando aproximadamente un 56% respecto del valor basal tras 10 días de exposición)

(datos no mostrados). Es indudable que el uso de suelo artificial asegura una mayor pureza y

homogeneidad de sus componentes, y fundamentalmente presenta una mayor relevancia

ecotoxicológica. Sin embargo, carece de los nutrientes en calidad y cantidad suficiente como

para mantener un estado de salud óptimo de los organismos durante períodos prolongados.

Por esta razón, se prefirió efectuar los bioensayos durante períodos más cortos.



Los ensayos que se realizan empleando papeles de filtro impregnados con las sustancias cuya

toxicidad se pretende determinar, constituyen una alternativa avalada desde hace tiempo por

organismos internacionales [28]. Dichos bioensayos permiten evaluar el ingreso de sustancias

químicas por contacto, o sea por vía dérmica. Esta ruta de exposición puede desempeñar un

rol importante para el ingreso de diversos metales en lombrices terrestres [32, 33]. En cambio,

los bioensayos que recurren al uso de suelo artificial además de considerar la posibilidad de

ingreso por contacto, permiten evaluar fundamentalmente la incorporación por ingestión. En los

ensayos por contacto la normativa recomienda efectuar las exposiciones en forma aguda por

un período de 48 horas, y eventualmente de hasta 72 h ya que al usar papel como medio

soporte los organismos carecen completamente de la disponibilidad de cualquier tipo de

nutrientes. Para estos bioensayos se decidió fijar un nivel subletal de exposición (50 µg NPs cm
-2) y cuantificar los niveles de Fe cada 24 h. Inicialmente, tras 24 y 48 h de exposición, se

observó un incremento significativo respecto a los valores basales presentes en organismos

controles. Sin embargo, tras 72 h de exposición se registró un marcado descenso en los

valores de Fe en E. andrei. Por un lado, estos resultados demuestran que durante las primeras

48 h, las lombrices fueron capaces de incorporan a las NPs. Además, con esta técnica se

podría descartar que dichos incrementos en el contenido de Fe observados en los dos primeros

tiempos de exposición fueran debidos a la presencia transitoria de NPs en el tracto

gastrointestinal de los organismos ya que la vía de ingestión no está disponible. Sin embargo,

el descenso de los niveles de Fe observado tras 72 h de exposición en los bioensayos

utilizando papeles de filtro impregnados en conjunto con los descensos registrados en los

bioensayos en los cuales se empleó suelo artificial no son fáciles de explicar. Podría sugerirse

que más allá de que las lombrices estén expuestas a las NPs por ingestión o por vía dérmica,

se podría verificar el primer proceso de la toxicocinética o sea que estaríamos en presencia de

una verdadera absorción. Como consecuencia de esta absorción, se desencadenaría una serie

de efectos sistémicos que conducirían a la excreción de una parte de los niveles basales de Fe.

Dicha excreción podría tener lugar incluso a suspensiones de NPs aún menores a las

ensayadas en los experimentos con suelo artificial, por cuanto de acuerdo a la Fig. 1 no se

encontró una buena correlación entre el contenido de Fe y la concentración de nano-goetita.

Esta hipótesis, si bien arriesgada, parece plausible cuando se analizan los resultados de los

ensayos de la capacidad antioxidante total en organismos expuestos a papeles de filtro. Al nivel

analizado, tras una exposición por 72 h se observó una significativa disminución respecto a los

valores de organismos controles. El ensayo de la capacidad antioxidante permite estimar en

forma integral el nivel de las defensas de un tejido u organismo, sean de carácter enzimático

como no enzimático. Un descenso en los valores refleja que ese tejido u organismo está sujeto

a un aumento en la generación de especies reactivas de oxígeno, de manera que se encuentra

más susceptible para sufrir procesos de estrés oxidativo. Además, estos cambios en la

capacidad antioxidante apoyan la teoría de que el mecanismo de acción de las NPs, y en

particular de las de goetita, se verifica por alteraciones en la homeostasis celular redox.

Frente a los descensos encontrados en los niveles de Fe en organismos expuestos a las NPs

de goetita cabría preguntarse si el mismo efecto podría observarse en lombrices expuestas a

no-nano goetita (o macro goetita). Sin embargo, los óxidos y oxihidróxidos de Fe son

prácticamente insolubles a valores de pH fisiológicos. Por consiguiente, en escala macro, es de



esperar que su incorporación en los organismos sea despreciable, dado que el ingreso de

iones metálicos se verifica fundamentalmente a través de las especies iónicas disueltas [32].

De hecho, aún frente a exposiciones crónicas a suelos con distintos niveles de contaminación

de Fe, no se observaron cambios en el contenido corporal de dicho metal en lombrices

terrestres [34]. En nuestro laboratorio se efectuaron bioensayos con lombrices E. andrei

expuestas a papeles de filtro impregnados con no-nano Fe2O3 (50 µg cm-2) por 72 h. El

contenido de Fe en los organismos expuestos (52,20 ± 5,34 µg g-1) no difirió significativamente

respecto al registrado en los ejemplares controles (53,72 ± 9,41 µg g-1). No obstante, hay muy

pocos estudios en la literatura que hayan contemplado estos aspectos, de manera que se

planea investigar el ingreso de macro goetita en E. andrei empleando las mismas condiciones

experimentales.

Finalmente, se determinó la influencia de las NPs de goetita en la incorporación de otros

metales tóxicos, en particular de Cd y Pb, frecuentes contaminantes en sistemas acuáticos y

terrestres, no sólo por sus aplicaciones en la industria metalúrgica. En suelos, la contaminación

por Cd puede derivarse también del uso de fertilizantes a base de fosfatos que naturalmente

estén contaminados con el elemento o por el descarte de baterías de Cd-Ni sin tratamiento [35,

36]. Este metal se caracteriza por su elevada toxicidad y alto potencial de acumulación en la

biota [36]. Por su parte, la presencia de Pb puede ser consecuencia del rellenado de suelos

con residuos contaminados (uso de lodos y/o sedimentos provenientes del dragado de ríos), de

la liberación de deshechos de baterías [37] e incluso de residuos de disparos de armas de

fuego [38].

Los resultados de los bioensayos de exposición a dichos metales indican que efectivamente los

organismos de la especie E. andrei son capaces de incorporar cantidades apreciables de

ambos elementos por vía dérmica. En presencia simultánea de NPs, se observaron descensos

comparables para ambos metales (34 % en el ingreso de Cd y 38 % en el de Pb) frente a

concentraciones equimoleculares de exposición.

Debido a su particular estructura, caracterizada por una gran área superficial y los grupos

funcionales (hidroxilos) presentes en los sitios activos superficiales, la goetita, ya sea en escala

nano como macro, exhibe un alto potencial como adsorbente de sustancias químicas,

incluyendo cationes de metales contaminantes [39, 40]. No obstante, esta adsorción depende

en gran medida de factores tales como el pH, la fuerza iónica, el contenido de materia orgánica

del suelo; la temperatura del medio; la concentración de los metales que pueden adsorberse; la

presencia de otros iones que puedan competir por los sitios de unión; los efectos de

envejecimiento, por citar los más relevantes [12, 41, 42]. Por otra parte, no debe olvidarse que

esos mismos factores pueden afectar el estado de agregación de las NPs así como sus cargas

superficiales [43]. La mayoría de los estudios encarados hasta el momento se han dedicado a

investigar los potenciales mecanismos y las variables que pueden influir en los procesos de

adsorción-desorción entre goetita y metales, sin considerar los efectos sobre especies

biológicas. Algunos estudios señalan que la adsorción de Pb sería mayor que la Cd [40]. Sin

embargo, nuestros resultados reflejan que la biodisponibilidad de ambos metales disminuye en

forma comparable para E. andrei. Por otra parte, también se ha demostrado que algunas NPs

pueden facilitar el ingreso de metales contaminantes en la biota [44, 45]. Es indudable que aún



es necesario encarar más estudios, especialmente de índole interdisciplinaria, para esclarecer

la biodisponibilidad de sustancias contaminantes en presencia simultánea de nanomateriales.

Conclusiones

La exposición de lombrices terrestres de la especie E. andrei ya sea por ingestión o por

contacto dérmico a NPs de goetita puede promover con el tiempo a una disminución en los

niveles basales de Fe. Cuando esto ocurre, la capacidad antioxidante total de los organismos

disminuye significativamente, hecho que puede conducir a una mayor sensibilidad frente a la

generación de EROs. Por otra parte, estas NPs exhibieron una capacidad para interactuar con

otros contaminantes, tales como Cd y Pb, promoviendo un menor ingreso de ambos metales.

Frente a estos resultados se comprende que aún resta un largo camino para esclarecer los

efectos tóxicos de los nanomateriales y las complejas interacciones que pueden verificarse con

otros contaminantes preexistentes en el ambiente.
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