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Resumen

Resumen

Evaluacion de la toxicidad de los contaminantes Cobre, Nonilfenol y
Diazinon sobre embriones y larvas de Rhinella (Bufo) arenarum.

La exposicion deRhinella arenaruma Cobre, Nonilfenol y Diazinbn causé
importantes efectos toxicos letales y subletales daBretapas tempranas de su ciclo de
vida. El Cobre resulté el mas toéxico: la CL50-168h para los embriplasas fue de 19,5
g CH'/L y 51 pug CA@'/L, respectivamente, y el Potencial Teratogénico fue de 2aEn
evaluacion de la susceptibilidad estadio-dependiente al Gubesnbriones en los estadios
de blastula y gastrula mostraron la mas alta resistah€abre, mientras que los estadios
organogénicos fueron los mas susceptibles. La toxicidad del Gabexposicion continua
de larvas tempranas alcanzé su valor maximo durante las mi2érh. Se confirmo el
caracter pro-oxidante del metal. En larvas tempranas la prirfeed®e defensa antioxidante
es la Superoxido Dismutasa. Se encontraron diferencias sersdaptibilidad al Cobre en
camadas provenientes de sitios con diverso grado de contaminaciue fue relacionado
con los mecanismos de defensa antioxidantes. El Nonilfendtdrdausegunda sustancia
mas toxica. La susceptibilidad de los organismos expuesit@ndfenol a partir del inicio
del desarrollo embrionario y larval fue tiempo-dependiente, aunqezietio larval resulto
significativamente mas sensible, asi la CL50-168h para embryoaegas fue de 0,96 mg
Nonilfenol/L y 0,37 mg Nonilfenol/L, respectivamente. El Diazinon rés@t menos
toxico, sin embargo, el Potencial Teratogénico fue mayoy al2laguicida causé severos
efectos neurotédxicos. La susceptibilidad de los organismos swgugl Diazindn a partir
del inicio del desarrollo embrionario y larval fue tiempo-dej@nte, aunque el periodo
larval result6 significativamente mas sensible, asi la CL50-168lepdrdones y larvas &
de 20 mg Diazinén/ly 6,7 mg Diazindn/L, respectivamente. La incorporacion del Diawin
resulté concentracion-dependiente, disminuyendo con el tielmmxposicion, y estadio-
dependiente, con un Factor de Bioconcentracion de 107 esstimdios embrionariot.a
toxicidad conjunta de las diferentes mezclas Cobre-Diazir@obye-Nonilfenol tanto para
los embriones como para las larvas resultaron en un patréoragdeeantagonismo. Las
diferentes mezclas de Diazin6n y Nonilfenol presentaron un atanpie nto entre aditivo y

sinérgico principalmente durante el periodo agudo.

Palabras Claves Desarrollo Embrio- Larval, Anfibios, Cobre, Nonilfenol, Biadn, Mezclas



Abstract

Abstract
Embryo-Larval toxicity of pollutants, Copper, Nonylphenol and

Dizinon on Rhinella (Bufo) arenarum.

The exposure to Copper, Nonylphenol and DiazinonRtinella arenarumcaused
important lethal and sublethal toxic effects on eaffly stages of the development.
Copper was the most toxic, with a LC50-168h for embryos amddeof 19.5 pgu’*/L
and 51 pgCti/L, respectively and the Teratogenic Potential was 2. Insthge-
dependent evaluation to copper, embryos at blastula andilgastiages were the most
resistant to copper, whereas the organogenic period wenaotttesusceptible. Toxicity
of continuous exposure from larvae reached the maximaé\atl the first 24h. It was
confirmed the pro-oxidant character of the metal. T$m &ntioxidant defense pathway
in larvae was the Superoxide Dismutase. There were diffesein the susceptibility to
Copper in litters captured in sites with different degmafegollution, this were related
with antioxidant defenses. Nonylphenol was the second nmst compound
evaluatedThe susceptibility of organisms exposed to Nonylphenol filmenbeginning
of the embryonic development was time-dependent, altholugHarval period was
significantly more sensitive, so the LC50-168h for embrgod larvae was 0.96 mg
Nonilfenol/L and 0.37 mg Nonilfenol/L, respectively. Diazinon whge less toxic
compound. However, the teratogenic potential was more thad Phe pesticide caused
severe neurotoxic effects. The susceptibility of organesxpesed to Diazindn from the
beginning of the embryonic development was time-dependdéhugh the larval
period was significantly more sensitive, so the LC50-168lefiobryos and larvae of 20
mg DiazinbilL and 6.7 mg Diazindn/L, respectively. Diazinbn uptake was
concentration-dependent, decreasing with time of exppandestage-dependent, with a
Bioconcentration Factor of 107 in embryonic stages.Thet jmxicity of copper-
diazinon and copper-nonylphenol both for embryos andéawas a general pattern of
antagonist. In the case of diazinon - nonylphenol méxtine behavior was between

additive and synergistic, especially in the acute period.

Key words: Embryo-larval development; Amphibian, Copper, Nonylpheld@zinon,
Mixtures
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Glosario

ANFITOX: Bioensayos de toxicidad estandarizado con embrionesglae anfibio.
CA: Sitio de muestreo aledafio al Canal Aliviador.

CAT: Catalasa.

CE50: Concentracion que produce un efecto en el 50% de los individuos.
CL10: Concentracién Letal para el 10% de los individuos.

CL50: Concentracién Letal para el 50% de los individuos.

CL90: Concentracién Letal para el 90% de los individuos.

Cu: Cobre.

Dz: Diazinon.

E: Estadio del desarrollo segun tablas en ANEXO.

FBC: Factor de Bioconcentracion.

GSH: Glutatién reducido.

GST: Glutation-S-transferasa.

M: Magnificacion

MEB: Microscopia Electronica de Barrido.

NOEC: del inglés: No Observable Effect Concentration. Maxima orazon que no
produce un efecto observable.

NP: Nonilfenol.

PE: Potencial Teratogénico.

PI1. Sitio de muestreo aledafio al Parque Industrial de Tigre.

PMM: Peso Medio a la Metamorfosis. Promedio del peso del 50% de le=sr@sim
individuos metamorfoseados.

ROS: Especies reactivas del oxigeno.

RR: Sitio de muestreo aledafio al Rio Reconquista Chico.

S.A.: Solucion ANFITOX (control).

SOD: Superoéxido Dismutasa.

TBARS: Sustancias Reactivas con el Acido Tiobarbitrico.

TMM: Tiempo medio a la metamorfosis. Promedio del tempo del 50bdsdaimeros
individuos metamorfoseados.

TOPs: Perfiles de isotoxicidad.

UT: Unidades de Toxicidad.

S: indice de mezclas, sumatoria de las Unidades Toéxicas de lacmsstanias mezclas.
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Capitulo 1: Introduccion general.

“La divinizacion del mercado, que compra cada vez menos y paga cada vez peor, permite
atiborrar de magicas chucherias a las grandes ciudades del sur del mundo, drogadas por
la religion del consumo, mientras los campos se agotan, se pudren las aguas que los
alimentan y una costra seca cubre los desiertos que antes fueron bosques”.

Eduardo Galeano (Uselo y tirelo)

1.1. La contaminacién ambiental

La contaminacion ambiental se define como el efectotivega desequilibrio de un
ecosistema, generado por un agente fisico quimico asacladactividad antropica.

La toxicologia y el reconocimiento de los efectos noside ciertas sustancias se
remontan a las mas tempranas etapas de la humanidad, qere las utilizaban venenos
animales y vegetales, para la caza, la guerra y aisgsghato. Incluso desde la prehistoria,
se observo la capacidad y necesidad de identificar c@eatsas y hongos como nocivos o
seguros. En la edad Moderna, Philippus Aureolus Theophrastus 8&omibaon
Hohenheim, mejor conocido como Paracelso (1493-1541) cordribog los corolarios
gue sentaron las bases de la toxicologia, argumentando gyetarentacion era esencial
para el analisis de las respuestas del organismo a los produdiogos. Asi, debia
realizarse una distincion entre las propiedades terapsuyictoxicas de las sustancias
guimicas, que estas propiedades eventualmente, podian stinguables salvo por la
dosis, y finalmente que se podia determinar el grado de espledifide los productos

guimicos y su accion terapéutica o sus efectos toxicos.
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Capitulo 1: Introduccion general.

A partir del siglo XV, los riesgos laborales asociaddgsametales comenzaron a
ser reconocidos. En 1700, Ramazzini, ampliando el campstdeie discutié los riesgos
asociados a las actividades laborales de los trabajadidtas minas, imprentas, tejedores
y alfareros. El desarrollo de la revolucion industriaimanté las enfermedades
ocupacionales. En el siglo XIX, marcado por la revolucitaustrial, tiene su inicio la
quimica organica. En 1825, se sintetizaron el fosgeno y ®Ingstaza que luego se
utilizaron en la Primera Guerra Mundial. Para 1880, se halniéetizado mas de 10.000
compuestos organicos. Sin embargo no fue sino hasta el finREunda Guerra Mundial
coincidente con dos dramaticos episodios de intoxicgmincontaminacion con metales
en Japoén que estos temas fueron reconsiderados desdsi@naawmibiental. Estos hechos
desterraron el paradigma de la diluciébn, que minimizddbaproblemética de la
contaminacion alegando que la misma podia solucionarse lecodilucion de los
contaminantes. Asi, este paradigma fue remplazado por el del “efecto boomerang”, por el
que se alertaba que “todo lo que se desecha puede volver y causar dano” (Newman 1998).

En los altimos tiempos, el crecimiento poblacionakitdesis de nuevas moléculas,
el aumento en el uso de productos y el tipo de sistemdsqinms, asi como la expansion
de la barrera agropecuaria y la intensificacion de la pra@lucoiediante el uso de
agroquimicos incrementada por las posibilidades derivadas dgelaigria genética, han

acrecentado la contaminacion ambienta en forma sudtancia

1.2. Toxicologia ambiental.

Como consecuencia del cambio de paradigma y la nededigleevaluar y dar
respuestas a la contaminacion ambiental surgieron lacotogia ambiental y la
ecotoxicologia. Si bien algunas definiciones de ecotoxicalpgrecieran excluir de la
discusion al hombre, excepto como responsable de larmomcion, en la definicion de
Truhaut (1977) estan incluidos los efectos sobre los hosnap el concepto de
ecotoxicologia como rama de la toxicologia que estudia @xsosf toxicos causados tanto

por contaminantes naturales como sintéticos, sobreodogonentes de los ecosistemas,
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animales (incluyendo al hombre), vegetales y microbiosjnrenontexto integrado con el

ambiente fisicoquimico.

1.3. Contaminacién acuatica

Desde el comienzo del ultimo siglo, la contaminaciériodeambientes acuaticos
con una gran cantidad y diversidad de quimicos, muchas vecesertos no deseados en
los ecosistemas ha alcanzado tanto la escala locad @yional y mundial (Schwarenbach
et al.2006). La contaminacién del agua consiste en la incorpardei§ustancias o materia
indeseables o la induccion de condiciones que de modo diorentbrecto deterioran su
calidad, entendiéndose la calidad como la aptitud para lssquso tenia originalmente,
como soporte para la vida acuatica, riego, consumo humamereacion. La materia
indeseable puede ser tanto compuestos inertes organicag@nisos, como materia viva

en el caso de microorganismos.

El aumento poblacional, la diversidad y complejidad de Iprocesos
agricolaganaderos e industriales, y la necesidad de prodacigran escala, han
incrementado considerablemente la utilizacion del agua,l gpae eeintegrada a los cuerpos
receptores, puede estar alterada fisico-quimica o0 microlmafbgnte. Diversos
contaminantes pueden alcanzar los cuerpos de agua por prdeesesrrentia, lixiviacion,
volatilizacion y precipitacion, modificando las condimés para los diferentes usos del
agua. Las principales fuentes de contaminacion puedeficaesg en funcion de su uso en
tres grandes clases, doméstica, la que contribuye corgelgties, insecticidas, jabones,
grasas, materia organica, bacterias, virus y parasitdastrial, con aporte de metales,
detergentes, solventes, colorantes, acidos, grasas, gabmentos, y muchas otras
sustancias quimicas; minera, que conlleva una importante aargaminante por el aporte
de metales pesados y sustancias derivadas de los procesaxtrdecion; y
agricolaganadera, que en las ultimas décadas, dada su expansitensificacion, ha

ganado un gran protagonismo, contribuyendo a la contammdeibagua con un amplio
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espectro de insecticidas, plaguicidas, fertilizantes sadeganicas, minerales, hormonas,
desechos de animales, etc.

1.4.  Ecotoxicologia.

El término “ecotoxicologia” fue concebido por R. Truhaut (1977), y después por
Butler (1978), quienes la definieron como una rama de Xgdlogia que estudia los
efectos toxicos de las sustancias naturales o aréficet organismos vivos, sean animales
0 vegetales, terrestres 0 acuaticos, que constituyepoldaciones y comunidades des lo
ecosistemas (Rand 1995).

La esencia de la ecotoxicologia reside principalmente slmsréreas: el estudio del
medio ambiente, con origen en la ecologia, y el estdelilas interacciones y mecanismos
de las sustancias toxicas en los organismos vivos, olasdaxicologia. Si bien es una
ciencia que deriva de distintas disciplinas, y puede produniusion entre las escalas y
las asociaciones estudiadas, Caserell996 establecid que “...los procesos que ocurren en
un nivel de organizacion de la materia toman sus mecanisi@osivel inferior y
encuentran consecuencias en el nivel superior...”, dando lugar a la idea de que no existen
explicaciones “fundamentales”, y hace posible estudiar lo que ocurre entre niveles, ddndole

igual importancia a cada nivel para el cuidado del medio atebien

La definicion de ecotoxicologia ha sido ampliada, y hasgmta un importante
aspecto predictivo, que implica el uso de ensayos espscifice permitan evaluar el
posible impacto de un quimico o mezcla de quimicos. El objetiastds investigaciones
es lograr un manejo sustentable de los recursos natyrades todas las actividades

antropicas que tienen consecuencias sobre el medio amidenttal y Akerman 1992)

Asi, la ecotoxicologia acuética es definida actualmenteocel estudio de los
efectos tanto de sustancias quimicas manufacturadas praeenide actividades
antropicas, como de materiales naturales presentesganigmos acuaticos a diferentes

niveles de organizacion, desde el subcelular, pasando pe etganismo, poblacion,
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comunidad y ecosistema. Si bien los efectos pueden serp@sitvos como negativos, la
ecotoxicologia acuatica se focaliza en las desviaciadesrsas. Los efectos adversos a
nivel de organismo pueden incluir tanto letalidad a corto o Iptago, asi como también
efectos subletales que abarcan desde el comportamientcimierdo, desarrollo,
reproduccién, incorporacion y detoxificacion (Rand 1995).

1.5. Bioensayos de toxicidad.

En ecotoxicologia acuética, los ensayos son comunmiam@dos bioensayos,
segun Finneygn 1978, “Un ensayo biologico (bioensayo) es un experimento para estimar la
naturaleza, constitucion o potencia de un material porontdla reaccion que produce su
aplicacion a un organismo vivo”. Un bioensayo tipico implica un estimulo ya sea de una
exposicion externa o una dosis absorbida conocida queiesdapsobre un organismo que
responde a dicho estimulo, y cuya respuesta puede ser dsstingliante la medicion de
alguna caracteristica biologica o el estado del organism® bioensayos de toxicidad
constituyen una herramienta sumamente Gtil para evaluaesgo potencial que podria
representar la exposicion a sustancias quimicas desdiegigen. Asimismo, aportan la
informacién necesaria para evaluar el riesgo de losisten®ms por exposicion a dichas
sustancias quimicas, y pueden ser utilizadas con fines dag@égulComo los bioensayos
de toxicidad son utilizados para evaluar la concentracgnrdquimico o el tiempo de
exposicidn necesario para producir el/los efecto/s causaskies test representan
metodologias estandarizadas cuyo paradigma fundamesttalbasado en la relacion
dosis/concentracion respues{&igura 1.1), que a su vez estd basada en el concepto de
dosis efectiva individual (DEl)Higura 1.1.9. De acuerdo a este concepto, existe una
dosis/concentracion minima necesaria para causar la ndeer@ organismo expuesto.

Esta DEI es una caracteristica de cada individuo, y enpoddiacion estadistica existira un

! Los términos dosis respuesta y concentracion respuestgitizados indistintamente. El anlisis de los dos
modelos son idénticos, solo varian en la forma derasir@cion de la droga. El modelo dosis respuesta se
asocia a la aplicaciéon de la droga en el propio orgemig sea via inyectable, via oral, etc; mientrasetjue
modelo de concentracion respuesta esti asociado a unatcacioe de exposicion en el medio externo.
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rango de sensibilidades individuales con una distribucionaloEsta respuesta diferencial
se debe a la variabilidad bioldgica, reflejando la congimsigenética de la poblacion y las
condiciones de los individuos. Asi, cuando se expone aleatoriamente una cantidad “n” de
individuos a cada tratamiento, dicho rango de sensibilidadesgese hace posible que se
forme un gradiente a través de la serie creciente ateeatraciones, por el cual
determinada proporcion responde al tratamiento, mientradogueestantes noF{gura
1.1.b), resultando en una tipica curva sigmoidea dosis/corméir respuesta. La
transformacion log-normal de la distribucién de las DEgra 1.1.8), es la base de la
transformacion Probit, el método méas habitual utilizada phanalisis de los datos de los
bioensayos de dosis/concentracion respueBigu@a 1.2). Otros métodos como el
Litchfield y Wilcoxin, Spearman-Karber o la transforndacilog-logistica pueden ser
utilizados, pero si la informacion obtenida lo permite étado cominmente utilizado es el
Probit (Landis y Yu 1998). Asi, la trasformacion Probit, pegnfa obtencion de una
relacion lineal de la informacion concentracion-efegttg obtencion de la Concentracion
Letal 50 (CL50) y sus correspondientes intervalos de caajaque es la concentracion
gue produce letalidad en el 50% de los individuos expuestos duuantBempo
determinado. Este parametro permite tanto la comparacintdeicidad de las diferentes
sustancias, como la sensibilidad de los diferentes orgasignel cambio en la misma a
distintos tiempos. También son muy utilizados parametnosocla CL10, CL90, NOEC
(maxima concentracion a la cual no se observan efecid@EC (minima concentracion a
la cual se observan efectos). Metodologicamente, tamdxén muy atiles los TOPs
(Toxicity Profiles Curves) (Herkovitet al. 1997; Pérez-Coll y Herkovits 2004), curvas de
isoletalidad que consisten en la representacion de losesatorrespondientes a la CL 50,
CL 90 y la CL10; estos dos ultimos como valores cercanta mortalidad de todos los
organismos y al NOEC, respectivamente; en funcion delptiergstos perfiles proveen
mayor informacion y comprensiéon de los umbrales de toxicida funcién de la

concentracion y tiempo de exposicion a una determinadanawestistancia.
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Efectos letales cronicos y agudos en individuos

N° de muertes

N° de muertes x ¢/ 10

Concentracion

Figura 1.1. a) Representacion del concepto Dosis Efectiva Individual (DBBmuestra la
distribucién de la dosis/concentracion efectiva individual entreegegptomados al azar de una
poblacion. Cada respuesta individual se ubica en una catégultienna) basada en donde cayé su
DEI dentro de los seis rangos diferentes. La distribucién log noesaltante de dichos valores
DEI, dentro de una poblacion, resulta una curva asimétricamuy pocos individuos altamente
tolerantesb) Representacion del resultado de la exposicién de grupos de 1duodide la misma
poblacién a una serie de dosis/concentraciones por un periodmge.tieos peces sobrevivientes
(blancos) tienen valores de DEI mayores que la dosis/condéntdeeexposicion, mientras que los
peces muertos (negros) tienen DEI menores o iguales asiEcdmcentracion de exposicion. El
resultado, es una tipica curva sigmoidea dosis/concentraciérestespyFigura tomada de
(Newman 1998))
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FProbit
oh

-SD LoglLC50 +1SD

Concentracidn logaritmica

Figura 1.2. Representacion del método Probit, para el calculo de laecotmacion letal 50 y la
desviaciéon estandar. En abscisas, las concentraciones en esaalanicg; en ordenadas, las
proporciones afectadas en escala probit. (Figura tomada den@het998)).

Otro parametro importante para los bioensayos es la dardei los mismos, ya a
comienzos de la ecotoxicologia se diferenciaron las siipoes agudas y cronicas.
Mientras que las exposiciones agudas en los test de takgnageneralmente de hasta 96
h, las exposiciones crénicas, por convencion, deberi@asponder por lo menos al 10%
del periodo de vida evaluado. Otra distincion importante®iioensayos se puede hacer
basandose en los diferentes estadios de vida empléddolsos estudios se realizan con
organismos en determinado estadio del ciclo de vida, genetalmigin estadio temprano
asumiendo que la etapa temprana del ciclo de vida es lauséaptibleSin embargo, los
estudios de toxicidad que exponen individuos en diferentes etlgbatesarrollo y en
estadios especificos (Aronzen al. 2011a; Aronzoret al. 2011b; Pérez-Coll y Herkovits
1990), permiten evaluar la toxicidad estadio-dependiente golEsiciales efectos adversos
relacionados con la diferenciacion celular especificdos procesos morfogenéticos,
proporcionando posibles explicaciones basadas en las eréschs conocidas del

desarrollo y en los mecanismos de toxicidad.
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1.6.  Especies utilizadas para bioensayos de toxicidad.

Existen diversos organismos tanto internacionales coawomales que han
desarrollado protocolos de laboratorio estandarizados diise BSEPA (United States
Environmental Protection Agency); ASTM (American Sociely Testing and Materials);
OECD (Organization for Economic Cooperation and Developmé80 (International
Organization for Standarization), AOAC (Association ofc@d Analytical Chemists). En
nuestro pais, existe un Subcomité de Métodos biolégierdro de IRAM (Instituto
Argentino de Normalizacién y Clasificacion) encargado destandarizacion de métodos
de muestreo y bioensayos de toxicidad. Estas organizadianatesarrollado herramientas
de diagnostico, que permiten evaluar en forma efectiedicfente los efectos toxicos
agudos y cronicos de la contaminacion sobre los organisghassgo potencial producido
por determinados quimicos organicos e inorganicos, formuladosstras ambientales
como efluentes, lixiviados, sedimentos, suelos y aguarfgiigles y subterraneas. Estas
herramientas brindan importantisima informacion dispenilpara los organismos
decisorios en funcién de la proteccion del medio ambignte salud humana, a fin de
obtener un manejo sustentable del ambiente. La esitzawl@n de los métodos brinda
uniformidad y comparabilidad de los test, permite la reproducibitigalds resultados por
otros laboratorios, establece criterios en cuantoigolzeidad de los datos para la toma de
decisiones, y finalmente, la informacion obtenida puedesmpilada y comparada por

diferentes laboratorios.

Si bien las especies utilizadas en la mayoria de los ptoso@standarizados
abarcan un amplio niumero de taxones y muchas de pesies utilizadas poseen una
anplia distribucion, existen escasos protocolos estandarizastasspecies neotropicales y
autoctonas de nuestro pais. Esto plantea un problema al toodeetomar decisiones o
sacar conclusiones en base a la evaluacién del impaatoadsustancia o0 mezcla sobre
algun ecosistema acuatico de una region especificallBaesulta sumamente importante
también la utilizacion de especies nativas diferentas eecomendadas por los organismos

mencionados.

22



Capitulo 1: Introduccion general.

Las especies utilizadas deben cumplir con una serie déaspa criterios
importantes; el primero de ellos la sensibilidad; también rdelmocerse los aspectos
biolégicos, ecoldgicos vy fisioldgicos de la especegiela. Son preferibles aquellas que
posean habitos de vida relacionados con la problematealaar, que sean faciles de
obtener y mantener en los laboratorios, que se reprodencafacilidad, en un amplio
periodo del afio, y que produzcan abundante cantidad de indivfumsean faciles de
mantener y preferentemente posean ciclos de vida cortasgnsiones manejables, de
tamafio reducido, para facilitar la obtencién de un majoreno de datos.

1.7. Los anfibios

El nombre anfibios proviene del griego “Amphibi&’ (amphi: dos y bios: vida), asi el
término puede ser interpretado en cualquiera de sus dasitearitanto como un animal
gue pasa parte de su ciclo de vida en el agua, cambiando despaegdauuera del agua
como adulto, o como un animal que alterna su vida dentro y de¢ragua. Los anfibios
constituyen la etapa evolutiva intermedia entre losepey los amniotas terrestres. El
ancestro mas antiguo encontrado fue un tetrapodo ritédigointo,asi denominado por los
pliegues de dentina de los dientes, del periodo Devonico quenzd hace 416 * 2,8
millones de afios y termin6 hace 359 + 2,5 millones de afitss #isian en agua dulce y
probablemente por fendmenos de desecacion estacionas dedérales y blusqueda de
alimento, debian desplazarse hacia sitios mas favorabtes.laberintodontos no se
parecian mucho a los anfibios modernos, ya que sus cgilanas estaban recubiertas de
una armadura 6sea, su cuerpo tenia seccion redonda y estsenas al menos en el
vientre, y sus patas eran cortas y dispuestas en amgidorespecto al cuerpo (Hickman
1967). A pesar de que este organismo representa un ensamb@dgioof diverso,
comparte las caracteristicas Unicas de los tetrdpodos smmal esmalte de los dientes
replegado laberinticamente, caja craneal sdlida, regpbsterior del craneo
longitudinalmente compacta, presencia de hendidura 68gags, tarsos y dactilares, entre

otras (Duellman y Trueb 1986). Los laberintodontos se exérmu al final del periodo
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Tridsico, después de haber dado lugar a los anfibios anames (y sapos). Los otros
anfibios, salamandras y gimnofis)@roceden de otros grupos de anfibios primitivos, los
lepospondilos, contemporaneos de los laberintodontoss [ste eran pequefios y con
forma de serpiente se adaptaron a nichos ecolégicterguieos y a lodazales, donde los
laberintodontos no se encontraban habitualmente (Hicki®@n).

Los anfibios se convirtieron en un exitoso grupo con undiamipersidad de tipos
morfoldgicos y ecoldgicos que les permitié colonizar diwe ambientes terrestres, aunque
siempre asociados al ambiente humedo, indispensable Ipfarecienamiento de su piel,
gue interviene de un modo critico en el intercambio gasge@En la osmorregulacion, y la

reproduccién en muchas de las especies.

La clase Anfibia, subclase Lissamphibia, esta compuesta6@88 especies,
distribuidas en tres oOrdenes diferentes: Anura (ranamapps) , con 6.086 especies
reconocidas; Caudata (salamandras) con 614 especies, y @yom® (cecilias) con 188
especies (AmphibiaWeblEn nuestro pais existen 171 especies de anfibios, distigbeida
32 géneros de Anuros y solo 3 de Gymnophiona (Lailk. 2000).

Los anuros constituyen la mayor variedad de especies devasfibios (88%) y la
mayor parte de su diversidad genética, fisiologica, gaadoy morfologica (Froset al.
2006). El orden esta compuesto por las suprafamilias Dissiipss Pipidos,
Pelobatoideos, Microhylidos, Ranoideos y Bufonidos. Estanailt incluye la familia
Bufonidae conocida como “sapos verdaderos”. Los sapos no poseen dientes, tienen un
aspecto deprimido y piel verrugosa, con grandes y notodasighs paroétidas, y crestas
cefalicas de desarrollo variable. Son formas basicantaminadoras que se reproducen en
cuerpos de agua esporadicos (charcas), depositando numeuvesos pigmentados en
ristras gelatinosas. Una de sus caracteristicas partisida que los machos poseen drgano
de Bider, formado de los restos corticales de la crestairggr una estructura redonda
sobre los extremos anteriores de los testiculosaidanpor una masa compacta de pequefios

oocitos inmaduros rodeados por una cavidad ovarica végigiallman y Trueb 1986).

Rhinela arenarunfHensel, 1867)Kigura 1.3 y 1.4, comunmente conocido como

sapo comun sudamericano, fue originalmente llamBdfo arenarum.En 2006 fue
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reclasificado dentro del géne@haunus(Frostet al. 2006) y al afio siguiente se le dio el
nombre actual (Chaparret al. 2007). Esta especie se distribuye por el sur de Brasil,
Argentina hasta el sur de la provincia de Chubut, Uruguayiyi@odesde el nivel del mar
hasta los 2.600 m de altitud. Es un sapo de tamafio grande (99¥)4@on dimorfismo
sexual siendo los machos de menor tamafio, con longiitré 88-108 mm y peso
promedio en la edad adulta de 150g; mientras que las hemtaagaal un largo entre 93 y
140 mm y 2509 de peso. El patron de coloracion es muy var@biejpalmente antes y
después de las lluvias (respondiendo a estados fisiolddgtamimal). Puede presentar una
coloracién uniforme marrén o verde olivdceo oscuro a @isas coloraciones pueden
tomar tonalidades mas claras y presentar manchas eteamarillo. Su vientre es
granular, de color uniforme y siempre en tonalidades clétascuzco, gris o amarillo
verdoso. Los miembros son cortos y robustos, con deddsscde poca movilidad,
presencia de numerosos tubérculos y desarrollo de meandigital solo en los pies. Los
machos presentan un saco vocal simplgyra 1.4.b) externo y medio, y callosidades en
los tres primeros dedos de la mano. Durante la mayor gart@io permanecen ocultos.
Hibernan desde junio hasta agosto, pausa necesaria pgoeoduceion, que se desarrolla
en un periodo de septiembre a abril. Se los puede encantansiderables distancias de
los cuerpos de agua en donde se reproducen. Los machos deeai@gocomienzan a
cantar Figura 1.4.b) atrayendo a otros machos y guian hacia la chares adultos
inexpertos y a las hembras. Se forman asi grandes agseggdoductivos con nhumerosos
machos que compiten por las hembiagira 1.4.0 (Natale 2006). El abrazo o amplexo
durante la reproducciorfFigura 1.4.0 es de tipo axilar. El abrazo del macho produce el
reflejo de puesta en la hembra (Herkovits y Pérez-Coll 199®).00citos presentan una
envoltura terciaria, tipo gelatinosa, que es producidalmmidicto. Esta gelatina contiene
azucares neutros, aminoazucares, aminoacidos, acitiosssiarestos de fosfatos (Pisan6
1977), y esta asociada al proceso de fecundacion (KambaraKedagiri 1973). La puesta
puede alcanzar los 40.000 oocitos que son fecundados por & maokdida que son
expulsados. Las ristras de huevos quedan dispersaswar@ cle agua, enredandose entre
el pasto y otros objetos sumergidésglra 1.4.d). Es coman que las charcas disminuyan
abruptamente el nivel de agua luego de unos dias y que gram@doe huevos queden

expuestos al aire, secandose y muriendo (Herkovits y-@&ie2999; Natale 2006).
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Rhinella arenarum

Phyllum: Chordata
Clase: Amphibia
Subclase: Lissamphibia
Orden: Anura
Superfamilia: Bufonoidea
Familia: Bufonoidea
Género: Rhinella

EspecRhinella arenarum

Figura 1.3: Clasificacion taxondmica dehinella arenarum
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Figura 1.4. Rhinella arenarun{Sapo comun sudamericar(@). Llamado de macho, con saco vocal
simple (b). Agregado reproductivo con machos que compiten por la kembamplexo entre
macho y hembra en el momento de la reprodudgipiRistras de huevos con su gelatida

1.8. Desarrollo embrionario y larval de Rhinella arenarum

Al poseer un desarrollo embrionario externo, los oodtsn tamafio de entre 1,2
y 2 mm de didmetro, sumado a su membrana vitelina translagidapermiten la
observacion del embrién en todo su desarrollo embi@mnaicieron posible su utilizaciéon

como modelo de estudio de embriologia desde los inicites disciplina.

Como la mayoria de los metazoos presenta una simetai@rbll y tres capas
germinales, y como todos los cordados, los anfibiosdsoiberostomados. En el caso de
esta clase, el blastoporo no forma el ano, sino qoeseho se forma secundariamente. Los
huevos de los anfibios son clasificados como heteraesjtidebido a que el vitelo se

acumula en mayor proporcion en el polo inferior o vatiyei, si bien queda mezclado con
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el citoplasma. Condicidn inversa se encuentra en el pitoahen que se ubica la mayor
cantidad de citoplasma con el nucleo celular. Una dpriasipales caracteristicas de los
huevos de los anfibios es la rotacion cortical del cismpéaunos 30° hacia el punto de
entrada del espermatozoide en el momento de la fecangat@terminando en muchas
especies la “media luna gris”, que tiene una intervencion fundamental durante la
gastrulacion y el posterior desarrollo embrionario, gsaeida formacion del centro de
Nieuwkoop (Nieuwkoop 1973), compuesto por los blastémeros de posiéislorsal del
polo vegetativo de la blastula, que posteriormente indulkeiréormacion del sitio

organizador de Spemann.

Se considera que el desarrollo ontogénico se subdividesgrandes periodos, el
embrionario y el larvario (Rossi 1959). Se definid el qubwi embrionario como el
comprendido entre la fecundacion del oocito al momentque el renacuajo comienza a
alimentarse; y el periodo larval como el que va de esmantw hasta antes de la
metamorfosis (Contronei 1932). Si bien existe mucha cests@ en la delimitacion del
estadio en que las larvas comienzan a alimentarse, swaliores, entre ellos Gosner
(1960), consideran que los estadios embrionarios son agjupl® contienen las etapas
previas de la alimentacion libre (estadios 1-25), aunque @eeanque es totalmente

arbitrario e indican al estadio 25 como el comienzadgiinentacion libre.

Una descripcion detallada del desarrollo embrionari® darenarumfue realizada
en Argentina por Del Conte y Sirlin (1951). Estos autores divitipere@do embrionario
en 25 estadios, basandose en caracteristicas visiblesasxtEstos 25 estadios abarcan las
etapas de segmentacion (estadios 1-9), gastrulacion (10rERyulacion (13-16),
formacion del brote caudal (17), aparicion de la actividad mewsoular (18), comienzoed
la circulacion (19-22) y transformacion de las branqeig®rnas en internas (23-25). A
partir del estadio 18, los embriones eclosionan de lasltara® (membrana vitelina y
gelatina). Al alcanzar el estadio 25, fin del desarr@mbrionario o comienzo del
desarrollo larval, las larvas miden unos 10 mm de longjtugresentan un cuerpo
claviforme. La duracién del desarrollo varia con las @iodes de temperatura y
fotoperiodo, siendo mas corto al aumentar cualquieraslelds variables. EI desarwll

embrionario hasta el desarrollo de una larva libre esnbranquias internas, a 17-20°C
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puede tardar unos 7 a 10 dias. El desarrollo larval postersta alcanzar la metamorfosis
paraR.arenarumfue descripto por D Echeverria y L.Fiorito de Lépez (198%fendiendo

la descripcion de Del Conte y Sirlin. Dentro del periodeala la aparicion de los esbozos
de los miembros posteriores marca el comienzo de loatgunos autores denominan
premetamorfosis. Este término se aplica al period@iderdurante el cual la larva continua
su crecimiento y los miembros posteriores se desarrpdatatinamente. Los miembros
anteriores se desarrollan a la vez que los posteripees,en la mayoria de los casos lo
hacen dentro de la camara branquial. Durante este peslgdnos autores definen los
diferentes estadios larvarios en funcion del aspectosdaiembros posteriores. Durante la
premetamorfosis se produce el alargamiento del cuerpo, urcidgéergo en el movimiento

y la alimentacion de la larva. EIl momento en que seaif&imetamorfosis varia mucho
segun los diferentes criterios, pero la mayoria dauwtsres coinciden en dividir el proceso
metamorfico en dos etapas, la primera o prometamoréosisenza cuando aparecen los
miembros anteriores y en la segunda, climax o crisiam@fica, ocurren los cambios mas

notables y rapidos que conducen a la formacion del ju{eciieverria 1990Kigura 1.5).

ECLOSION ESBOZO DE | SALIDA DE REDUCCION MADURACION
(18-19) M.POSTERIORES M.ANTERIORES TOTAL DE LA

COLA (35)

(25) (30)

Iy
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”40 ‘910 44’0 0 Ap C 0
‘o 4‘?{ ‘co 4'40
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45 ofes (21-230C) 3 a4 shos
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e il

Figura 1.5. Periodos del ciclo de vida &hinella arenarun{Echeverria 1987).
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1.9. Ultilizacién de los anfibios en bioensayos de toxicidad.

Los bioensayos de toxicidad se han basado principalmenta etilizaciéon de
mamiferos, como ratas, ratones, etc.; aunque tambidmrsaitilizado aves, insectos,
organismos acuaticos como peces y dafnias, y microorganiEiiaterés por el estudio de
los vertebrados en ecotoxicologia, reside en la reldi@genética mas cercana que este
grupo de animales presenta con el hombre respecto a @xs gitrpos de organismos
utilizados en estudios toxicoldgicos. Las extrapolaci@megleadas en cuestiones de salud
humana poseen un mayor realismo a medida que lasoredlacde parentesco son mas
cercanas. También ciertos aspectos de conservacion @gedsieim mas asociados con las
especies de vertebrados, ya que éstas poseen un mayoreca®mico o de mayor
impacto para la sociedad (Natale 2006). Sparfnget al. (2000) realizaron una
investigacion sobre los trabajos publicados entre 1972 y 1998sdrases de datos de
Wildlife Review and Sport Fisheries, encontrando que de undetaP.727 publicaciones
en ecotoxicologia con vertebrados, 28,6% fueron hechapemms, 29,9% con aves, 13%
con mamiferos y solo el 3,5% con anfibios y reptiless biismos autores destacan la
necesidad de realizar estudios con la Herpetofauna ya qas meéstigaciones realizadas
acerca de los distintos efectos de toxicos sobre ditretases de vertebrados, solo un 2,7

% estan relacionadas con anfibios.

En los ultimos 40 afios ha tomado considerable atenci@edanacion de las
poblaciones de anfibios, asi como el aumento en la mu@lele las malformaciones a
nivel mundial, su declinacion poblacional podria dificuthmanejo de los ecosistemas
sobre bases sustentables (Corn 1994; Houlahan y Findlay 20&9)anormalidades
morfoloégicas ocurren normalmente durante el desardallios anfibios en baja frecuencia
no superando el 2% de los casos. Sin embargo, en lasdllfidcadas la frecuencia de
alteraciones morfologicas, en condiciones naturaked$)a visto fuertemente incrementada
alcanzando en algunos casos puntuales el 85% de la poblB&6stéin y Johnson 2003;
Burkhartet al. 1998). La mayoria de las malformaciones en los anflmmssido reportadas
en ejemplares adultos o en estadios larvales o ridiaos e incluyen principalmente

polidactilia, polimelia, ectromelia, braquimelia, microftalm@&noftalmia y deformidades
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cefalicas.Mas aun, estudios morfolégicos en anfibios de la parteiardel Argentina,
regiéon dominada principalmente por la agricultura, informano@lto grado de incidencia
de malformaciones, especialmente ausencia de segmentas dgtlemidades, falta de
extremidades y anormalidades en la mandibula infdRbimella arenarunresulté una de
las especies con mayor incidencia de malformaci@eltzer et al. 2010). Sin embargo,
los mecanismos del desarrollo involucrados en dichdfommeaciones no han sido adn
identificados siendo uno de los grandes desafios entlodicss de teratogénesisluchos
factores han sido considerados en la problemética,y@mllo la destruccion del habitat,
enfermedades infecciosas, introduccién de especies, tudeia radiacion ultra violeta y
cambio climético. Los quimicos derivados tanto de la alipiey como la industria y otras
actividades antrépicas han tomado una relevancia mayor cauma potencial de la
declinacion, actuando tanto en forma asilada como congnite ellos y otros posibles
factores estresantes. Los toxicos en el ambiente poidtirferir tanto en el crecimiento
como en el desarrollo de los anfibios de diversas rmaanési, concentraciones letales de
los toxicos en el ambiente pueden causar la muerte de huavess y también de
individuos que se encuentran metamorfoseando. Inclusoemiaciones subtoxicas,
pueden causar la muerte indirectamente aumentando &psbadlad de huevos y larvas a
patdogenos y enfermedades, asi como también pueden disminsupdavivencia al
enlentecer el desarrollo y la metamorfosis, lo quesatia el abandono de las charcas de
reproducciéon a tiempo; también podria interferir la respuestschgpe de las larvas a los
predadores. Los toxicos con accion de disrupcion endopodaian inhibir parcial o

totalmente la reproducciéon (Carey y Bryant 1995).

El tipico ciclo de vida bifasico de los anfibios que implm@scurrir por un periodo
de desarrollo en el agua para embriones y larvas, paradoegw adulto, desarrollar una
vida terrestre, los expone a una gran variedad de cone&c@ambientales. Por otro lado,
gran parte de este ciclo de vida se desarrolla en estaagquBss y lagunas temporales,
gue generalmente estan asociados con aéreas agridolade @&scurren y concentran las
sustancias toxicas del ambiente. Ademas, muchas espediepreducen y sus larvas se
desarrollan en primavera y verano, coincidiendo @raglicacion de los pesticidas y
fertilizantes. Por otro lado, las larvas de los anfibsos, tipicamente herbivoras, mientras

gue los adultos son carnivoros, esto los hace un com@ookave en las tramas troficas,

31



Capitulo 1: Introduccion general.

cumpliendo un importante rol en la transferencia de emsargiutrientes a traves de las
redes troficas acuaticas y terrestres, pero tambiéexpsne a una gran diversidad de
predadores y pardsitos. Los anfibios presentan una aftegkeilidad en las branquias en
algunos de los estadios del desarrollo embrionariowallaasi como la piel humeda vy la
respiracion cutdnea que son mas importantes que la mépigulmonar en los adultos.
Estos factores los pone en intimo contacto con el ateb&mentando su susceptibilidad
frente a los cambios, entre ellos, la presencia decovmantes (Manet al. 2009; Wake y
Vredenburg 2008)

Estas caracteristicas que destacan su importanciaatréfitbiental, ecolégica y su
inminente riesgo de extincion, sumado a las mismas eaist@tas que hicieron a los
anfibios un modelo muy utilizado en embriologia, por swsibdidad, facil mantenimiento
y reproduccion en el laboratorio, mas etlevado numero y alta homogeneidad de
individuos obtenidos, han impulsado el desarrollo de bioessdg toxicidad con anfibios.
Los bioensayos de toxicidad con anfibios tuvieron su enorserddo durante los afnos
90’ (Mann 2005). Asi, la Sociedad Americana para los Métodof\wdduaciones y
Materiales (ASTM 1993a) desarrollé y avald la guia FET/&Kog Embryo Teratogenesis
Assay-Xenopus) (Dumonet al. 1983) el bioensayo con anfibios mas conocido. FETAX
utiliza embriones deXenopus laevisla rana con ufias de Sudafrica, desde estadios
tempranos del desarrollo para exposiciones de 96 h, pegiodbcual, a una temperatura
fija de incubacion, concluyen su desarrollo embrionaBEste test ha sido utilizado
ampliamente para la evaluacion de la toxicidad tanto de corogusshples, como
mezclas, muestras ambientales, suelos, sedimentos tdmmdos su eficiencia como
aplicacion de herramienta ecotoxicolégica en plantas trdeamiento de efluentes
(Bernardini et al. 2005). FETAX evalia como puntos finales, la mortalidad y las
alteraciones en la talla. Para evaluar teratogénestesarolld una guia completa de
analisis que busco facilitar y unificar la clasificactmlas malformaciones (Bant al.
1992). Con el fin de obtener informes ecotoxicolégicos que riuenaresentativos de las
implicancias sobre los ecosistemas y las especiesgamténa, que a su vez mantuvieran la
confianza y la posibilidad de comparar resultados tanta éntnter laboratorio, como entre
diferentes sustancias, mezclas y muestras, se dé&sardest estandarizado ANFITOX

(Herkovits y Pérez-Coll 1999), que emplea embrioneRliaella arenarumEl protocolo
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ANFITOX presenta numerosas ventajas y diferencias cespkel test FETAXTabla 1.1),
ademds de posibilitar la evaluacion de la susceptibilidad pecies autéctonas y en

diferentes momentos del ciclo de vida, amplia los tiemge evaluacién de agudo a

cronico corto (168h) y crénico (14 dias).

Tabla 1.1. Comparacion de algunas condiciones experimentales entre ANFITGETAX;
modificado de Herkovits y Pérez-Coll (2003).

ANFITOX FETAX
lones disueltos (mg/L) (mg/L)
Na’ 14,75 272
K* 0,26 15,7
ca’ 0,36 19,4
Mg** 0 15,2
Ccr 22,71 403
SO~ 0 93,3
HCOs 1,45 69,7
Individuos/volumen 10/50 mL 25/10 mL
Temperatura (°C) 20+ 2 24 £2

Estos test, también permiten obtener informaciéon sobrertatidad,

malformaciones, retrasos en el desarrollo y crecimieatmynalias en el comportamiento.
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1.10. Objetivos generales.

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar lzitad letal y subletal del
Cobre, Diazinbn y Nonilfenol utilizando bioensayos de toxicidad embriones y
larvas deRhinella arenarum(ANFITOX), realizando las curvas de isotoxicidad o
curvas TOP, en ensayos agudos (de hasta 96 h) y crénico-CB& ). Asi como
también, evaluar la toxicidad letal de las mezclas bimadiel Cobre, Diazindry
Nonilfenol utilizando bioensayos de toxicidad con embrionéaryas deRhinella
arenarum(ANFITOX) en ensayos agudos (de hasta 96 h) y cronico-corto$hj168
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Capitulo 2: Cobre

2.1. Objetivos e hipotesis.

2.1.1. Objetivos.

Evaluar la toxicidad letal y subletal del Cobre, utilizandmebsayos de toxicidad
con embriones y larvas dehinella arenarum(ANFITOX), realizando las curvas de
isotoxicidad o curvas TOP, en ensayos agudos (de hasta @6dmigo-cortos (168 h)

En forma adicional, se evalu6é la toxicidad estadio-depeteli al cobre en
diferentes estadios del desarrollo embrio-larvaR@inella arenarunpor pulsos de 24 h.
Asi como también, realizar bioensayos de toxicidad cadaicobre utilizando embriones
en estadio de blastula temprana (E.4) Khinella arenarum hasta completar la
metamorfosis.

Por otro lado, se busco evaluar en forma preliminar los garésrelacionados con
el estrés oxidativo en diferentes estadios del ddade Rhinella arenarunexpuestos a
cobre. Asi mismo, en forma preliminar evaluar tanto ¥cidad como los parametros
relacionados con el estrés oxidativo de larvaRkli@ella arenaruny Rhinella fernandezae
obtenidas en ecosistemas urbanos contaminados.

2.1.2. Hipotesis.

El cobre causa importantes efectos letales y suldetaleembriones y larvas de
Rinella arenaruna tiempos de exposicion agudos y cronicos cortos.

La toxicidad del cobre en los estadios embrio-larvaleRldeella arenarunpuede
analizarse a partir de curvas de isotoxicidad.

Los estadios embrionarios presentan una susceptibiliflerémtie frente al cobre.El
cobre es pro-oxidante y la exposicion al mismo alterenetlabolismo antioxidante en
embriones y larvas dehinella arenarum

Las larvas ddRhinella arenaruny Rhinella fernandezaprovenientes de sitios con
diferentes grados de contaminacion tienen una sensibilitlaémtie al cobre.

La susceptibilidad diferencial al cobre de las larvas Rignella arenarum
provenientes de sitios con diferentes grados de conteidinae relaciona con las
diferencias en las respuestas antioxidantes.
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2.2. Introduccidn.

El cobre es uno de los metales mas utilizado y antiguoc@m por el hombre que
fue descubierto en la antigiiedad en su forma original. Eepraijeto realizado en cobre
gue se tiene registro es un pendiente que data de aproxinme&060 afoAC, hallado
en Asia Menor. El bronce, una aleacién de cobre afieste dio nombre a toda unaaer
(3500 AC). Desde el punto de vista biolégico, es uno de Idsleseesenciales mas
importantes después del hierro y el zinc. Su color brillinteizo facilmente visible, y
debido a que estaba disponible en grandes cantidades fue féeilex¢émido casi en la

superficie misma de la tierra.

El cobre es un metal de color marron rojizo. Eseshehto numero 29 y el primero
del grupo IB de la tabla periddica de elementos. Tieneaboadancia aproximada de
60mg/Kg en la corteza terrestre y 2,5'1fg/L en el mar. Existen dos is6topos estables
®3Cu y ®°Cu, con una abundancia natural de 69,2 y 30,8%, respectin®st is6topos
radioactivos incluyefi*Cu (t, = 12,7 h) Y*'Cu (t, = 61,9 h). Generalmente se lo encuentra
como i6n cuprico (Cif) en los compuestos encontrados en el ambiente, aseegtforma
Cu(HO), en agua a un pH alcalino, pero también puede existir enrmsa fmetéalica
(Cu).Como i6n cuproso (Ct) es poco estable a pH neutro y se oxida a clprico aireel
También existe como ion trivalente )y aunque es menos frecuente (Setral. 2007).

El comportamiento quimico del elemento, especialmentg@st®mas bioldgicos, depende
fundamentalmente de su estado de oxidacion. El cobre, ouxetaforma componentes
organometalicos, es escasamente soluble en agua, datimrses acidas. Se lo encuentra
naturalmente en una gran variedad de sales mineralespuestos organicos, y en forma
metalica, se caracteriza por ser uno de los mejaveductores de electricidad. Esta
caracteristica junto con su ductilidad, maleabilidad systencia a la corrosion lo ha
convertido en el material mas utilizado para fabricatesaeléctricos y otros componentes
eléctricos y electronicos. También puede formar aleasiocon otros elementos,
adquiriendo asi caracteristicas mecanicas muy superaanegue perdiendo conductividad.

Existe una amplia variedad de aleaciones de cobre, cuggmsiones ofrecen distintas
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caracteristicas técnicas, por lo que se utilizan enitouille objetos con aplicaciones
técnicas muy diversas. El cobre forma aleacionestaimc dando origen al latén, con el
estafio formando brongg junto con el niquel y el zinc origina la alpaca. Otraacdes,
menos conocidas, pueden darse tanto con el cadmio, canwaroo, o hierro y fésforo,

asi como con aluminio, berilio y hasta con la plata

El cobre se encuentra naturalmente en el ambiestéjdates naturales incluyen el
polvo arrastrado por el viento, los volcanes, la veg@ataen descomposicion, los incendios
forestales y la espuma del mar. Las emisiones antrapagéncluyen fundiciones, talleres
de fundicién de hierro, centrales eléctricas y fuentescombustion como los grandes
incineradores. Es muy importante su uso en la agricultmano fungicida, pesticida,
alguicida, utilizandoselo también para tratar follaje, id@sn maderas y cueros; para
inhibir el crecimiento de algas en reservorios municggbdetas, caferias y sistemas de
enfriamiento industrial. Se utiliza como aditivo en lamalntacion de animales y
promotores de crecimiento, como asi también para el ca@rehfermedades en el ganado
y aves de corral. Otras fuentes de contaminacion incllageimdustrias textiles, refinerias
de petroleo, fabricacion de compuestos de cobre, constnudei revestimientos y techos
(Davis et al. 2001), freno de automoviles, neumaticos, fugas de aceit&tgriales para
pavimentacion (Campbell 1994). La mayor emision de cobrenbiemte proviene de las
minas y lodos de aguas residuales (IPCS 1998c). EI potengiatuieientos de cobre de
Argentina es bien conocido desde los afios 60°. En 1997 elngaéso al club de los
productores de cobre con Bajo de la Alumbrera y se comfirmatros yacimientos
proyectados, entre ellos: San Jorge, Taca Taca, E| Sitampana Mahuida, Los Azules, El
Pachon, Famatina, José Maria y Agua Rica, entre dteosegion con mayores recursos
conocidos de cobre es la de Los Andes Centrales (Cleité, Rrgentina, Bolivia), que
contribuyen con cerca de un 40% del cobre consumido paweto, mayoritariamente

explotado por Chile y Peru (Argentina Mining 2010).

El cobre es liberado a la atmdsfera en asociaciomiéerentes particulas, se separa
por sedimentacién gravitacional, deposicion seca, y lugdgvado por la lluvia. A su vez,
el metal llega al agua por el desgaste natural del suelmvado de las diferentes

aplicaciones en el campo, descargas de las industriadaspaguas residuales.
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Mientras que la Agencia de Proteccion Ambiental de ltades Unidos (U.S EPA)
ha establecido un valor limite de cobre para calidad de agueetéxposicion cronicael
9 ug/L y la legislacién Argentina ha establecido un valoxima permitido para agua de
bebida de 1mg/L (Ministerio de Salud y Accion Social 2007) yalor menor a 0,95 pg/L
para la proteccion de la vida acuética, se han encontradcergraciones de cobre
superiores a éstas en diferentes ambientes. Por ejesglencontraron valores de 40 pg/L
en los estanques de retencion de agua de tormenta en G@eidrjo, Canada,
concentraciones superiores a 261 pg/L en aguas superfazgalsy Jersey, incluso se han
informado concentraciones de 3.700 pg/L en una mina en |dainbjén en Estados
Unidos. En Argentina se han informado valores en el orée@7da 64 ug/L en el Ri
Reconquista (Ferragt al. 2005). La concentracion y la disponibilidad de cobre en los
ambientes acuaticos dependen de factores como la dulegmidad, fuerza idnica, pH,
potencial redox, ligandos, particulas en suspension, maigganica, y las interacciones
entre los sedimentos y el agua (IPCS 1998c). En los arebiantiaticos, la retencion de
productos toxicos, promueve el aumento de las concentracdomeyes de las tramas
troficas, fenbmeno conocido como biomagnificacion. Letates pesados son facilmente

bioacumulables tanto en tejidos adiposos, como fibr@erseiraet al. 2004)

La homeostasis del cobre es tipicamente bifasicyymedo la esencialidad y la
toxicidad del metal. La capacidad del metal de pasar &ea0Du? explica su importancia
en los sistemas bioldgicos ya que funciona como un @ddphor de electrones clave en
las reacciones de Oxido-reduccion, resultando en un elermesencial para todos los
organismos vivos, crucial para muchos procesos celularetsbolicos. El cobres co-
factor de al menos 30 enzimas conocidas (Tabla 2.1.)yyemdo la ferroxidasa, citocromo
oxidasa, superoxido dismutasa, participa de la respiraciéoconirial, la sintesis de
melanina, la reticulaciéon del colageno, interviene emntiegridad del sistema nervioso
central, como asi también cumple un rol importante eactavacion y represion en la
transcripciéon de genes (IPCS 1998c; O'Dell 1990; Papadimitrioauynbourdis 2002
Sternet al. 2007). Aunque su esencialidad no fue reconocida hasta 1928, canbéi
puede causar graves problemas fisiolégicos, como aneei&topenia y anormalidades
Oseas (IPCS 1998c). Existen dos desérdenes congénitos hidiadss relacionados al

metabolismo del cobre. Menkes al. (1962) describieron por primera vez la X-recesiva
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genodermatosis o “Sindrome del cabello acerado o ensortijado” que dificulta la absorcion y

distribucion del cobre en el cuerpo. Por otro lado, la “enfermedad de Wilson” se caracteriza

por una elevada concentraciéon de cobre el higado, causada plisminucién de la

excrecion del metal, causando dafio hepéatico. Ambas pa®lsgh poco comunes, y

ocurren con una frecuencia de uno en 100.000 nacimientos.

Tabla 2.1: Enzimas que contienen cobre, modificado de “Copper and human health: Biochemistry,
genetics, and strategies for modeling daseense relationships” (Sternet al. 2007).

Enzima

Funcién

Comentarios

Amino oxidasa

Bencilamina oxidas

Diamina oxidasa

Indol 2,3-
dioxigenasa

Espermina oxidasa

Desaminacion de

aminas primarias

Presentes en eucariotas, cataliza la oxidacion de amoggnhias (por
ejemplo, tiramina, histidina, y poliaminas) dando productosnozga
oxidados por lo general aldehidos, y generandgyNHl, O, como
subproductos.

Ascorbato oxidasa|

Oxidasa termina

Ceramida
galactosyltransferag

Sintesis de
mielina

Responsable de la sintesis y mantenimiento de las raeasde
fosfolipidos. Componentes de gangliésidos de lipidos (ceramg#as),
sintetizan en el reticulo endoplasmatico y glicosilada por
glicosiltransferasa en los compartimentos de la red dgi.Gel
membrana lipidica funciona como capacitador eléctrico, piendo la
separacién de carga y almacenando energia electroquimfmare de
gradiente de iones.

Ceruloplasmina o
ferroxidasa

Transporte de
cobre

Oxidacién

Con seis uniones fuertes a los iones de cobre en dogwsitiesulares
distintos, uno parece activar el oxigeno, el otro paraastar
involucrado en el trasporte de electrones. Es el megesportador de
cobre en los mamiferos superiores, mediante la uniéreptoees de
membrana celular y la liberacién de Cu. Individuos acerigogZos
(humanos y ratones knockout) muestran severas dificultadss en
sistema nervioso central. La deficiencia se puede mtarifesmo dafio
neurolégico, pero minimo (si hubiera) dificultades con ebb@ismo
de cobre. Los individuos con la enfermedad de Wilson prasdajos
niveles de la enzima pero metabolismo normal del hierro.

Citocromo c oxidas

Transporte de
electrones

Terminal oxidasa

Enzima terminal en la cadena respiratoria, ubicada eredbintle la
membrana mitocondrial y bacteriana. Cataliza la rednate Q a
agua. Bombean protones a través de una membrana y por dada p
consumido en la reaccion, se genera un gradiente electrogujugc
puede ser utilizado para otros procesos celulares. Siedefa puede
producir anormalidades en el cerebro, hipotermia y debilidestutar.

Dopamina 3

Sintesis de

Cataliza la conversién de dopamina en norepinefrina. fRiiesheia
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hidroxilasa

norepinefrina

puede traer problemas neuroldgicos, posiblemente hipatermi

Gacaltosa oxidasa

Metabolismo de
carbohidratos

Cataliza la conversion de los alcoholes primarios ddaino
correspondiente, produciendo generalmente peréxido de hidrdgen
los hongos podria estar involucrada en la descomposiciénpdeed
celular vegetal.

Hemocianina

Transporte de

Proteina del sistema respiratorio de crustaceos decapodos

oxigeno
Lacasa Oxidasa terminal Se la encuentra en plantas y hongos. Cataliza la reduccobratie
electrones de £a HO. Despolimeriza lignina.
Enzima secretada que cataliza la desaminacién de residpepta!
. L lisina formando los enlaces cruzados covalentes intéragadena de
Reticulacion del . § o . : i
L . elastina y colageno. Es critica en la integridad desliz extracelular,
Lisil oxidasa colageno y . - -
clastina ya que su ruptura puede dar lugar a la prollferacmn de_l cé_'rmablen
se localizan en el nucleo, donde puede funcionar en laipagamn de
la cromatina. También puede bloquear la via del oncogen ras.
Se encuentra principalmente en la membrana mitocoritiina y en
el SNC. Dos isoenzimas, ambas oxidan los neurotranssisor
dopamina, adrenalina, tiramina, triptamina. La monoamindessi
(MAO)-A oxida selectivamente serotonina; la MAO-B oxida
Sintesis de feniletilamina y bencilamina. Las deficiencias de IAG4A producen

Monoamino oxidasg

neurotrasmisores

alteraciones en el metabolismo sistémico de aminaasoey posibles
alteraciones cardiovasculares y de comportamientonbdsidores de
la monoamino oxidasa previenen la ruptura de la dopa@orao la
dopamina pareciera mejorar el estado de animo, estosct@sma
funcionan como estimulantes y antidepresivos.

Peptidil glicina, una
monooxigenasa
amidante

Procesamiento dg¢
neuropéptidos

Proteina multifuncional implicada en la maduraciénagehormonas
bioactivas (por ejemplo, neurotransmisores y hormonasedaniento),
contiene dos enzimas que actlan secuencialmente palizacda alfa-
amidacion de péptidos neuroendocrinos. La glucosa aumetddds
niveles de expresion génica de gastrina y la maduracién de géptid
carboxiamidados, lo que indica que la glucosa influye ectieicdad del
complejo enzimatico de amidacion, peptidil glicina @faidante
monooxigenasa (PAM), en células de insulina.

Plastocianina

Transferencia de
electrones en
plantas

Pequefia proteina que funciona como transportadora de ele@ndre
citocromos del fotosistema 1.

Polifenol oxidasa
ftirosinasa

Biosintesis de
quinonas, sintesis
de pigmentos
(melanina),
metabolismo de
amino acidos

Oxida la tirosina a dihidroxifenilalanina, que a su vemxdda a o-
quinona. Ampliamente distribuida en plantas, animales g sere
humanos. Oxida la tirosina al pigmento melanina en neaosify
produce el oscurecimiento de las zonas cortadas de muatzessyfr
verduras. Su deficiencia causa hipopigmentacion.

Prostaglandina
reductasa

Biosintesis de
prostaglandina

Responsable de la reduccion de 15-oxoprostaglandina a sadderiv
13,14-dihidro derivados. La forma placentaria es NAD deperdient

Rusticianina

Transporte de
electrones

Se encuentra en hongos y bacterias Gram negativas. Pude tol
valores de pH extremos.

Estelacianina

Transporte de
electrones, radicg

Se encuentra en hongos y algunas plantas.

superéxido
Superéxido Des_truccic')n de |Durante Ia patali_zacién de la Qismutacién de superéxidorenrm(igb
dismutasa (SOD) radlca!es Cu en el sitio act|v_o.de Ia enzima se rgdgce para p(odgmldo de
superdxidos hidrégeno. Su deficiencia causa sensibilidad al estidativo.
Metabolismo de | Terminacion del catabolismo de las purinas en la maglerias
Uricasa los &cidos mamiferos. Convierte el &cido Urico a alantoina. Témbe encuentra
nucleicos en los tejidos de mamiferos inferiores y en algunagasay
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‘ microorganismos. ‘

La mayoria de los tejidos presentan una cantidad mensdebtebre, y en general,
las células, los tejidos y los organismos presentanamsnos para mantener su
disponibilidad mientras limitan su toxicidad. Sin embargo, congeiohes de cobre tan
bajas como 1 a 20 ug/L, apenas superiores a las concentsaeinrmedios pristinos,
pueden causar efectos adversos a organismos acuaticos,etantertebrados como
invertebrados (IPCS 1998d)os estudios deéoxicidad del cobre han abarcado un amplio
rango de organismos de vida acudticai, para algas, las CE50-96h para la inhibicion del
crecimiento han sido informadas en el rango de 47 a 481 pay#é jnvertebrados de agua
dulce, la toxicidad va desde una CL50-48h de 5ug/L pagghnia hyalinahasta una
CL50-96h de 9.300 ug/L para caracol@snficola sp. En el caso de los peces de agua
dulce la toxicidad aguda va desde una CL50 de 2,58 ug/LTpsmaallus ascticuy de
13.700 pg/L pardepomis macrochisi (IPCS 1998c). También se ha informado que la
exposicion a cobre en peces puede afectar las estrategrasluctivas, la velocidad de
nado, la inmunidad, el metabolismo, las actividades enzmsa la regulacion idnica y las

células epiteliales de branquiastestino (Handy 2003).

La informacion sobre la toxicidad del cobre en anfibmsn@s limitada (Tabla 2.2).
Se han realizado algunos estudios de toxicidad aguda duranétajzas tempranas del
desarrollo. Por ejemplo, se informaron CL50-96h de 230 pug/Lpu@a0y 2400 pg/Lpara
Rana sphenocephal@ufo boreasy Rana catesbeianagespectivamente (Bridgest al.
2002; Ferreiraet al. 2004). También fueron informados efectos teratogénicos caugsados
exposicion al metal, como malformaciones, reduccion ¢ask de crecimiento, retraso en
la metamorfosis (Cheet al. 2007), y alteraciones en el comportamiento (Redick ydiat P
2004)

Tabla 2.2.: Datos publicados de toxicidad al cobre durante el desarrobioi@larval de anfibios.
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Concentracion
Egecie Estadio Tiempo Valor Referencia
Rana sphenocephal Larva CL50-96h 230pg/L | (Bridgeset al.2002)
Bufo boreas Larva CL50-96h 120 pg/L | (Bridgeset al.2002)
Rana catesbeiana CL50-96h 2800 pg/L | (Lombardiet al.2002)
Rana catesbeiana |Larva CL50-96h 2400 pg/L | (Ferreiraet al.2004)
Bufo melanostictus | Larva CL50-96h 320 ug/L | (Hoffmanet al.2003)
Rana hexadactyla |Larva CL50-96h 39 ug/L | (Hoffmanet al.2003)
Rana pipiens Embrion | CL50-8das 50 pug/L | (Hoffmanet al.2003)
Rana pipiens Adulto | CL50-72h 6370 pg/L | (Hoffmanet al.2003)

2.2.2. Conceptos generales del estrés oxidativo.

El surgimiento de los primeros organismos fotosintéticosrgeun enriquecimiento
atmosférico de oxigeno molecular,j@ermitiendo el desarrollo del metabolismo aerdbico.
La vida aerbbica presenta una enorme ventaja energéticda coiizacion del oxigeno,
respecto de los metabolismos fermentativos de los orgasiamaerdbicos. Aunque, por
otra parte, este aumento de oxigeno en la atmosferanfarese aspecto negativaa |
toxicidad, que condujo a través de la evolucion a que losnigrgas desarrollen

mecanismos de defensa contra los productos de las sucedivasares monovalentes.

El oxigeno molecular (§) en su estado basal se encuentra como triplete,uson s
dos electrones ligantes con “spins” paralelos, de esta manera por el fendmeno conocido
como “Restriccion de spin” solo puede reaccionar a velocidad apreciable con compuestos
provistos también de electrones paralelos en sus orbitllevalencia, lo cual es
infrecuente. Este fendmeno favorece el intercambio ddeatron, y como existen muchos
procesos biolégicos capaces de provocar reducciones reotmoeicas, se genera
sucesivamente anidon superoxido, (O, peréxido de hidrégeno @B,) y el radical
hidroxilo (OH). Por otro lado, fenémenos de transferencia de energiamplegiar la
inversion de spin con produccién de oxigeno singuléde).(Los radicales libres pueden
definirse como moléculas o fragmentos de moléculagpoeeentan uno o mas electrones

desapareados. Este electrén desapareado, representada panto, generalmente les
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confiere un considerable grado de reactividad. Los radidal@®gados del oxigeno son los
mas importantes, aunque no los Unicos, generados estlmas vivos. El término para
referirse a los productos intermedios de reduccion de axigerfEspecies Reactivas del
Oxigeno” o la sigla ROS provenientes del inglés “Reactive Oxygen Species”. Este término
incluye tanto a las especies radicalarias como adasdicalarias (Lesser 2006). Desde el
punto de vista de la quimica, cualquier compuesto, incluyerakigdno, capaz de aceptar
electrones es un oxidante o un agente oxidante. En posicén, un compuesto capaz de
donar electrones es un reductor o agente reductor. Eragan@ reaccion quimica en la
gue una sustancia gana electrones se define como una éegueigintras que la oxidacion
es un proceso en el que se produce una pérdida de elecEptmges, cuando un reductor
dona sus electrones provoca que una sustancia se redomeado un oxidante acepta
electrones hace que otra sustancia se oxide. Asi, uasorde oxidacion, en el que se gana
oxigeno, esta siempre acompafiado por un proceso de reduccdm ltmngeneralmente
pérdida de oxigeno. Estas reacciones son denominadas yedorstituyen la base de
numerosas vias bioquimicas, sefalizaciones celularesggms de sintesis y vias de
regulacion.A los fines de la biologia ambiental, los agentes renlesty oxidantes que
interactian con los organismos son definidos como adtioi@s y pro-oxidantes

respectivamente (Kohen y Nyska 2002)

En 1985, Helmut Sies definid el estrés oxidativo cofda desbalance entre la
concentracion de pro-oxidantes y antioxidantes en fd&dos primeros, con posibilidad de

inducir potencial dafio” (Jones 2006)

Existen numerosos procesos biolégicos generadores de ROSincugen
autooxidacion, reacciones enzimaticas y fotoquimicas, muchedoderelacionados con
componentes enddgenos y varios exdégenos como contaesinantbientales, drogas,
radiaciones UV y humo de cigarrillo. Potenciales fuemeddgenas incluyen a varias
oxidasas, lipoxigenasas y deshidrogenadas. Una de las fuést@mportante de ROS es la
cadena respiratoria en la mitocondria, las enzimas dadena de transporte de electrones
son capaces de transferir los mismos atl®manera accidental produciendg.@demas,
existen numerosas fuentes celulares de ROS, como pueda zantino oxidasa, la

activacion del sistema inmune e inflamatorio, comlestroéfilos, eosinéfilos y macréfagos
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gue actuan mediante la produccién de anién superédxido para taunsaerte bacteriana.
Los macréfagos activados generan una gran variedad de R©Byendo anion
superoxido, oxido nitrico y perdxido de hidrégeno. Por otro ladaitetromo P450,
familia de proteinas hemo, que cataliza la oxidacién de upéisawariedad de sustancias
quimicas, tiene una gran importancia porque esta implicadolaemctivacion o
desactivaciéon de muchos farmacos. El sistema oxida sigsgaa productos mas solubles
gue puedan ser facilmente eliminados, y la interrupcién ccidiion del ciclo puede
generar anién superoéxido y peréxido de hidrégeno. Los microsgrpasoxisomas son
también fuente de ROS (Vallai al. 2006). A su vez, la exposicion a factores ambientales
como pesticidas y otro tipo de sustancias puede aumemptardaccion de ROS y afectar el
estado redox normal de las células (Fertaarl. 2009). Si bien existen muchos blancos de
accion, los mas estudiados y los mas representativoiaidelson el ADN, los lipidos y las
proteinas. Algunos ROS pueden reaccionar con componentdBNe(Dizdarogluet al.
2002) causando rupturas de simple y doble cadena, cambios derbad#éicaciones de la
desoxiribosa y entrecruzamientos, incluso modificacigrueteriores pueden generar una
gran variedad de bases y azucares modificados, comodoassitios libres, uniones ADN-
proteinas. Las modificaciones del material genético gqugran ser corregidas por los
mecanismos de reparacion se convierten en permanem@sden detener la induccion de
la transcripcion y los patrones de transduccion, causares en la replicacion e
inestabilidad gendomica, produciendo finalmente mutagénesis, nagéciesis vy
envejecimiento. Existen otros componentes celulares bdesisa la oxidacion, como
lipoproteinas, membranas celulares, y distintas estructquees contienen lipidos,
fosfolipidos insaturados, glicolipidos, colesterol. EIl dgrade oxidacion depende
principalmente del contenido lipidico, que es el blanco dirgctlel grado de instauracion
que presenten los dcidos grasos. A su vez, el OHe puede reaccionar con los hidrogenos de

los carbonos de la estructura central de las proteinaligeado la ruptura del enlace
peptidico. A pesar de que las proteinas no funcionales pidacion son rapidamente

removidas, algunas pueden acumularse con el tiempo y conglilolafio.

El sistema antioxidante comprende un grupo de enzimas \écutas
antioxidantes de bajo peso molecular como la vitaminacigeo aascorbico, glutation

reducido (GSH) y otros tioles no proteicos. Entre las ergimacontramos la superoxido
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dismutasa (SOD) y la catalasa (CAdN la primera linea de defensa. La SOD, descubierta
originalmente por McCord y Fridovich, existe como dissntmetaloproteinas con
distribuciones celulares diferentes. Se trata de undasieenzimas intracelulares mas
efectivas, y es considerada como la primera barredefd®@sa, cataliza la dismutacion del
anion superodxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrogergy laeCAT convierte el
peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. A su vez, las endepasdientes del glutatién
reducido (GSH) juegan un rol fundamental tanto en la detagifio como en los procesos
antioxidantes (Ferraet al. 2009). La GSH-peroxidasa cataliza la reduccion del perdxido
de hidrégeno y peroxidos organicos convirtiendo la GSH en su fdisuHfuro oxidada
(GSSG). A su vez, GSSG es reciclada a GSH por la enzima glutatictasa usando
NADPH como cofactor reductor. Por otro lado, la glutation-S-§feaasa (GST) es una
enzima de detoxificacion de fase Il, ya que cataliza laugasjon de GSH con una gran
variedad de componentes electrofilicos. Adicionalmenigynas GST juegan un rol
importante en la detoxificacion conjugando productos del ddesaidento de lipoperédxidos
(Ferrariet al. 2009). Ademas de su rol como co-factor, el GSH actua direotancomo

neutralizante de ROS, contribuyendo al control del esttuxr

2.2.2.2. El estrés oxidativo en el desarrollo de los anfibios.

Las ROS parecieran estar involucradas en la regulacida dgpresion génica
diferencial, en la replicacion celular, en la diferiacion y muerte celular programada, en
parte, actuando como segundo mensajero en las vias de transducséefiatis. De hecho,
algunas citocinas, factores de crecimiento, hormonasugotmnasmisores usan las ROS
como segundo mensajero. Mas auln, se cree que son theio® de peroxidacion, como
los metabolitos de los lipidos, los que podrian estar iovadios en la activacion genética.
Asi, el rol del estrés oxidativo durante el desarrollor@nhrio presenta varias aristas, y el
control del balance de las ROS resulta fundamental, ypouen lado las ROS pueden
regular la circulacién, el metabolismo energéticoaydivision y remodelacién celular,
llevando al correcto desarrollo embrionario a travésadaelializacion especifica y la
induccion genética; aunque por otro ladm, aumento en las ROS, mayor al “rango
fisiologico” puede inducir dafios severos que pueden retrasar o alterar el normal desarrollo,

causando tanto muerte, como malformaciones o patolfugiass (Rizzoet al. 2007). Para
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Rhinella arenarunse ha informado que el estrés oxidativo puede causar eirdeteto
del desarrollo y malformaciones severas como anormalidateda cola, edemas
abdominales, reduccion del desarrollo de la cabeza y estasdorsales curvadas (Mussi y
Calcaterra 2010). También ha sido informada la importaisiiddigica del estrés oxidativo
en la remodelacion del intestino y la reabsorcioradmla durante la metamorfosis (Menon
y Rozman 2007). De esta forma, las defensas antioxidantegs&mciales durante el
desarrollo embrionario ya que el aumento de las ROS puedear @&t normal desarrollo y
causar malformaciones (Ferrat al. 2009) Las enzimas SOD y CAT se han propuesto
como la principal defensa antioxidante durante los primestedios del desarrollo tanto
paraXenopus laevisomo para&Rhinella arenarummientras que el contenido de GSH y la
actividad de varias enzimas relacionadas con su metabodsmmentarian durante el
desarrollo, cuando las branquias estan totalmente désdasokn el caso de. arenaruny
después de la eclosion pad&a laevis,mostrando una regulacion ambiental (Feredral.
2008; Rizzoet al. 2007). Asi par&hinella arenarum, los altos valores de SOD y CAT
encontrados tanto en los oocitos como en los estegtiggranos serian atribuidos al stock
maternal de proteinas y al ARN mensajero previos a lmmflacion. Sin embargo, cuando
los embriones presentan el sistema circulatorio aativantercambian oxigeno por las
branquias, lo que aumenta la exposicion y el desabigigeéno, se observa un aumento en
la actividad de SOD, lo que marcaria un control ambietfgala enzima (Ferraet al.
2008).

2.2.2.3. El cobre como generador de estrés oxidativo.

En 1894, Fenton propuso que la mezcla de un metal de téamgarticularmente
la sal de hierro, con peréxido de hidrogene@}) puede formar radicales hidroxilos OH
(Reaccién de Fenton, ecuacion 2.1.). En 1934, Haber y Waistearon la posibilidad de
gue mas radicales hidroxilos fueran generados de la intemadeigerdxido de hidrégeno
y el superoéxido (Ecuacion 2.2.). El cobre, como otros Iegetie transicion, puede alternar
su estado de oxidaciéon de Cu &Cransfiriendo electrones desapareados, y por lo tanto,
generando reacciones de éxido-reduccion. Asi, es capane@agROS, participando en el
lugar del hierro en la reaccion de Fenton y a travésa dedccion de Haber y Weis en

presencia de superdxido y peréxido de hidrégeno (EclexiBl.y 2.4.). A su vez, el
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exceso de cobre reduce los grupos tiol de las proteinasaralo de esta forma su
estructura y actividad. De esta manera, es capaz de produdiesequilibrio entre la
concentracion de pro-oxidantes y antioxidantes, llevangioa situacion de estrés oxidativo
(Stohs y Bagchi 1995). El cobre, juega un rol importantdaeperoxidacion lipidica
mayormente por medio de la descomposicion de los hidropesdxigodicos
(LOOH)(Hermes-Lima 2004), pudiendo subsecuentemente promoanclaagénesis. De
esta manera, la peroxidacion lipidica ha sido utilizadaocaracanismo de induccién de
estrés oxidativo por exposicion a xenobibticos, espmeeiste a metales de transicion, como
el cobre. En los ultimos afios muchos estudios ecotogicol® investigaron el dafio
producido por radicales libres y parametros de estrés oxidativarias especies de peces
expuestos a metales, entre ellos el cobre. Las exposs aumentaron el malondialdehido
(MDA), subproducto del ataque de las especies reactivas denoxéggéas membranas
lipidicas, afectando también el crecimiento. A su vezja visto que la exposicion a altas
concentraciones de cobre redujo la actividad de las enzim@asxidantes (Valavanidisat

al. 2006). El cobre también puede reducir las defensas celalatiegidantes, inhibiendo
los procesos normales por los que las ROS son removidiasn As exposicion a cobre de
Rana ridibunda el dafio lipidico evaluado por MDA estuvo positivamemteatacionado
con el tiempo de exposicion, mientras que los valoreS$ld estuvieron negativamente

correlacionados (Papadimitriou y Loumbourdis 2002 ).
Fe* + H,O, — Fe’* + OH + OH (Ecuacién 2.1.)
02"+ H)O; —» O, + OH + OH (Ecuacion 2.2.)
0, + C¥" —— Q@+ Cu' (Ecuacion 2.3.)

Cu" + H,0, — CU** . OH + OH (Ecuacién 2.4.)
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2.2.3. Evaluacion de la sensibilidad de larvas de anfibios obtenidos de un ecosistema

urbano contaminado.

El Reconquista es un rio del conurbano de la Provinciauded® Aires que tiene
sus nacientesnel Partido de Moreno donde sus principales afluentegrfoyos Durazno,
La Choza y La Horqueta, sumados a otros numerosos cuesasres le dan origen.
Cercano a la cabecera se ha construido la presa Ing. Bagigeun embalse que con#ol
las crecidas del rio. Aguas abajo recibe la descarga dertp®s: del Sauce, Torres, Las
Catonas, Los Berros, Moron (éste a su vez recibedaalga de una parte de la cuenca
superior del arroyo Maldonado y Basualdg). Rio Reconquista desemboca en el Rio
Lujan en un 90 % de su caudal a través del Canal Alivimgostituyendo la principal via
de desembocadura del Rio Reconquista al Rio Lujan, agolganeste ultimo, aguas con
una alta carga contaminante, tanto organica como inorgémieatras que el 10 % restante
lo hace siguiendo el Reconquista Chico y el Rio Tigigufd 2.1.). ElI Canal Aliviador
tiene una extension de 5 km y fue construido originalmenteobjetivos de hidraulica
como consecuencia de las reiteradas inundaciones emdamas baja de la cuenca del
Reconquista, y actualmente esta destinado a la pragmativa utilizandose como Pista

Nacional de Canotaje, Remo y Esqui acuatico.

El Rio Reconquista atraviesa 84 kilbmetros de zona urimalustrial, con rumbo
dominante SONE y su cuenca ocupa un area aproximada de 167.000 hectareas abarcando
18 partidos del Gran Buenos Aires (Defensoria del Pueblo declariN2007). La cuenca
inferior del mismo recibe los efluentes no tratados cedatior de 12.000 industrias y los
desechos cloacales correspondientes a mas de 3 millEen@ersonas, con tratamiento
inadecuado o nulo. Se ha informado concentraciones dalesgiesados en aguas del
Reconquista, muy por encima de los valores permitidos pagservar la vida acuatica,
como asi también altos niveles de plaguicidas organoolsragl concentraciones de
oxigeno disuelto cercanas a cero, que junto con el dmldicio de su caudal, exceden

por mucho la capacidad de autodepuraciéon del Rio (Suarez y taor204).
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Buenos Aires
Metropolitan Region

x Sampling sites

Rio de la Plata

BUENOS
AIRES

Figura 2.1.: Mapa del Rio Reconquista en su desembocadura en el Rio Lujatsadeh Canal
Aliviador, del Reconquista Chico y del Rio Tigre, con latugricias del Rio de la Plata y del Rio
Parana.

Al tratarse de un rio de llanura con su desembocadura myynar@al Rio de la
Plata, tiene una velocidad de escurrimiento baja, yn@ntca de las aguas contaminadas
provenientes del Rio Reconquista, en su tramo final, négpa una variedad de factores,
ertre ellos, las lluvias en los tramos medio y alto aledenca; las fluctuaciones de las
mareas con influencia en el Rio de la Plata, elftwetlla aproximadamente cada 6 horas y
las “Sudestadas” (vientos fuertes del sudeste) que impiden el flujo normal de las aguas del
Rio de la Plata hacia el mar, provocando una acumul&eidia la costa del delta y fuertes
inundaciones de la zona (Suarez y Lombardo 2004). El aventzes urbanizaciones y las
actividades productivas han producido una fuerte transformdeiéambiente del rio, que
sumada a la contaminacién condicionan tanto en cantidano en diversidad la biota
acudatica siendo los anfibios los mas perjudicados (DefensoriaPdeblo de la Nacion

2007). Frente a la transformacioén del ambiente, las iespgoe sobreven lo hacen en
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base a una determinada capacidad de adaptacion o aclimatatadroataminacion
(Newman 1998). La existencia de diversos factores de exjpos@m cada ambiente,

posibilita que las poblaciones difieran en sus adaptacioaelgnataciones.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1 Obtencion de material bioldgico

Los embriones d&hinella arenarum(sapo comdn americano) se obtuvieron por

fecundacion artificial a partir de parejas de animales@slult

2.3.1.1 Obtencion vy seleccion de adultos.

Los individuos adultos fueron capturados en los alrededieelm localidad de
Lobos (35° 11" S; 59° 05" O), provincia de Buenos Aires, Argentina.

Se realizé una seleccion de animales saludables, sexualmadtgos, con pesos

mayores a 220g para las hembras y 150g para los machos.

2.3.1.2. Mantenimiento de adultos.

Los adultos fueron mantenidos, por cortos periodos de tiempm bioterio dentro

de jaulas acondicionadas, a 20 £ 1 ° C y con un fotopedi®dd/10(Luz / Oscuridad).

2.3.1.3. Ovulacién y fecundacion.

Se indujo la ovulacién de hembras adultas por la adm@niéh de una inyeccion
subcutanea de una suspension conteniendo el macerado de unsishipdfinbloga por
hembra (Pisané 1956) en 1ml de solucion ANFITOX (SA; NaCl 36mgCl 0,5mg/L;
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CaCl 1mg/L; NaHC®@ 2mg/L) (Herkovits y Pérez-Coll 1999)o por la inyeccion de
hormona heterdloga, 2500 unidades internacionales de gorfa@otroribnica humana
(Marca comercial Gonacor). Durante las horas subsitpggen general, de 16 a 20 horas
después) las hembras comenzaron a ovular. En ese noor@nthembras fueron
desmeduladas. Se masajearon para completar la expuldsatecitos que eran liberados
dentro de las ristras de gelatina, mientras que parassdtenoocitos remanentes en los
ovisacos, se abrieron los individuos ventralmente hdoiean corte longitudinal
(parasagital) desde caudal hacia cefélico tratando de neneertos vasos sanguineos

grandes y fueron extraidos.

Las ristras de oocitos fueron dispuestas en bandejagatdstimedecidas con SA,
asegurando la disponibilidad de oxigeno y medio fresco.

Una vez iniciada la ovulacion se practicO la desmeduiade los machos, se
abrieron ventralmente haciendo un corte longitudinatagamital) desde caudal hacia
cefdico tratando de no cercenar los vasos sanguineos grardedyajeron los testiculos
(retroperitoneales), que fueron macerados en SA can defobtener una suspension de
espermatozoides al 10%. La viabilidad de los espermatozoigescdmprobada por
observacion de la motilidad y morfologia al microscopidiazp Asi, los oocitos fueron

fecundadosn vitro mediante el pincelado suave de la suspension de esperitasozo

Los embriones se mantuvieron en SA a 20 + 2°C en bangégtgas, de 50 x 25 x
5 cm de profundidad conteniendo 5 litros de SA, hasta alcahzmtadio requerido para
cada protocolo experimental. Los estadios embrionaridarvwales fueron definidos de
acuerdo a Del Conte and Sirlin (1951) y Echeverria y Fidetd.6pez (198) (ANEXO),
respectivamente. La SA fue renovada y los embriones detemdonuertos fueron

registrados y retirados diariamente.

Los embriones utilizados antes de la eclosion (E.18puessa Muscular) fueron
degelatinizados, 2h después de la fecundacion, con una solud@éildéioglicélico al 2%
en SA, neutralizada a pH 7,2-7,4 con 1,35 % v/v de NaOH satlwada, de lo cual, los
oocitos fueron exhaustivamente lavados con SA (2 lavado$@dml) para evitar los

efectos nocivos del acido. Para los embriones ediegtasteclosionales, no fue necesario
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este tratamiento, ya que los mismos eclosionan de iabra@a vitelina y de la gelatina,
siendo mantenidos en SA hasta el estadio en que seratiligara los bioensayos.

2.3.2. Criterio de aceptacion del material biolégico.

La calidad y fecundidad de los huevos fue evaluada diartemeonsiderandose
aceptable una tasa de fertilidad mayor al 75 % y mas de un 76ébmida de embriones
normales al alcanzarse el estadio de néurula (E.13)(iHerkoPérez-Coll 1999)

2.3.3. Protocolos experimentales

Entre los afios 2007 y 2011 se realizaron los bioensayos domoees y larvas
provenientes de parejas independientes, habiendo repetido,mmimo tres veces, cada
uno de los protocolos experimentales que se describen auamdin. Algunos de los
bioensayos de exposicion al cobre, fueron repetidos bie$eaveces, usando embriones y

larvas de diferentes camadas.

2.3.3.1. Exposicion continua.

Se aplico el conjunto de bioensayos estandarizados ANKI[Herkovits y Pérez-
Coll 1999)

ANFIEMB: Test para estadios tempranos del desarrollo. zZHtiembriones en
estadio de Blastula temprana (E.4), expuestos a 20 + 2°Ctellré® h (7 dias), lo que
permite completar el desarrollo embrionario pd&thinella arenarum La exposicion
durante el periodo organogénico permite evaluar como puntdsdjrtanto la mortalidad
como las malformaciones, el retraso en el desarrdéorgduccion en la talla. Este test es
homologable al “early-life-stage” FETAX (ASTM 1993a), que utiliza embriones de
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Xenopus laevipor un periodo de exposicion de 96 h a 27°C, condiciomdasecuales
dichos individuos alcanzan los estadios finales delrd®gaembrionario.

ANFIAGU: Test agudo. Utiliza individuos dBRhinella arenarumen los estadios
finales de su desarrollo (E.25), evalla la letalidad agudegpatuar toxicidad hasta las 96
h de exposicion, considerando que los estandares intarakss reconocen como agudos
los test hasta las 96 h de tratamiento.

ANFICOR: Test crénico corto. Utiliza individuos dehinella arenarumen los
estadios finales del desarrollo (E.25) para evaluasXmitiad hasta las 168h (7 dias) de
exposicion. Si bien el periodo organogénico en esta etapieskirollo esta culminado y
no es recomendable para evaluar efectos teratogénicositepdanevaluacion en las

anomalias en el comportamiento.

Adicionalmente, se realizaron bioensayos de toxicidad agcmbamica corta y
cronica utilizando larvas en estadio de esbozo de mierplsisriores (S.28) dehinella
arenarum para evaluar la toxicidad hasta las 96 h, 168 h y 240 h. Bidbiperiodo
organogeénico en esta etapa del desarrollo esta culminado s mecomendable para
evaluar efectos teratogénicos, se utilizo este estadio ceferencia de la toxicidad durante
el periodo larval mas avanzado, mas alla del final del adsaembrionario y previo a la

metamorfosis.

Por otro lado, se realizaron bioensayos de toxicidad cronizamndo embriones en
estadio de blastula temprana (E.4)Rlenella arenarurmrhasta completar la metamorfosis.
Se consideré que un individuo habia culminado la metamsrfogsando habiendo
desarrollado los miembros posteriores y habiendo salidaniesiores, sufrié la reduccién

completa de la cola.

En este caso el bioensayo se prolongd por 1848 h (77 diasgacel 80 % de los
individuos controles de los expuestos desde el inicio deniiento habian concluido la
metamorfosis. Este test es comparable al ANFIEMB p&s prolongado en el tiempo de
exposicion. La diferencia radica en que en estos bigess solo se registré la letalidad,
si no el tiempo requerido y el peso de los individuodcalnzar la metamorfosis, asi como

el porcentaje acumulado de individuos que lograron metaseaf. Estos datos también
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fueron expresados como Peso Medio a la MetamorfosidMjRqjue es un promedio del
peso alcanzado por el 50% de los individuos que metamadosga! Tiempo Medio de
Metamorfosis (TMM), que es un promedio del tiempo ne@egmra que el 50% de los

individuos concluyan la metamorfosis.

2.3.3.2. Exposicion por 24 horas al cobre a partir de distintos estadios del desarrollo

embrionario y larval.

A fin de evaluar la susceptibilidad diferencial en las d&sinetapas del ciclo de
vida de Rhinella arenarumse realizaron bioensayos de exposicion por pulso de 24 h
durante el periodo embrionario, organogénico y larval. ezl estos bioensayos simulan
la exposicion “por pulsos” que ocurre con cierta frecuencia en los cuerpos receptores,

particularmente en situaciones de accideatexicologicos.

Para estos bioensayos se utilizaron embriones y larvastadio de Blastula (E.4),
Gastrula (E.11), Placa Neural (E.13), Surco Neural (E.14), Bratelal (E.17), Respuesta
Muscular (E.18), Circulacion Branquial (E.20), Boca Alde(E.21), Pliegue Opercular
(E.23), Opérculo Cerrado en la Derecha (E.24), Opérculo @bon(i.25) y esbozo de los
miembros posteriores (E.28), los cuales fueron expuestiiferantes concentraciones de
cobre por 24 h, luego de lo cual fueron exhaustivamente lavado200ml| de SA y

mantenidos en SA hasta las 168h.

2.3.4. Condiciones generales de los tratamientos.

Para cada condicion experimental, segun el métodmdesiaado ANFITOX
(Herkovits y Pérez-Coll 1999), se colocaron 10 embrionestjuicado, en camaras
formadas por aposicion de dos cépsulas de Petri de igoafiva(diametro: 10 cm) con 40
ml de solucién, asegurando la disponibilidad de oxigeno y mestiod. Simultaneamente,

se mantuvieron individuos control en SA.
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En el caso de las larvas desde el estadio de esbozs deidmbros posteriores
(E.28), se colocan 10 larvas por triplicado en camarasnaftas por aposicion de dos
capsulas de Petri de igual tamafio (20 cm) 200 ml de solucé&gyrasdo la disponibilidad
de oxigeno y medio fresco. Simultaneamente, se mantuavidividuos control en SA.

Las soluciones fueron renovadas cada 48 h y la temperatuntznida a 20 + 2°C
con un fotoperiodo de 14/10 (Luz / Oscuridad). Los efecto®¢etalsubletales fueron
evaluados cada 24 h, y se retiraron los individuos mudrésslarvas desde el final del
desarrollo embrionario o comienzo del desarrollo larebestadio de opérculo completo
(E.25) en adelante fueron alimentadas con tres gradalaimento balanceado para peces
(Tetramin-Tetra®) cada 10 larvas, cada dos dias.

2.3.5. Evaluacion de los efectos teratogénicos.

Se evaluaron los efectos teratogénicos mediante un Soopm estereoscopico
(ME) Zeiss Stemi DV4, registrandose frecuencia Yy tipandéformaciones diariamente.
Con los datos obtenidos se obtuvieron los indices teratogenios cuales fueron
calculados como el cociente entre la CL50/CE50 a un tiedepexposicion determinado
(Dawson y Bantle 1987). Cuando no se pudo obtener el indet®dénico se estimo el
potencial teratogénico, como la relacion entre el VIDEC para la letalidad y para las

malformaciones a un tiempo de exposicion determinado (Arogeizal.2011a)

Los embriones y larvas fueron fotografiados mediantecamaara Sony DSC-S90
montada en el microscopio estereoscopico. Para lavalog@En de las ultraestructuras, los
embriones fueron fijados en formol al 4%, luego deshidoatad un gradiente creciente de
acetona y preparados para microscopia electronica de béwtiel®) mediante la técnica
del punto critico, y se observaron en un equipo JEOL 5800LM &acultad de Ciencias

Exactas y Naturales y Agrimensura de la Universidad Naciondlatdkste.
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2.3.6. Evaluacion de la sensibilidad al cobre de larvas de anfibio obtenidas en ecosistemas

urbanos contaminados.

Durante los meses de Octubre/Noviembre de los afios 2008 y 2@@hiskcaron
3 charcas temporarias de apareamientdRbmella arenarumyuna ubicada en la zona
aledafia al Canal Aliviador (sitio CA), otra en el ultitnamo del Rio Reconquista (sitio
RR) y otra en el parque industrial de Tigre (PI), (Figura 2lAa)Tabla 2.3. informa sobre
la ubicacion exacta y las mediciones realizadas endfwdaa. Las poblaciones de anfibios
de las tres charcas se encuentran fisicamente sepgradasa importante zona de
urbanizacion. Tanto en el caso del sitio CA, comol edePobservo, en la misma época, el
apareamiento dRhinella fernadezaeSe visito los lugares repetidamente, verificando los
masivos cantos de apareamiento de los machos inmedmtadespués de los periodos de
fuertes lluvias y la respuesta de las hembras, generalmemtia después. Se seleccionaron
al azar tres parejas en amplexo de cada sitio y 8@ petrte de cada una las puestas que
estaban realizando en el momento. Las ristras fuertmtadas cuidadosamente, con el
agua circundante, en bolsas de polietileno y llevadeatatorio donde se pasaron a SA
para la observacion de su desarrollo embrionario, bajadadiciones descritas por el
protocolo ANFITOX.
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Figura 2.2.: Vista aérea de los sitios de muestreo (marcas rojas)| Saador (sitio CA), altimo
tramo del Rio Reconquista (sitio RR) y Pargue IndustrialigeeTPI) Distancias entre sitios de
muestreo: CA-RR: 2,04 km; RR-PI: 1,51 km; PI-CA: 1,71 km.
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Tabla 2.3.: Informacion de las tres charcas de muestreo (CA, RIR Plestaskhinella arenarum
(R.9 y Rhinella frenandezagr.f).

Sitios CA RR Pl
Latitud 34°25'13.55"S| 34°25'52.88"S| 34°26'08.91"S
Longitud 58°36'36.15"0| 58°35'31.60"0| 58°26'38.08"O

Puestas dRhinella

arenarum 3 3 3

Puestas dRhinella

fernandezae. 3 0 3
T (°C) 19,3 21,7 19,6
pH 5,8 6 5,8
Conductividad (uS 264 283 87

El porcentaje de fecundacion de todas las ovulacionesnfiedos los casos mayor
al 90 %. Una vez alcanzado el estadio de opérculo come2b)( se seleccionaron al azar
individuos de cada puesta para la realizacion de los bioensatendarizados siguiendo el
protocolo ANFICRO, bioensayo de toxicidad cronica de hasta ¥4ddi@xposicion, en el
gue se evalla la letalidad. EI mismo se inicié al finalgdatesarrollo embrionario (E.25).
En este caso para evaluar la toxicidad del cobre seatnitizZ concentraciones en un rango
de 30 a 105 pg GUL. Los bioensayos se realizaron por triplicado para cadaleras tres
puestas, provenientes de los tres sitios muestreados.t@taa las condiciones, las
soluciones se renovaron cada dos dias, como asi tarsbi@iimenté a las larvas con tres
granulos de alimento balanceado para peces (Tetrama®)etada 10 larvas, siguiendo
las condiciones generales de los bioensayos (Seccioh)2.Ba sobrevida se evalud

diariamente, de acuerdo a lo descrito en el protocolo ANFITOX
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2.3.7. Evaluacién de parametros relacionados con el estrés oxidativo.

2.3.7.1. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en

diferentes estadios del desarrollo de RhAinella arenarum.

Con el fin de evaluar distintos parametros relacionadosel estrés oxidativo se
expusieron grupos de 20 a 60 embriones por triplicado en tladies de Blastula (E.4),
Gastrula (E.11), Brote Caudal (E.17), Circulacion en la AEta2) y Opérculo Completo
(E.25) a concentraciones de 7,50 ug'@uy 15 pg CG*/L en placas de Petri de 15 cm de
diametro manteniendo siempre la carga de 4 ml/embriéndisesios experimentales se
repitieron con al menos tres puestas independientes. tBedas las condiciones, las
soluciones se renovaron cada dos dias, asi como tarabi@limento a las larvas con tres
granulos de alimento balanceado para peces (Tetramia®)etada 10 larvas, siguiendo
las condiciones generales de los bioensayos (Seccion.2.3.4.

2.3.7.2. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en larvas de
Rhinella arenarum en estadio de opérculo completo (E.25) expuestas a cobre en forma

cronica.

A tal fin se expusieron larvas al finalizar el desaora@mbrionario, estadio de
opérculo completo, a concentraciones de 38/Cly 45 C{*/L en grupos de 20 a 60 larvas
por triplicado en placas de Petri de 15 cm de diametroemimdo siempre la carga de 4
ml/embrion, durante 14 dias (336h). Los disefios experimeslepitieron con al menos
tres puestas independientes. Para todas las condiciapesglliciones se renovaron cada
dos dias, asi como también se aliment6 a las larvastres granulos de alimento
balanceado para peces (Tetramin-Tetra®) cada 10 larvgsiersio las condiciones

generales de los bioensayos (Secciéon 2.3.4
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2.3.7.3. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en larvas de

anfibio obtenidas en ecosistemas urbanos contaminados.

Con el fin de evaluar distintos parametros relacionadosel estrés oxidativo se
expusieron larvas al finalizar el desarrollo embriamaestadio de opérculo completo
(E.25), a concentraciones de cobre de 3&/Cy 45 C(/f*/L en grupos de 20 a 60 larvas
por triplicado en placas de Petri de 15 cm de didmetroemimnido siempre la carga de 4
ml/larvas, durante 14 dias (336h). Las larvas fueron obtemideante los meses de
Octubre/Noviembre de los afios 2008 y 2009 en la zona aledafia &lAbaador (sitio
CA), otra en el ultimo tramo del Rio ReconquistaddRR). Para todas las condiciones, las
soluciones se renovaron cada dos dias, como asi taseba&imento a las larvas con tres
granulos de alimento balanceado para peces (Tetramia®)etada 10 larvas, siguiendo
las condiciones generales de los bioensayos (Seccior) 2.3.4

2.3.8. Protocolos para las determinaciones de los parametros relacionados con el estrés

oxidativo

Una vez finalizados los bioensayos, tanto los embrione® das larvas expuestos y
controles fueron lavados y congelados a -20°C. Dado que $a wc@rporal se ve
incrementada por el contenido de agua, a medida que avanzidgmagbllo embrionario
(ANEXO), las muestras se resuspendieron por igual, anrde®5 embriones o larvas por
ml (volumen final) en una solucién isoténica de KCI (0,154 ddteniendo fluoruro de
fenilmetil sulfonilo (PMSF) 0,5 mM y Benzamidina 0,2 mM conmhibidores de
proteasas. Se procedié a homogeneizarlos, sobre bdfielalepor cavitacion en un potter
mediante un homogeneizador eléctrico. En los casdsseague los tratamientos abarcaron
estadios embrionarios, dado que hubo un efecto sobreasa worporal, las larvas se
resuspendieron en la misma solucién isotonica de KCI,gretma proporcion 1:5 (p/v). Se
fraccionaron alicuotas de los homogenatos totales pdetdaminacion de proteinas totales

y de sustancias reactivas con el 4cido tiobarbituriccAR®). Para las otras mediciones las
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muestras fueron centrifugadas durante 20 minutos a 11.000 x gde fircuperar la
fraccion citosolica (sobrenadante). Las determinaciordss realizaron en un
espectrofotometro de doble haz UV-Vis Shimadzu.

2.3.8.1. Proteinas Totales

Con el fin de medir las proteinas totales se emple¢ teldonée Bradford (1976). El
fundamento de dicho método consiste en la absorbanciandemuestra éacida de
Coomassie Brilliant Blue, la cual cambia su pico de alimoe 465 a 595 nm al unirse a
proteinas. De esta forma se realiza una curva de cafibracipartir de una muestra
conocida a partir de una solucion 0,1 mg/ml de albamina de boeiro (BSA). Todas las

determinaciones se hicieron por duplicado en un volumend@a)1 ml conteniendo:

e 40 mg/L Coomassie Brilliant Blue G-250 en etanol absoluto (@& @8v).
e Acido fosforico 8,5 %.

e 2,5a5,0ul de muestra.

Asi, la concentracion final de proteinas en la muestakuld mediante la aplicacion

de la siguiente ecuacion (2.5):

[proteinas] (mg/mL) = (Am- Ab) x fx 1/a

Donde, Am y Ab son las absorbancias a 595nm de la muestra lylaselo,
respectivamentéf’ es la inversa de la tangente, y “a” representa el volumen de la alicuota

ensayada,

El valor de la Abss en la ecuacion de la curva de calibracion es en el da@oa 8

pg/mL.
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2.3.8.2. Sustancias Reactivas con el Acido Tiobarbitirico (TBARS).

Con el fin de evaluar y cuantificar la peroxidaciondipd, se determind las
sustancias reactivas con el acido tiobarbitirico, el#secuales es preponderante el
malondialdehido (MDA), como subproducto del ataque de las espeaitivas de oxigeno
con las membranas lipidicas (Buegteal. 1978). Este método es ampliamente utilizado,
desde hace décadas, y aunque presenta ciertas limitaageras)siderado por ser sencillo
y un muy buen marcador positivo del dafio a lipidosgmespecies reactivas de oxigeno.

En eppendorf con tapas perforadas, se colocd una alicuothonhelgenato total
previamente obtenido, luego de lo cual se agrego 1 ml d&veeaanteniendo:

e Acido Tiobarbittrico 0,375 % viv

e Acido Tricloroacético 15 % viv

e Acido Clorhidrico 0,25 N

e Butilhidroxitolueno 680 uM en etanol absoluto (0,15 % p/v)

Luego, se calentd a “bafio maria” a 100°C durante 15 minutos. Se enfri6 en hielo y se
centrifugd durante 10 min a 10.000 x g. Posteriormente, se defetanabsorbancia del

sobrenadante a 535 nm. Se calculd la concentracioBARS segun la formula

(Ecuacion 2.6)

Abs s — Abs blancog;
= V.

i)

nmol TBARS =

Donde, “2” es el Coeficiente de extincion molar, igual a 15,6. Y “Vm” es el

Volumen de la muestra, en este caso el homogenato totas qgeal a 0,125 ml.
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2.3.8.3. Actividad Catalasa.

La enzima catalasa interviene en la dismutacion delxmEréde hidrégeno,
convirtiéndolo en agua y oxigeno. (Ecuacion 2.7)

Catalasa
2H,0p ——» 2H,0 + O, (Ecuacion 2.3

La actividad de la enzima catalasa se determind por eldméle Aebi (1984)
basado en el método de Luck (1963), el cual consiste en txidetele la desaparicion del
peréxido de hidrégeno, sustrato de esta enzima. La reacciémagina se realizdé en un
volumen final de 800 pl a temperatura ambiente y a un pH de 7,4 en un buffer fosfato de
potasio 0,05 M. Se agregd de 20 a 40 ul de muestra y se inici6 la reaccidon mediante la
adicion de 10 pl de H,O, 3 M (concentracion final en la cubeta 37,5 mM). Se tegis
inmediatamente el decaimiento inicial del peroxido cadagtindos durante 20 segundos,

mediante la medicién de la absorbancia a 240 nm.

La actividad CAT se obtiene en nanomoles a partir dedacion (2.8) de velocidad

de una reaccion de primer orden.

V =k X [H20,] =K x [CAT] x [H20;,] — [CAT] =v/K x [H,O,]  Ecuacion (2.8)

Donde v es la pendiente de la curva de caida de la cor@éntrde HO-

(Velocidad inicial a t0) y K la constante especifica dedgcion (4,6 x 107 Mx sb).

A baja concentracion de sustrato (no saturante), lziteade descomposicion del
peroxido de hidrogeno por la CATédida a tiempos muy cortos, < 30 seg.) se comporta
como una reaccion de primer orden. En este caso, & a&slie criterio, empleando el
método de Aebi (1984), pero asumiendo que la actividad es pmdra la concentracion

de sustrato consumido.
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2.3.8.4. Actividad Superdxido Dismutasa:

La enzima superéxido dismutasa cataliza la dismutacigadieal superdxido para

dar como producto peréxido de hidrogeno (Ecuacion 2.9)

Superoxido Dismutasa
O + Oy +2H » HO,+ O, (Ecuacion 2.9

La técnica para la medicion de la actividad SOD se bada eapacidad de la
enzima para inhibir la reduccién fotoquimica del Nitro Hewazolium (NBT). Asi, se
define como Unidad enzimatica (UE) la cantidad de enzima qc&peg de producir un 50
% de inhibicion en la velocidad de reduccion fotoquimica del NBTayBeamp y
Fridovich 1971).

La metodologia del ensayo consiste en utilizar evemtiog|diimicos para generar
aniones superoxido ¢OQ a partir de la oxidacion de riboflavina. Este anién se puede
detectar haciéndolo reaccionar con NBT, que al oxidarseod# qroducto azul de
formazan (AF). Cuando esta presente en la muestra lm&1®0D se inhibe la formacion
de AF, por disminucion de la concentracion dgl €l medio, por lo que la disminucion de

la velocidad de reaccion es funcion de la actividad enmianat
Para llevar a cabo la medicion, se agregaron 2,5 ndat#ivo conteniendo:

e Metionina 13 mM.

e EDTAO0,1 mM.

e NBT 75 uM.

e Buffer fosfato de potasio 0,05 M a pH 7,4

Luego, se colocaron alicuotas de 10, 20, 50 y 100 pl de sobrenadante y se llevo a

2,95 ml con Buffer, y se agreg6 50 ul de riboflavina 130 uM (la concentracion final en la
cubeta fue 2,15 uM). Se agitaron e inmediatamente se incubaron durante 10 minutos bajo
un iluminador de 2 tubos fluorescentes de 15W, a una altura de 20bre los tubos. Se

taparon con un pafo negro, hasta el momento de deteldenmiasorbancia a 560 nm.
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Para el calculo de la actividad SOD se obtuvo graficaerlamendiente de la recta
formada a partir de los valores expresados como pojeeseainhibicion (respecto del
control sin muestra enzimatica (0% de inhibicién de la redunadel NBT)) en funcion del
volumen de muestra enzimética. De esta manera, selécdicucantidad de enzima
contenida en el volumen de muestra que produce un 50 % de iG"ibde la reduccion
fotoquimica y se considerd que contiene 1 Unidad SOD.

2.3.8.5. Actividad Glutation-S-Transferasa.

La enzima glutation-S-transferasa cataliza las reaeside conjugacion con el
glutation reducido (GSH) neutralizando de este modo los agexitestes (Ecuacion
2.10).

Glutation-S-Transferasa

RX + GSH » HX+ R-S-GSH (Ecuacion 2.10)

La actividad de esta enzima fue determinada en base alav##edrito por Habig
et al (1974), midiendo la conjugacion del GSH con 1-cloro-2,4-dibénceno (CDNB)
espectrofotométricamente. La reaccion se realizé paeatura ambiente y a diferencia de
la técnica original, en la cual el pH es de 6,5, se utilizbuifer fosfato de potasio 0,05M
ligeramente basico (pH 7,4). Esta modificacion se introdujobase a observaciones
experimentales, las cuales mostraron a pH 7,4 una activileaina al orden de magnitud
mayor que la actividad registrada a pH 6,5. El volumen fieateaccion fue de 1 ml,

conteniendo 50 puL de la muestra con:

e CDNB 0,1 nM en etanol absoluto (2,05 % p/v).
e Buffer fosfato de potasio 0,05 M - pH 7,4.
La reaccién fue iniciada al agregar CDNB e inmediatagnes# registro la
formacion del complejo CDNB-S-GSH, a una longitud de onda deng40Odurante 1
minuto por intervalos de 5 segundos. La actividad enzimétigaresada como UE, se

calculé mediante la férmula (2.11)
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UE = Ri&m* V¢ (Ecuacion 2.11)

€*Vn

Donde “€” es el coeficiente de extincién molar = 9,6 M ™. “Ve” es el volumen final
en la cubeta, de Iml en este caso y “Vm” es el volumen de muestra (sobrenadante), que en
este caso fue de 0,05 mL.

2.3.8.6. Glutation reducido (GSH).

El tripéptido glutation (y-Glu-CysH-Gly) representa la principal fuente de grupos
tioles intracelulares y es el péptido de bajo peso mlaeanas abundante (Meister y
Anderson 1983). Su estructura le confiere una alta capacidad meqymidiendo donar
electrones para romper puentes disulfuros y reducir espeeaietivas de oxigeno. La forma
oxidada es el glutation disulfuro (GSSG) el cual es reducidstitativamente por la
enzima glutation reductasa, haciendo que practicamentalkdad del glutation en la

célula se encuentre en su forma reducida, GSH(Meister 1988).

Para la determinacion de glutation se utilizé el métodscrde por Anderson
(1985) el cual se basa en la oxidacion del GSH en presencia del acido 5,5 di-thiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB) a pH 7,5 (Ecuacion 2.12). El TNB presentaolor amarillo, cuya

intensidad puede ser cuantificada por su absorbancia a 412 nm.

2GSH + DTNB » GSSG + Acido 5 tio-2-nitrobenzoico (TNB)
(Ecuacion 2.12)

Para poder realizar la medicibn se desproteinizaron lastmasies determinar
(sobrenadante) mediante la adicién de acido sulfosedicil0 % en la proporcion 2:1

(muestra:acido). Luego se centrifugé por 10 min a 10.000 x g ygeerécel sobrenadante
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(muestra acida desproteinizada, sobre la cual se realiz6 la determinacion). Asi, a los 140 pL

de muestra 4cida se le agrego para llevar el volumerefibiall,

e DTNB 2 mM.

e Buffer fosfato de sodio 0,143 M pH 7,5 + EDTA 6,3 mM.

Paralelamente se realiz6 una curva de calibracion de G&spondiente a 2, 4, 6, 8y
10 nmoles de GSH / ml, utilizando para ello una soluciéon estdedaSH 1 mM en acido
sulfosalicilico al 10 %.

2.3.9. Preparacion de las soluciones.

Las soluciones de cobre fueron preparadas inmediatamaete de su uso en los
bioensayos a partir de una solucion madre. La solucion nderg,5 g/L se prepard
pesando y disolviendo la masa correspondiente de CuCl2-2H20 (pureza 99%, Lot 11570,
Riedel-de Haén) en agua bidestilada. Con el proposito deers@n la solucion se agrego
HCI hasta alcanzar un pH 1,9. Las soluciones de uso, emga d& 3 a 375 pg €L,
fueron preparadas diluyendo una segunda solucion de 30 mg CeB+/LSA. Las
soluciones de uso fueron medidas cuatro veces con untregpienetro de absorcion
atomica Perkin- EImer. El error entre las concentraciones nominalas concentraciones
medidas no superaron el 5%. La dureza de la SA estuvo sigrmpdebajo de los 2 mg/L
de CaCQy la conductividad alrededor de los 59,4 mS.

2.3.10. Analisis de datos

Las estimaciones de las Concentraciones Letalesf(€tdn realizadas mediante la
transformacion PROBIT, para lo cual se utilizé el progratae la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (US EPA 1988). En caso de dwr piilizarse dicho
programa, tanto la CL50 como la CE50 fueron calculadasamtedTrimmed Spearman

Karber. Para los tratamientos continuos se constroylas curvas de isotoxicidad (TOPS)
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en base a las CL 10, 50 y 90, desde las 24 h hasta las 168bwjtsey Helguero 1998)

Estas curvas son de importante utilidad fin de reconlosemmbrales de concentracién y
tiempo para poder comparar con los datos disponibles de lasnb@miones presentes en
efluentes o en cuerpos de agua receptores, a fin de estinesgo de las poblaciones de

anfibios, al menos paRhinella arenarumuno de nuestros anfibios autéctonos.

A fin de comparar estadisticamente las CL50 de intesg&utilizO un programa
presentado por Rodriguez (Rodriguez y Amin 1991), el cual consdgrificativa la
diferencia cuando el cociente entre la CL50 mayorGia0 menor supera el valor critico,
con un 95 % de confianza, estipulado por la Asociacion Aamicde Salud Publica
(APHA 1980).

El analisis de los datos de sobrevida y NOEC fueron acaltz mediante Test de
Chi cuadrado.

El analisis de los datos tanto del tratamiento hastamaetosis como los de estrés
oxidativo fueron realizados mediante el analisis de leanaa (ANOVA). En todos los
casos se utilizdé el programa Statistica 5.5 (StatSofiz tomparaciones multiples se
realizaron mediante el test de Tukey. Los supuestos dealdach y homogeneidad de

varianzas fueron verificados mediante las pruebas defdilliey Bartlet respectivamente.
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2.4. Resultados

2.4.1. Determinacion de la toxicidad del Cobre sobre embriones de Rhinella arenarum

expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por 168h.

2.4.1.1 Efectos letales.

La letalidad deRhinella arenarumexpuestos en forma continua por 168 h a cobre fue
evaluada mediante el protocolo ANFITOX y esta represergadaperfiles de toxicidad
(TOP) con las CL 10, 50 y 90 en funcion del tiempo de exposicio

La toxicidad del cobre mostro ser tiempo dependientebServdé un aumento significativo
a lo largo del tiempo de exposicion (168 h) de siete vedesitadad inicid. Asi la CL50-
24 h fue 137 (116,6-158,6) pug €L y la CL50 al final de la exposicién (168 h), cuando
los embriones controles alcanzaron el estadio de OGlpéompleto (E.25), fue 19,5 (16,2-
24,4) ug Ca'/L. Se observé un aumento diario significativo en ladidsid, desde las 48 h
con una CL50 de 108,1 (90,2-127) ug*@y a las 72 h y CL50 de 42,7 (34-52,9) ug
CU'/L, cuando los embriones controles estaban en Tubo NéHra6) y Respuesta

Muscular (E.18), respectivamente (Figura)2.3

No se encontraron diferencias en la susceptibilidae ¢srdiferentes camadas, asi

el coeficiente de variacion en la susceptibilidad de lgsnas no superé el 12,3% (Tabla

2.4).
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Tabla 2.4.: Concentraciones letales 50 (ug?@L) a diferentes tiempos, con sus intervalos de
confianza para embriones Bé&inella arenarunprovenientes de diferentes camadas de tratados en
forma continua con cobre desde el inicio del desarrollo endrimrblastula (E.4).

CL50-96h| IC(-)CL50| IC(+) CL50| CL50-168| IC(-)CL50| IC(+) CL50
36 27 g R T I
30 25 43 22 20 27
---------- 22,6 22 23
39 30 47 24 22 26
35 26 54 20 10 43
---------- 19 16 21
42 31 54 20,5 17,8 23,7
350 — B — = — CL10
CL50
2300_ ---x-- CL90
&:
O 250 b
o
=
= 200 -
=)
o
© 150
c
3
e 100 -
o
(&
50
Nt g —FE—_—
O I I I I I I 1
0 24 48 72 96 120 144 168
Tiempo (h)

Figura 2.3. Perfil de isotoxicidad. Representacién de las CL 10, 50 y9fys intervalos de
confianza, de Cobre sobRe arenarumdesde el inicio de su desarrollo (E.4) a lo largo de 168h de
exposicion. * Diferencia significativa de la CL50 respectdadeorrespondiente para el dia anterior
(p <0,05).
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2.4.1.2 Efectos subletales

Los embriones expuestos desde el estadio de Blastdipdik.adelante mostraron
anormalidades directamente relacionadas con la coacént y tiempo de exposicion. Los
embriones expuestos a concentraciones mayores de 180 i, Qietuvieron su
desarrollo embrionario entre la Blastula (E.4) y la @destinicial (S.11), presentando
disociacion celular, desprendimiento de plaquetas viteliaasa el espacio perivitelino.
Los embriones tratados hasta con 105 ptjf/Csolo lograron alcanzar el estadio de Brote
Caudal (E.17) aunque el 30% presenté anomalias morfologicaspptinente en la region
abdominal (Figura 2.4.). Los embriones tratados entre®yg Ca'/L no desarrollaron
mas alla del estadio de Boca Abierta (E.21), mientraslaguexpuestos a 15 pg €L
desarrollaron solo hasta el estadio de Pliegue Operqida23). Las principales
malformaciones observadas fueron retraso en el désatatla reducida, incurvaciones en
el eje, microcefalia, acefalia, microftalmia, subdesfrrde branquias y de aleta caudal
(Figura 2.4. y 2.5.). El potencial teratogénico del cobrenesio como la relacion entre el
valor NOEC para la letalidad (15 pg i) y para las malformaciones (7,5 ug%iL), a

las 168 h result6 igual a 2.
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c) — =38 d)

Figura 2.4. Imagenes obtenidas por microscopia Optica de embriondlhihella arenarum
tratados con cobre desde el inicio del desarrollo embrio(tadd a las 48 h. (a) Control en estadio
de Tubo Neural (E.16). (b) Exposicion @5 pg Cu®/L, se observa disociacion celular y
desprendimiento hacia el espacio perivitelino. (c) y (d) Exjgws& 180 ug CU/L, se observa un
retraso en el desarrollo y/o detenimiento del mismo en Gasprdsentaron disociacién celular,
desprendimiento de plaguetas vitelinas hacia el espacio pérnivitescala: 1mm.
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Figura 2.5 Imagenes obtenidas por microscopia electronica de barridmbidones dérhinella
arenarumtratados con cobre desde el inicio del desarrollo embrio(&dd por 168 h. (a) Control
en estadio de opérculo completo (E.25) magnificacion (M) 23X.Cdtrol, detalle de las
estructuras bucales, M: 180X. (c) Exposiciéon a 15 ug Cu®/L: Puede observarse retraso en el
desarrollo, reduccion en la talla, microcefalia, agends branquias y incurvacion en el eje, M:
65X. (d) Exposicién a 15 pg Cu®’/L: Obsérvese el retraso en el desarrollo, reduccion ¢alléa
incurvacion en el eje, M: 60X. (e) Exposicion a 15 pg Cu®’/L: se observan malformaciones en la
region oral y branquiad: 110X. (f) Exposicion a 15 ug Cu?’/L: Detalle de malformaciones en las
estructuras bucales, M: 180X.
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2.4.2. Determinacién de la toxicidad del Cobre sobre larvas de Rhinella arenarum

expuestas en forma continua a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25) por 168h.

2.4.2.1. Efectos letales

La respuesta letal de las larva s al inicio de su ddsar@pérculo Completo
(E.25), frente al cobre también fue evaluada mediantetdqio ANFITOX, e informada
mediante la representacion de los datos obtenidos ea e perfiles de toxicidad (TOP)
construidos a partir de las CL 10, 50 y 90 a distintos tiemdpasxposicion.

A diferencia de la exposicion desde el inicio del dedarerhbrionario, Blastula
(E.4), para el caso de las larvas no se encontrafienentias significativas en la toxicidad
a lo largo del tiempo de exposicion, asi las CLs50 d84dsy a las 168 h fueron 54 (43
63) pg CAG'/L y 51 (45-57) pug Ca'/L, respectivamente (Figura 2.6).
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Figura 2.6.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 30980y sus intervalos de
confianza, del cobre sobfe arenarumdesde el inicio del desarrollo larval (E.25) a lo largo de
168h de exposicion. * Diferencia significativa de la CL50 regpéetla correspondiente para el dia
anterior (p < 0,05).
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2.4.3. Determinacion de la toxicidad del Cobre sobre larvas de Rhinella arenarum
expuestas en forma continua a partir del estadio de Esbozo de los Miembros
Posteriores (E. 28) por 168h.

2.4.3.1 Efectos letales.

A fin de obtener mayor informacion de la toxicidad del cobt®es el desarrollo
embrio-larval deRhinella arenarunse realiz6 un tratamiento continuo desde el estadio de
esbozo de los miembros posteriores (E.28) por 168h. Didldi@smostré una mayor
resistencia al cobre, que resultdé 2.5 veces superiomraspecto al estadio larval mas
temprano, E.25. En este estadio larval mas avanzadoxiéadad del cobre volvié a ser
dependiente del tiempo de exposicion, asi la CL50 a lasyZ2# las 168 h fueron de 138,6
(137 - 150) pg Ca'/L y 104 (100- 110) pg Ca'/L (Figura 2.7). Cuando se prolongé el
tratamiento hasta las 240 h, se continud registrando umsuee la toxicidad hasta una
CL50 de 73 (82 63) pg Ca'/L.
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Figura 2.7.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 10960ysus intervalos de

confianza, del cobre sobre larvas Be arenarum(E.28) a lo largo de 168h de exposicion. *
Diferencia significativa de la CL50 respecto de la correspatidpara el dia anterior (p < 0,05).
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2.4.4. Determinacion de la toxicidad del Cobre sobre Rhinella arenarum expuestos en
forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4), hasta completar la

metamorfosis (1128 h).

Al observarse efectos sobre la sobrevida, tanto depeeslidel tiempo como del
estadio de exposicion, y con el fin de aumentar la cidad de la exposicion y abarcar
mayores tiempos del ciclo embrio-larval, asi comduavralos posibles efectos del cobre
sobre la metamorfosis dehinella arenarumse realiz6 un tratamiento continuo desde el

inicio del desarrollo embrionario, Blastula (E.4), bastmpletar la metamorfosis.

Al igual que el tratamiento continuo desde Blastula (E.4)168 h, se registré un
rapido aumento en la susceptibilidad de los embriones de cascé® desde el inicio del
desarrollo embrionario (E.4) con una CL50 -24 h de 182 {1968) pg C&'/L hasta el
comienzo del desarrollo larval (E.25), a las 168 h, com GL50 de 20 (2% 19) ug
CU'/L. Al extenderse la exposicién, el incremento en laicidad se estabilizo,
registrandose aumentos en la susceptibilidad diarios jpesignificativos hasta el dia 47
con una CL50 de 14 (1711) pg Ca'/L (Figura 2.8.).
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Figura 2.8.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 10960ysus intervalos de
confianza, de cobre sobiR. arenarumdesde el inicio del desarrollo embrionario (E.4) hasta

alcanzar la metamorfosis (1128h). * Diferencia significatida la CL50 respecto de la
correspondiente para ehdinterior (p <0,05).

Con el fin de analizar los posibles efectos del cobitwesla metamorfosis de
Rhinella arenarumse evalu6 tanto el peso corporal de los individuos ahembo que
algunos de los individuos comenzaron a metamorfoseanp cel Peso Medio a la
Metamorfosis (PMM, promedio del peso del 50% de lds/ziduos metamorfoseados) y
el Tiempo Medio de Metamorfosis (TMM, promedio delmj@ necesario para que el 50%

de los individuos concluya la metamorfosis).

A las 1128 h (47 dias) de exposicién, cuando algunos de losidinos
metamorfosearon, los porcentajes de sobrevida de oS y los tratamientos de 7,5 g
CUW'/L, 12 pg CaG'/L y 21 pg Ca'/L fueron de 83%, 80%, 57% y 13%, respectivamente.

Al evaluarse el peso corporal a los 47 diasxgesicion se observd una disminuciéon

significativa para los individuos expuestos a 7,5 pg/Cu(Figura 2.9.).
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Figura 2.9 Peso de las larvas d®. arenaruntratadas con cobre a partir del inicio del desarrollo
embrionario (E.4) a los 47 dias de exposicion.

El Tiempo Medio de Metamorfosis resultd significativaubee mayor para los
organismos expuestos al tratamiento de 7,5 [f§fICque para los controles, no asi para el
tratamiento de 12 pg GlL, a pesar de estar en el rango de la CL50 que para loss47 dia
fue 14 (17- 11) pg C&'/L (Figura 2.10).
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Figura 2.10: Tiempo Medio de Metamorfosis (TMM, promedio del tiempo sade para que el

50% de los individuos concluyan la metamorfosisRdarenarumtratados con cobre a partir del
inicio del desarrollo embrionario (E.4).
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Al evaluarse el Peso Medio a la Metamorfosis no seomraron diferencias
significativas entre los tratamientos, por lo que toldssindividuos alcanzaron un peso

similar al de los controles en el momento de culmimanétamorfosis (Figura 2.11.)
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Figura 2.11: Peso Medio a la Metamorfosis (PMM, promedio del peso del 5086 dedividuos
metamorfoseados) d® arenarumratados con cobre a partir del inicio del desarratibréonario

(E.4).

Al finalizar el ensayo, a las 1848 h (77 dias), el 80 % denttigiduos controles de
los expuestos desde el inicio del bioensayo habian condéuidetamorfosis, sin embargo
un porcentaje elevado de individuos tratados con 7,5 p&j/L.Cuo habian logrado
metamorfosear. Evaluando el porcentaje acumulado devidnds que alcanzd la
metamorfosis en relacion a los expuestos desde el coonilmh desarrollo, se encontré una
diferencia significativa (p<0,001) de los tratados copeet® a los controles, asi el nUmero
de individuos metamorfoseados fue mayor en los costrokin embargo, ambos
tratamientos con cobre resultaron con el mismo mbagede individuos metamorfoseados

aun correspondiendo una de las concentraciones al valBENSal (7,5 pg CU/L) y otro
ala CL50 (12 pg CU/L) (Figura 2.12).

Por otro lado, cuando se analiza el porcentaje acumuladhalig@luos que alcanzé

la metamorfosis en relacion a los sobrevivientaiaal7, los individuos expuestos a 7,5
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g CH*/L metamorfosearon en menor porcentaje que los expuest®sig CE'/L, que si
bien éstos ultimos resultaron en una mayor mortalidathHos 47 dias de exposicion, los
individuos que lograron sobrevivir dicho periodo metam@dosn en proporciones
similares a los controles (Figura 213.
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Figura 2.12: Porcentaje acumulado de individuos que alcanza la mdisiso en relacidon a los
expuestos a cobre desde el comienzo del desarrollo embrionaiio @.tiempo inicial (49 dias)
corresponde  al momento que comienzan a  metamorfosear los rgmime
individuos.
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Figura 2.13: Porcentaje acumulado de individuos que alcanza la mdtsiso en relacién a los

sobrevivientes al dia 47 de los expuestos a cobre desde el comiedesateollo embrionario

(E.4). EI tiempo inicial (49 dias) corresponde al momento queecaan a metamorfosear los
primeros individuos.
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2.4.5. Determinaciéon de la toxicidad del Cobre sobre RhAinella arenarum expuestos por

24 horas a partir de distintos estadios del desarrollo embrionario y larval.

2.4.5.1. Efectos letales

La evaluacion de la susceptibilidad estadio-dependientRhileella arenarum
mediante exposiciones al cobre por pulsos de 24 h en 120estifdrentes del desarrollo
embrionario y larval, y la representacion de la toxitidediante la CL10, 50 y 90 a las 24
h, nos permite encontrar el estadio o periodo del d#feamas susceptible. Asi, en el caso
del cobre los embriones durante los primeros estadicsi diesarrollo (Blastula (E.4) y
Gastrula (E.11)) presentaron una mayor resistencia al @t una CL50 de 137 (116,6-
158,6) pug CE/L y 154 (124— 176) ug C&'/L, respectivamente. Luego se registrd un
aumento en la toxicidad desde Placa Neural (E.13) hasta Respdescular (E.18),
resultando desde este estadio hasta Boca Abierta (E.Zi5témBos mas susceptibles, asi la
CL50 més baja resulté en 17 (15,8 - 18,4) pd'fCupara el estadio de Circulacion
Branquial (E.20). Desde el estadio de Pliegue Opercular (Eni2&)elante la resistencia al
cobre aumenté gradualmente hasta alcanzar en el edadiisbozo de Miembros
Posteriores (E.28) una CL50 de 138,61 (128,390,3) pg CH/L (Figura 2.14).
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Figura 2.14.: Concentraciones letales 10, 50 y 90 a las 24 h para 12 estddiesateollo deR.
arenarumexpuestos a cobre.

2.4.5.2. Efectos subletales.

La susceptibilidad estadio-dependiente, evaluada medigmbsiewnes por 24 h en
12 estadios del desarrollo embrionario y larval, tambpiémitié identificar el rango de
concentraciones que produjeron malformaciones y efectosrsadven cada estadio
evaluado. La tabla 2.5 resume las principales malformacypaesrmalidades observadas
en los embriones y larvas. Desde el estadio de Bld&uahasta Brote Caudal (E.17), los
tratamientos con cobre causaron efectos teratogémitaxgando incluso los estadios mas
tardios (Figura 2.15 Los efectos adversos mas severos en los embriaresnf forma
irregular, disociacion celular severa y liberaciomptieuetas vitelinas. Los embriones en
estadios de desarrollo mas tardios mostraron mialeesubdesarrollo de branquias,
microftalmia, agenesia de ojos, malformacion de las esmagbucales y adhesivas, fallas
en el cierre del opérculo, subdesarrollo de cola y aetalal, incurvaciones en el eje,
edemas abdominales y subdesarrollo y agenesia del inotesim relacion con las

concentraciones de exposicion. Las exposiciones al ndetsde los estadios de Respuesta
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Muscular (E.18) hasta Opérculo Completo (E.25) produjerombitan malformaciones
severas; los embriones y larvas sufrieron reducaioel ¢amafio del cuerpo, retraso en el
desarrollo, hidropesia severa en las branquias y en emebdalesarrollo anormal del

intestino y subdesarrollo de la cola (Tablg)2.5

Por otro lado se registraron efectos neurotéxicos, evaluaddsavas del
comportamiento andmalo como nado erratico y movimieegpasmaodicos. Si bien estas
alteraciones solo pudieron ser registradas a partestiatlio de Respuesta Muscular (E.18)
cuando comienzan a moverse, fueron observadas enldésdostamientos con cobre desde
3,75 y 7,5 ug Ci/L, incluso en los tratamientos por pulso de 24 h en estadios

embrionarios tempranos.
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Tabla 2.5: Principales malformaciones producidas por la exposicion a @abreulsos de24 h en diferentes estadios embrionarios yeardal

R.arenarum

Blastula (E.4)

Gastrula (E.11)

Estadios Neurales
(E.13; E.14)

(E.17)

Organogénesis
(E.18; E.20; E.21) (E.23)

(E.24; E.25)

Anormalidades

cefélicas
(microcefalia/

acefalia)

Malformaciones

bucales
Agenesia/
subdesarrollo de

branquias

Agenesia/
subdesarrollo
de la cola
Incurvaciones
en el eje
Edemas

Reduccioén de talla

Tapodn vitelino
persistente
Anormalidades
cefalicas
(microcefalia/
acefalia)
Malformaciones
bucales
Agenesia/
subdesarrollo de
branquias

Agenesia/
subdesarrollo
de la cola
Incurvaciones
en el eje
Edemas

Reduccién de talla

Anormalidades
celicas
(microcefalia/
acefalia)
Malformaciones
bucales
Agenesia/
subdesarrollo de
branquias

Agenesia/
subdesarrollo
de la cola
Incurvaciones
en el eje
Edemas

Reduccion de talla

Anormalidades
cefalicas
(microcefalia/
acefalia)
Malformaciones
bucales
Agenesia/
subdesarrollo de
branquias
Fallas al cerrar
el operculo
Agenesia/
subdesarrollo
de la cola
Incurvaciones
en el eje
Edemas
Agenesia de intestino
Reduccion de talla

Malformaciones

bucales
Agenesia/
subdesarrollo de
branquias
Fallas al cerrar Fallas al cerrar
el opérculo el opérculo
Agenesia/ Agenesia/
subdesarrollo subdesarrollo
de la cola de la cola
Incurvaciones Incurvaciones
en el eje en el eje
Edemas Edemas

Agenesia de intestinc Agenesia de intestin

Reduccioén de talla Reduccién de talla

Incurvaciones

en el eje
Edemas
Agenesia de intestinc
Reduccion de talla
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Figura 2.15: Ejemplos de imagenes de microscopia electrénica de barridorgsoupia 6ptica de
las principales malformaciones producidas por exposicion Rdearenaruma Cobre. (a-e)
Tratamiento continuo desde blastula, (a) control en E.25; lkbexposicion a 15 pgCu?'/L muestra
(b) retraso en el desarrollo, reduccion en la talla,rooefalia, agenesia de branquias y
incurvaciones en el eje, en (c) se observan malformacemés boca y branquias, y en (d) y (e)
edemas abdominales y cardiacos, y desarrollo anormal detinoté-i) Exposiciones a Cobre por
24 h, (f) vista ventral de un embrién expuesto a 180 ugCu®* /L en estadio de blastula; nétese la
disociacion celular y la falla en el proceso de gastrulagid(g) vista lateral de un embrion
expuesto a 7 ugCu®'/L en estadio de gastrula, con tapén vitelino persistentascetm el desarrollo
y disociacion celular; (h) vista lateral de un embrién corgrolTubo Neural (E.16) y (i) vista
lateral de un embrion expuesto a 3 pgCu® /L en Surco Neural (E.14). Nétese la disociacion celular
en toda la superficie epitelial.
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2.4.6. Sensibilidad de larvas de anfibios de un ecosistema urbano contaminado

2.4.6.1. Comparacion de la susceptibilidad al cobre en larvas de Rhinella arenarum

provenientes de distintos sitios.

La letalidad de las larvas dghinella arenarumprovenientes de la zona aledafa al
Canal Aliviador (sitio CA), del altimo tramo del Rio Rexjuista (sitio RR) y del Parque
Industrial de Tigre (PI), (Figura 2.2.distintos sitios urbanos contaminados, expuestas en
forma continua por 240 h a cobre, fue evaluada mediaptetelcolo ANFITOX.

La susceptibilidad fue representada mediante las CL50 pagpdssicion aguda
(96h) y cronica (240 h).

Las CL50 para las 96 y 240 h fueron, respectivamente, 38 (35y-3BL)32- 38)
g CH'/L para las larvas del sitio CA; 51 (4755) y 46 (43- 50) pg CG'/L para las del
sitio RR y de 56 (52 60) y 56 (52- 59) ug Ca'/L para el sitio Pl (Figura 2.16.). Asi, el
orden de susceptibilidades, de acuerdo a estos valores srs@R>RR>PI, verificandose

diferencias significativas entre todos ellos al cab@g&40 h.
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Figura 2.16: Concentraciones Letales 50, y sus intervalos de confianzapde agudas (96 h) y
cronicas (240 h) para las larvas Réinella arenarumprovenientes de un ecosistema urbano
contaminado, de la zona aledafia al Canal Aliviador (€%, del dltimo tramo del Rio
Reconquista (sitio RR) y de la zona del parque industrialigke TPI). Letras distintas indican
diferencias significativas entre las CL50 (p <0,05).

2.4.6.2. Comparacion de la susceptibilidad al Cobre de larvas de RhAinella arenarum

y Rhinella fernandezae provenientes de distintos sitios urbanos contaminados.

La letalidad de las larvas d@hinella fernandezagrovenientes de distintos sitios
urbanos contaminados, expuestas en forma continua por 240 breg fwe evaluada
mediante el protocolo ANFITOX. La susceptibilidad fue represintaediante las CL50
para la exposicion aguda (96h) y cronica (240 h).

Las CL50 para las 96 y 240 h fueron, respectivamente, 58 §2%y 40 (38- 42)
pg CH'/L para las larvas del sitio CA; y 48 (5352) y 25 (12- 31) pg Ca'/L para el sitio
Pl. No fue posible evaluar la susceptibilidad para el Rio(Figura 2.17). Asi, el orden de
susceptibilidades, de acuerdo a estos valores resulté e R| verificandose diferencias
significativas entre ellos al cabo de las 240 h. De gwnera, la diferencia en la
susceptibilidad ddr. fernandezaey R. arenarumse ve sujeta al lugar de origen de las

puestas, mientras que las larvids fernandezaegrovenientes del sitio CA resultaron
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significativamente mas resistentes dRearenarumtanto en la exposicion aguda como
cronica, este resultado se vio invertido para el sitidd?ide las larvas dB. arenarum

resultaron significativamente mas resistentes.
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Figura 2.17: Concentraciones Letales 50, y sus intervalos de confianzabde agudas (96 h) y
cronicas (240 h) para las larvas Rhbinella fernandezaerovenientes de un ecosistema urbano
contaminado, de la zona aledafia al Canal Aliviador Gitipy de la zona del parque industrial de
Tigre (PI). Letras distintamdican diferencias significativas entre las CL50 (p <0,05).

2.4.7. Evaluacion de parametros relacionados con el estrés oxidativo, como consecuencia

de la exposicion a cobre.

2.4.7.1. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en diferentes

estadios del desarrollo de RhAinella arenarum.

Con el fin de evaluar la respuesta estadio-dependients éelariones d&hinella
arenarum en relaciéon a los parametros de estrés oxidativo emafgoreliminar, se
expusieron embriones en cinco estadios del desareddlogonados (E.4, E.11, E.17, E.22
y E.25) a concentraciones de 7,5 pgf'@uy 15 pg Ca'/L por 24 h. De esta manera, se
evaluo el nivel de sustancias reactivas con el acidorbiabeco (TBARS) como indicador

indirecto del dafio a lipidos, observandose una tendenei@erte en funcion del
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tratamiento, significativa para el estadio de Blasthld), aunque no significativa para el
estadio de Circulacion en la Aleta (E.22). Con respadus niveles basales referidos por
individuo, no se encontraron diferencias significativaseelos diferentes estadios (Figura
2.18.).
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Figura 2.18: Peroxidacion lipidica en embriones e arenarumexpuestos a cobre en diferentes
estadios embrionarios durante 24 h. * Diferencia significatgpecto del control correspondiente
(p<0,05).

La actividad catalasa basal a lo largo del desarrolloriemario, para los estadios
estudiados, mostré una leve disminucion en el estadicate Baudal (E.17), seguida por
un notable incremento de 8 veces en el estadio de Gii@nlan la Aleta (E.22). Hacia el
comienzo del desarrollo larval (E.25), la actividad catalalcanza su minimo,

descendiendo mas del 90% respecto del maximo alcanzado erriguza @.19.

Con respecto a la exposicion al cobre, la actividad em@naresultd
significativamente alterada respecto a los control@s f@ara la concentracion mas elevada
en el caso del estadio de Blastula (E.4), como parasaitnhtamientos en el estadio de
Circulacion en la Aleta (E.22). Sin embargo, mientras eqjuel primer caso la actividad

resultdé incrementada a mas del doble, al alcanzar #pa airganogenética la actividad
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disminuyé un 36 % y 44,5 % al tratarse los embriones cbny715 pug C&'/L,
respectivamente. (Figura 2.19).
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Figura 2.19.: Actividad catalasa en embriones Re arenarumexpuestos a cobre en diferentes
estadios embrionarios durante 24 h. * Diferencia significatiggecto del control correspondiente
(p<0,05).

2.4.7.2. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en larvas de
Rhinella arenarum en estadio de opérculo completo (E.25) expuestas a cobre en

forma cronica.

A fin de evaluar los efectos crénicos sobre los parasetiacionados con el estrés
oxidativo se expusieron larvas dRhinella arenaruma partir del estadio de Opérculo
Completo (E.25) durante 14 dias a 30 y 45 p§/CuSi bien ambos valores se encuentran
comprendidos dentro de la CL 10, la concentracién de 30 fig.Ge encuentra dentro del

limite de confianza inferior, y 45 pg €L dentro del superior.

Como se puede observar en la Figura 2.20 los tratamieringos no afectaron

significativamente el contenido de proteinas, hecho quefhetiiele la utilizacion, en este
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estadio, del contenido de proteinas totales para referiresb de los parametros
determinados, a diferencia de lo registrado en la comipara lo largo del desarrollo

embrionario (Anexo).
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Figura 2.20 Contenido de proteinas en larvasRienella arenarunexpuestas a cobre durante los
primeros 14 dias del desarrollo larval.* Difecia significativa respecto del control (p<0,05).

Como indicador de peroxidacion lipidica, se determinaasnslistancias reactivas
con el acido tiobarbiturico, entre las cuales es prepantie el malondialdehido (MDA),
como subproducto del ataque de las especies reactivas deocokieras membranas
lipidicas. La exposicion al metal aumentd en fact@8sy 7, la peroxidacion lipidica en

las larvas tratadas con 30 y 45 ud @y respectivamente (Figura 2.21.).
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Figura 2.21: Peroxidacion lipidica en larvas d® arenarumtratadas con cobre durante los
primeros 14 dias del desarrollo larvaDiferencia significativa respecto del control (p<0,05).

La actividad de la enzima catalasa no sufri6 modifooaes significativas bajo

ninguno de los tratamientos con cobre (Figura 2.22.
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Figura 2.22 Actividad catalasa en larvas Be arenaruntratadas con cobre durante los primeros
14 dias del desarrollo larval. * Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).
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La evaluacion de la actividad enzimatica de la superdxido uthsa resultd
alterada, mostrando un aumento significativo del 54% cqecés al control en las larvas

expuestas a 30 ug EiL de cobre. (Figura 2.23.).
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Figura 2.23: Actividad superoxido dismutasa en larvasRierenaruntratadas con cobre durante
los primeros 4 dias del desarrollo larval. * Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).

La actividad glutation-S-transferasa no se vio afectagaifisativamente por
ninguno de los tratamientos aplicados (Figura 2.24.). Tamgmobservaron cambios en el

contenido de glutation reducido, en relacion al controh panguno de los tratamientos
(Figura 2.25.
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Figura 2.24.: Actividad glutation-S-transferasa en larvasRderenaruntratadas con cobre durante
los primeros 14 diadel desarrollo larval. * Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).
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Figura 2.25 Contenido de glutatién reducido en larvasRdearenaruntratadas con cobre durante
los primeros 14 dias del desarrollo larval. * Béfeia significativa respecto del control (p<0,05).

2.4.7.3. Evaluacion de los parametros relacionados con el estrés oxidativo en larvas de

anfibio obtenidas en ecosistemas urbanos contaminados.

A fin de determinar los efectos crdonicos sobre los paraseelacionados con el
estrés oxidativo y de evaluar la posible diferencia esukceptibilidad de dos de las
camadas obtenidas en el ecosistema urbano contaminag@usgeron larvas dehinella

arenarumobtenidas en la zona aledafia al Canal Aliviador (6 y en el ultimo tramo
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del Rio Reconquista (sitio RR), a partir del estadio dér€@po Completo (E.25) durante
14 dias a 30 y 45 pg €.

Las puestas del sitio CA, resultaron méas susceptiblefopgue no se obtuvieron
resultados para la exposicién a 45 ug'@y para ninguno de los pardmetros evaluados,
debido a la alta tasa de mortalidad registrada.

Las larvas expuestas a cobre mostraron peroxidacidatichpgignificativamente
mayor respecto a sus controles (Figura 2.26.).
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Control (CA) 30 UL (CA)  control (RR) 30 no/L (RR) 45 pglL (RR)
Tratamiento

Figura 2.26.: Peroxidacion lipidica en larvas Be arenarunprovenientes de un ecosistema urbano
contaminado, de la zona aledafia al Canal Aliviador (€89 y en el Ultimo tramo del Rio
Reconquista (sitio RR), tratadas con cobre durante los méniet dias del desarrollo larval. *
Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).

Con respecto a la actividad de la enzima catalasa, emamntraron diferencias
significativas ni entre los tratamientos, ni entre logleis basales de las diferentes camadas
(Figura 2.27.)Por su parte, en el caso de la superdxido dismutasa lossnbasales de la
actividad enzimatica fueron significativamente mayoredasnpuestas provenientes del
sitio CA. Sin embargo, en este caso, no hubo difeasrem la actividad enzimatica de las

larvas tratadas y controles, mientras que se evidenagidtable y significativo incremento
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de hasta 3 veces de la actividad SOD por efecto del coblas gruestas del sitio RR.
(Figura 2.28.).
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Figura 2.27.: Actividad catalasa en larvas Be arenarumprovenientes de un ecosistema urbano
contaminado, de la zona aledafia al Canal Aliviador (€i#9 y en el Gltimo tramo del Rio
Reconquista (sitio RR), tratadas con cobre durante los ms$niet dias del desarrollo larval. *
Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).
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Figura 2.28.: Actividad superéxido dismutasa en larvas Rle arenarumprovenientes de un
ecosistema urbano contaminado, de la zona aledafia al Alaedior (sitio CA) y en el dltimo
tramo del Rio Reconquista (sitio RR), tratadas con adimante los primeros 14 dias del desarrollo
larval. * Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).
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La actividad basal de la enzima glutation-S-transfer@sabién resulté ser
significativamente mayor en las larvas del sitio CAinismo, se observo solo en el caso

de los individuos provenientes del sitio RR un aumermgnifsiativo en los valores de la

actividad enzimatica (Figura 2.29.).
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Figura 2.29: Actividad glutation-S-transferasa en larvas Rle arenarumprovenientes de un
ecosistema urbano contaminado, de la zona aledafia al Aaedor (sitio CA) y en el Ultimo
tramo del Rio Reconquista (sitio RR), tratadas con adimante los primeros 14 dias del desarrollo

larval. * Diferencia significativa respecto del control (p<0,05).

El contenido basal de glutation reducido también resujdifeiativamente diferente
entre los individuos provenientes de los dos sitios. Téamdm este caso se repitio el patron
registrado en las actividades SOD y GST, donde no se olmsedifarencias significativas
entre los individuos expuestos a cobre para los indiviguwosenientes del sitio CA,
mientras que si la hubo para ambos tratamientos conetdl ren los individuos
provenientes del sitio RR, dicho aumento en el contesredglutation reducido fue de entre

casi 1,5y 2 veces mayor en los tratamientos (Fig®)2.
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Figura 2.30.: Contenido de glutation reducido en larvas Rlearenarumprovenientes de un
ecosistema urbano contaminado, de la zona aledafia al Aasedior (sitio CA) y en el Gltimo
tramo del Rio Reconquista (sitio RR), tratadas con odimante los primeros 14 dias del desarrollo
larval. * Diferencia significativa respecto del cant{p=<0,05).
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2.5. Discusion

Los resultados mostraron una alta toxicidad del cobreedob embriones y larvas
de Rhinella arenarumtanto en exposicion continua como por pulsos de 24 h eermtiésr
estadios de desarrollo.

Las curvas de isotoxicidad, curvas TOP’s, representan faemoaciones que
ejercen el mismo grado de efecto adverso para diferégesas de exposicion (Herkovits
y Helguero 1998), por lo que seria de gran importancia incorpmearléodos los estudios
de toxicidad. El aumento significativo en la toxicidad delreaibservada en el bioensayo
continuo desde blastula (E.4), con una CL50- 24 h de 137 fif Cque descendi6 a 42,7
g CU'/L en el estadio de tubo neural (E.17), para continuaredds&ndo a 19,5 pg
CU'/L en el estadio de opérculo completo (E.25), anticipaba @meanta susceptibilidad
estadio-dependiente al cobre, luego confirmada por lenséyos de exposicion por pulsos

en diferentes estadios.

En general, los embriones en estadio de blastula (E.4tru@a(E.11) mostraron la
mayor resistencia al cobre, mientras que los estamliganogénicos fueron los mas
susceptibles, de esta manera la susceptibilidad de los epsrammentd desde la
neurulacion (E.13), hasta la aparicion de los primeros mewntos, Respuesta Muscular
(E.18), resultando desde este estadio hasta Boca Alfier?d) los estadios mas
susceptibles. Asi, el estadio de Circulacion Branq&&lQ) tuvo la CL50 mas baja con un
valor de 17 (15,8 - 18,4) pg €IL. Desde el estadio de Pliegue Opercular (E.23) en
adelante, la resistencia al cobre aumentd gradualmesiz dlaanzar valores similares a
los obtenidos para blastula y gastrula, asi, la CL50 datiiesde esbozo de miembros
anteriores (E.28) fue de 138,61 (128,d50,3) pg Cti. Este patron de susceptibilidad
diferencial, dentro de los estadios embrionarios, tdmhie descripto para otros metales,
como plomo (Pérez-Coll y Herkovits 1990) y niquel (Sztrum e@ll), y sustancias
organicas como el 2,4-D (Aronzaat al. 2011a), confirmando como patrén general la

mayor susceptibilidad de los estadios organogénicos a losafivastaminantes.
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La toxicidad del cobre por exposicidon continua desde eldiestde opérculo
completo o final del desarrollo embrionario (E.25) en autel no mostr6 cambios
significativos a lo largo de la exposicién (168 h), lo que iomaf resultados anteriores
(Herkovits y Helguero 1998) y demuestra que el cobre en estdicearval alcanza su
méaxima toxicidad durante las primeras 24 h de exposicion. fastén de efecto toxico
maximo encontrado para el cobre, sobre las larv&hdeella arenarunexpuestas desde el
E.25, es similar al ya informado para el cadmio (PérdkytHerkovits 1996), mientas que
en el caso de la exposicién a niquel, la toxicidad aunsgtéficativamente cuando se
extiende el tiempo de evaluacién mas alla de las 9&tru(® et al. 2011)

En el caso de los estadios larvales avanzados (Bu@&),un aumento significativo
de hasta 2,5 veces en la resistencia al cobre con tespdos estadios larvales mas
tempranos (E.25), sin embargo, la toxicidad del cobre adnsignificativamente cuando
las larvas expuestas desde E.28 avanzaban hacia la nfesasnor

Al comparar el periodo que comprende el inicio del desartatial (E.25) y el
correspondiente al E.28 en el tratamiento continuo lastazar la metamorfosis y los
tratamientos continuos desde E.25 y E.28 por 168h, respectignse observa por un
lado, el mismo patrén de sensibilidad para el E.25, pero mogpaB, donde si bien las
concentraciones letales alcanzadas son menores, ersentra un aumento significativo

diario en la toxicidad.

Con respecto a la metamorfosis, es llamativo que ekptaje de individuos que
alcanzaron el estadio juvenil sea igual para los dosntrahtos, siendo una de las
concentraciones el valor NOEC letal (7,5 pd'@y) y la otra, la CL50 (12 ug GiiL) a los
47 dias de exposicion. Mas aun, cuando se analiza elnpajecacumulado de individuos
gue alcanzo la metamorfosis en relacion a los soheewes al dia 47, los individuos
expuestos a 7,5 pg €L metamorfosearon en menor porcentaje que los expues®gaa
CUW'/L, que si bien éstos ultimos resultaron en una mayotafitad hacia los 47 dias de
exposicion, los individuos que lograron sobrevivir dicho mlrieonetamorfosearon en

proporciones similares a los controles.
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También se encontraron diferencias en el peso corptoal4vy dias de exposicion,
sOlo para la exposicion mas baja si bien dicha difezaencise mantuvo al momento de
alcanzar la metamorfosis lo que podria indicar la neadside alcanzar un peso
determinado. Igualmente, los individuos expuestos a la ntrac&n mas baja requirieron
mayor tiempo para metamorfosear, que podria ser el tieagesario para alcanzar el peso
requerido. Estas diferencias podrian estar indicando queolganismos intentan
desencadenar una respuesta al metal en las condicionegpagcién mas baja, sin
embargo la extension de la exposiciéon y la necesidad de racyeso, los pondria en una
situacidon desventajosa, disminuyendo finalmente la sobrewidacapacidad de

metamorfosear.

Es importante resaltar que la superposicion de los imbsrwde confianza de
algunas de las CL50, con algunas CL10 y CL90 (Figura 2.3), mmplioa dificultad para
establecer concentraciones y umbrales de proteccibratal, ya que para ciertos estadios
del desarrollo, la exposicién a concentraciones deecodércana a los valores de CL10 o
CL50 podria representar un riesgo para el 50% o 90% de la gohlaespectivamente
(Herkovits y Helguero 1998). Esta superposicion podria debersbedelabgeneidad entre
réplicas, por lo que un aumento en el nUmero muestdalgpdisminuir los intervalos, sin
embargo las CL estan distribuidas en un rango de caace@mtes chico, por lo que la
superposicion podria mantenerse y estaria indicando unhestiango de susceptibilidades
individuales al metal dentro de las poblaciones evaluad&s.déstaca la importancia de
informar no solo la CL50 si no también la CL10 y CL90ngpalmente para fines de

manejo y valores de referencia guia para la proteccidan\dda acuatica.

La mayoria de los estudios de toxicidad se basan enfdotog agudos sobre
determinados periodos del ciclo de vida, como son los ¢afmsados para larvas de
Rana sphenocephal8ufo boreasandRana catesbeianaon CL50-96h de cobre de 230
pno/L, 120 pg/L y 2400 ug/L, respectivamente (Bridges et al. 2008ifeeet al. 2004)
Para los estadios larvaldghinella arenarunpresent6 una susceptibilidad similar a leBde
boreas Sin embargo, en funcion de la susceptibilidad estadio-depgadnformada, la

susceptibilidad der. arenarumresulté hasta 6 veces mayor que la informada Bara
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boreas Por este motivo, la evaluacion de la susceptibilidad istinths estadios del
desarrollo seria de gran importancia para la proteccidasdspecies.

Por otro lado, las diferencias encontradas en la suscejfattbial cobre podrian
deberse tanto a la forma de la sal empleada en los aywenssomo a las condiciones de
salinidad y temperatura de los bioensayos de toxicidad. D hiecforma sulfatada de la
sal podria ser menos toxica que la clorada, probablementiodelz mayor solubilidad de
la altima (IPCS 1998a). Ademas, las altas concentrazidaeotros iones en el medio de
mantenimiento, compiten con el cobre en el ingreso ynud#& metal, reduciendo la
incorporacion del mismo, su bioacumulacién y la toxicidaah{&e et al. 2001). Ya han
sido informadas como condiciones de salinidad y temperdife@ntes en el medio de
mantenimiento de FETAX y ANFITOX podrian explicar difer@scen los resultados de la
toxicidad (Herkovits y Pérez-Coll 2003)

El cobre también caus6 importantes efectos subletaldsdas los estadios del
desarrollo evaluados. El potencial teratogénico paratahti@anto continuo desde blastula
(E.4), hasta completar el desarrollo embrionarinicia del desarrollo larval (E.25), resultd
alrededor de 2, cuando valores mayores a 1,5 implican unesigo para los individuos de
resultar malformados en ausencia de una letalidad sigiMacéASTM 1993b). Por todo
esto, es importante en el caso del cobre incorporardtgnesis como un parametro final
de evaluacion de riesgo. Asi como fue informado parddidad, los efectos teratogénicos
producidos por el cobre también mostraron un patron estadimtiepte, con los estadios
organogeénicos como los mas sensibles al metal. La rédueai talla corporal producida
por el cobre en todos los estadios de desarrollo evau@ibla 2.5.), también fue
informada paraRana pipiens(Chenet al. 2007; Redick y La Point 2004) y puede ser
considerada como un efecto inespecifico del agente toxilos gmimeros estadios de vida
(Pérez-Coll y Herkovits 1990; Sztruet al.2011). El hecho de que ciertas malformaciones,
como incurvaciones en la cola e hidropesia, se hayanvaliseen todos los estadios del
desarrollo pareciera reflejar que el cobre podria caukpunas efectos adversos
independientemente del periodo de exposicion, mientras queratifasmaciones, como el
tapdn vitelino persistente, estan exclusivamente miadas con el estadio de desarrollo en

el cual la diferenciacion morfogénica y/o celular ocurem, este caso durante la
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gastrulacion. Esto fue parcialmente confirmado, considergndola exposicion al cobre
durante los primeros estadios del desarrollo mostraraliormaciones similares como
anormalidades cefalicas (microcefalia/acefalia), malfornmesio del aparato bucal,
agenesia 0 subdesarrollo de branquias y cola, incurvaciemes cola, hidropesia y
reduccion del tamafio corporal. En el caso de los efentnos severos, los embriones en
estadios mas tardios se recuperaron al avanzar etallesdEsto podria explicarse con el
concepto general de la capacidad de regulacion y recuperdor@amte los primeros
estadios de desarrollo (Herkovits 1977).

La marcada susceptibilidad estadio-dependiente a un agemtgcaju podria
explicarse basandose en la complejidad alcanzada enetargifacion celular y en los
procesos morfogénicos que ocurren en el desarrollo (S&%85). La toxicidad del cobre,
una vez superada la capacidad homeostatica, tiene sarblseefectos sobre la estructura
y funcién de las macromoléculas como el ADN, proteinageynbranas principalmente a
través de su mecanismo como generador de especies eagivaxigeno(Valkeet al.
2006). En el caso de la hidropesia, la interferencia de¢ abre el funcionamiento de la
bomba Na/K ATPasa podria estar relacionada con estto edeverso (Grosell y Wood
2002). Mas aun, la alta susceptibilidad al cobre en el estidiGirculacion Branquial
(E.20) podria también estar relacionada con la inldibicie la bomba de NA/K ATPasa
como en el caso de la hidropesia informada en branquipscés. La hipoxia moderada
debida al dafio en las branquias también podria contridaitaxicidad del cobre (Handy
2003). La disociacion celular observada desde el estadio deul@4d&.11) hasta Brote
Caudal (E.7) pareciera reflejar la interferencia dddreocon la homeostasis del calcio
(Grosell y Wood 2002), lo que produce una reduccién en la adtesicelular. Los
efectos neurotdxicos expresados como movimientos erraticompd@henet al. 2007;
Redick y La Point 2004) asociarse a la inhibicion de lanenacetilcolinesterasa (AChE)

(Beauvaiset al. 2000) como ya fue informado para peces (Vieira et al. 2009).

Con respecto a los ensayos preliminares de estrés omidadivcido por el cobre en
el desarrollo embrionario dghinella arenarumse evalué la peroxidacién lipidica como un
marcador de dafio, y se analiz6 la actividad de la enzimtasat(CAT), ya que ha sido

propuesta junto con la enzima superéoxido dismutasa (SOD) tmmancipal defensa

105



Capitulo 2: Cobre

antioxidante durante los primeros estadios del desatait® paraXenopus laevieomo
paraR. arenarum mientras que se ha postulado que el contenido de glutatanide
(GSH) y la actividad de varias enzimas relacionadas con saboliemo aumentarian
durante el desarrollo cuando las branquias estan tota&rdestirrolladas en el caso Rle
arenarum(Ferrari et al. 2008). Los tratamientos con el metadtraron un aumento en la
peroxidacion lipidica para el estadio de blastula, uno gamas resistentes, hecho que
podria explicarse por la gran cantidad de vitelo expuestofial daidativo. Si bien las
diferencias no fueron significativas, se observé un atonen el patron de peroxidacion
lipidica por exposicion al cobre en el estadio de Gician en la Aleta (E.22), el cual se
encuentra entre los mas susceptibles. Coincidentensatgividad de la enzima catalasa
mostro diferencias significativas en ambos estadiobjesi en el estadio de blastula se
observé un aumento en la actividad enzimatica, par&22l4e observé una disminucion en
la misma. Este patron opuesto podria estar relacionaddaceunsceptibilidad estadio-
dependiente, dado que para las mismas concentracionesogicem, en el caso del
estadio temprano el aumento de la actividad enzimaticagpadri un mecanismo de
defensa, mientras que para el E.22 la disminucién de idacti enzimatica seria un

sintoma del efecto letal de estas concentracioneglem éstadio.

Por otro lado, se esperaba un aumento en los valoreedae los parametros de
estrés oxidativo evaluados (Sztrum 2010), aunque no se obserdifierencias
significativas entre los valores de peroxidacion lipidiotre los estadios evaluados. Sin
embargo, el E.22 presenta un pico de actividad catalasa qua psidni relacionado con el
desarrollo completo del sistema circulatorio y ayudarieontrarrestar el aumento en la
generacion de ROS causado por el notable incremento eniMaaattmotora y en el
metabolismo aerdbico de los embriones. Por otro ladmjéaactividad catalasa en el E.25,

podria estar indicando un cambio a otra via de defensxidatite.

Al evaluar la exposicion a partir del daltimo estadio dedadello embrionario o
inicio del desarrollo larval (E.25), como es el caso td#iamiento créonico al metal, se
cuenta con la posibilidad de evaluar la respuesta de los gtaodnmelacionados con el
estrés oxidativo durante un periodo mas estable, desde el geintista fisiolégico del

individuo, aportando este protocolo, informacién mas enfoaehéfecto producido por el
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agente en particular. De esta forma, se confirmd ékter pro-oxidante del cobre, ya que
la exposicion al mismo produjo un nivel entre 2,3 y 7 veagnde peroxidacion lipidéc
que los controles. En base a los pardmetros de defensed®s la induccion en la
actividad de la enzima superoxido dismutasa (SOD) seria el gainarecanismo
antioxidante frente al cobre, confirmando el cambicaerid de defensa respecto a la CAT
durante el desarrollo embrionario previamente observail@oano también una tendencia
al aumento de la actividad de la glutation-S-transfef@&a). Otro trabajo en embriones
de R. arenarum, tras analizar la respuesta de varias enzimas antioxidahfggraquat,
también concluyen que la actividad SOD, especificament@ng&SOD, constituye la
principal via de defensa frente al estrés oxidativo generad@gte herbicida (Mussi y
Calcaterra 2010). Otro estudio realizado con larvaXet®pus laevigxpuestas en forma
cronica a distintos extractos de petréleo crudo, tambiéeldreun aumento en la
peroxidacion lipidica acompafado por una mayor actividad $3pecto del control, para
concentraciones bajas de petrdleo (Eriyamremu et al. 2(&id).embargo también
informaron que al aumentar las concentraciones deseio, se invirtio la tendencia en la
actividad SOD. De esta forma quedarian los individuos tratade®rpuestos al ataque de
las ROS, hecho que se asocié con una pérdida en la masaatoEstos resultados estan
en linea con los informados para la mayor concentrat@dcobre en la que tampoco se
observé un aumento de la SOD, aunque en este caso, kicexp@l ataque de las ROS
estaria mas asociada a la mortalidad, dado que la cawéntde exposicion mas alta se
encuentra cercana al valor de la CL50. Es decir, elitheh se encontraria llegando a la

fase de agotamiento en la respuesta frente al cobre.

Por su parte, si bien no se trata de diferencias sigiviisa la tendencia al aumento
de la actividad GST en los individuos tratados con 30 pg'/IGupresenta su
correspondencia con la tendencia a la disminucion eorgéémido de GSH, que se trata,
justamente, del sustrato a conjugar por la enzima. Ersestiglo podria resultar de gran
interés un estudio mas detallado del rol de la via dé&htipn como mecanismo de defensa

antioxidante.

Como consecuencia de la evaluacion de la respuefaidella arenarunprovenientes de

sitios con distinto grado de contaminacién de la cuencRideReconquista a la presencia
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del cobre, se observé que la susceptibilidad de las larv@sogienientes de las zonas
vecinas al canal aliviador (CA) fueron significativamemas sensibles que las lasva
provenientes del ultimo tramo del Rio Reconquista (RBglyParque Industrial de Tigre
(PI). Estos resultados estan en linea con los informeni@s$ area de toxicologia evolutiva
y enfocados al estudio genético, los cuales han postuladaggo®dificaciones del medio
ambiente debido a la contaminacion antrépica, han demosilitzdar a nivel molecular,
las caracteristicas de varias poblaciones de una mismeieesigeanuros (Matsoet al.
2006) como asi también la tolerancia a compuestos de oaigetpico (Bridges y
Semlitsch 2000). Teniendo en cuenta la ubicacion geogréficasdsitios de muestreo
(Figura 2.2.), tanto el sitio RR, como Pl se encuenpedximos a ambientes mas
urbanizados que el sitio CA, este hecho podria asocdesmayor resistencia evidenciada
por las larvas provenientes de los sitios RR y Pldrahtobre.

Esta diferencia en la resistencia podria deberse a émmnismos de defensa
antioxidantes. La exposicion a cobre de las camadas mpeowes de dos de los sitios
muestreados produjo aumento en los niveles de peroxidaciditdiplo que confirma el
caracter pro-oxidante del metal. Y aunque, coincidentemmortelo observado en este
estadio del desarrollo, la actividad de la enzima cata{(@®&l) no se modifico
significativamente para ninguno de los dos sitios contammad®se encontré un aumento
significativo, no solo de la primera linea de defensa, S€ que también se vio
aumentada tanto la actividad de la GST, como el contenid@Steen las larvas del sitio

RR expuestas al metal.

Si bien algunos estudios que compararon la sensibilid&haella arenaruncon
Rhinella fernandezadan planteado una mayor susceptibilidad de esta ultima pento
exposicion al cromo como al niquel (Natale 2006; Sztrum 2@H03, el caso del cobre la
diferencia en la susceptibilidad se vio sujeta al lugarider de las puestas: mientras que
las larvasR. fernandezagrovenientes del sitio CA resultaron significativameniés
resistentes quR. arenarumtanto en la exposicion aguda como croénica, este resukado s
vio invertido para el sitio Pl donde las larvasRlearenarunresultaron significativamente
mas resistentes. Esto podria estar relacionado @afstacion diferencial de cada especie

a cada ambiente, asi como también al tiempo que ha paadalgablacion habitando el
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sitio de muestreo. Es notable sin embargo que si bien ladadigaraR. arenarumse
mantuvo constante desde el periodo agudo al crénico cortogpeaso d®. fernandezae
en todos los casos se registré un aumento significde la susceptibilidad al extender la
exposicién aguda, lo que podria sugerir una diferencia ereenismo de accion y/o la
tasa de incorporaciéon del metal entre ambas especies.

Si bien el rango de concentraciones en el que el colnsa cdoxicidad tanto en
peces como en invertebrados de agua dulce es amplio,snpara la toxicidad del cobre
en peces, cuyo rango va desde 340 a 10000ug/L, y para invertetheaapsa dulce, entre
54 y 1700 pg/L (IPCS 1998a), es notable la alta susceptibilidad @eloriones de anfibio
a este metal, ya que la CL50-24 h informada en este estudielmstadio mas susceptible,
E.20, fue de 17 (15,8-18,4) pg CiL. Mas aun, debido a los impactos antropogénicos, las
concentraciones de cobre se ven aumentadas en los matliosles, como es el caso del
Rio Reconquista, con valores de 27 a 64 pg/CFerrari et al. 2005). Asi, los resultados
sobre la susceptibilidad d& arenarumal cobre destacan que la toxicidad informada en el
Rio Reconquista podria estar asociada a los altosesaler cobre presentes en este medio
urbano (Herkovits y Pérez-Coll 2003).

Para analizar el riesgo ecolégico (HQ, por su sigldsglas) de esta sustancia para
Rhinella arenarum se lo puede estimar numéricamente utilizando la aproximacio
planteada por USEPA (1998adoptando el peor escenario posible basandose en el
“principio precautorio”, asi se realiza el cociente entre un valor ambiental y una medida
puntual de toxicidad. Como medida de referencia, el valor HQ se lo compara con el “valor
de preocupacion” (LOC, del inglés: level of concerppropuesto por USEPA. EI LOC es una
herramienta de politica ambiental que se utiliza parapir@&r el cociente de riesgo y
analizar el riesgo potencial para los organismo®lancg asi como la necesidad de tomar
medidas reglamentarias. El valor LOC para consideraxiséeacia de un potencial riesgo
es 1. Si el HQ supera el valor 1, es posible que la sustmciaestion sea responsable de
producir efectos. Para el caso del cobre, se podria utdmamo medida de toxicidad
puntual la CL10 del estadio mas susceptible, E.20, a lasy24ahjel tratamiento continuo
desde blastula (E.4) a los 47 dias; como medida de valoemtalpodria utilizarse el valor

conocido del Rio Reconquista (Ferrari et al. 2005), laghler de HQ seria de 5,5y 7,1,
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respectivamente. Esto pone de manifiesto la gravedad diudi®n ambiental que
representan las concentraciones reales del metalseanhbientes donde se encuentran
habitualmente las poblaciones Re arenarumen este caso relacionadas particularmente
con la sobrevida. Sin embargo la situacion se ve agrasiadae considera que los
potenciales teratogénicos mostraron que el metal tambigéarpaeun alto riesgo para los
individuos de resultar malformados sin letalidad signifieativ
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Capitulo 3: Nonilfenol

3.1. Objetivos e hipotesis.

3.1.1. Objetivos.

Evaluar la toxicidad letal y subletal del Nonilfenol, utilidanbioensayos de
toxicidad con embriones y larvas Béinella arenarun{ANFITOX), realizando las curvas
de isotoxtidad o curvas TOP, en ensayos agudos (de hasta 96 h) y cromi(t68 h).

A su vez, se buscé comparar la toxicidad de dos alquiéenatilizando bioensayos
de toxicidad cronica de larvas en estadio de Opérculo Cam@eR5) deRhinella
arenarumpor exposicion al nonilfengl octilfenol hasta completar la metamorfosis.

3.1.2. Hipotesis.

El nonilfenol causa importantes efectos letales y salbleen embriones y larvas de
Rhinella arenaruna tiempos de exposicion agudos y crénicos cortos.

La toxicidad del nonilfenol en los estadios embrio-lavaeRhinella arenarum
puede analizarse a partir de curvas de isotoxicidad.

La susceptibilidad al nonilfenol de los embriones y lad@Rhinella arenarunes
diferente en el desarrollo embrionario y larval.

Existe una toxicidad diferente del nonilfenol y octilfenobie los embriones y
larvas deRhinella arenarum
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3.2. Introduccién

El nonilfenol (NP, por sus siglas en inglés nonylphenaj(fé 3.1.), es un
compuesto xenobibtico, sintetizado por primera vez en 1940pr&huce a partir de
intermediarios ciclicos en el refinamiento del petrdealquitran. Es fabricado por la
alquilacién de fenoles con una mezcla isomérica de osnem presencia de un catalizador
acido. El producto final es una mezcla de varios isémeros.

El nonilfenol es utilizado mayoritariamente en la produtcile alquilfenoles
etoxilados, surfactantes no iénicos altamente efectdasun rendimiento excepcional. En
consecuencia es ampliamente utilizado tanto en el jaostrial, comercial y doméstico,
en detergentes, emulsionantes, asi como en agentescthntes, dispersantes y
antiestaticos, también como des-emulsionantes y $inaries en la fabricacion de
pinturas, cosméticos, agentes abrasivos, plasticdsa pu papel, textiles, alimentos y
agroquimicos como plaguicidas (Yiegal.2002). EI Nonilfenol es también utilizado en la
fabricacion de lubricantes, resinas, estabilizadoresnigo$ y antioxidantes (Federal
Register 1990) Ademas de otros alquilfenoles como el octilfenol, el nendf es el
principal producto de degradacion de los alquilfenoles, el auaufre transformaciones
ulteriores (Schroder 2001)

Figura 3.1.: Estructura quimica del 4-Nonilfenol.

La produccion del nonilfenol creci6 exponencialmente desde isit$0s,

representando el 80% del total de los alquilfenoles etosilad®e calculd que
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aproximadamente para inicios del siglo XXI la produccion amuahdial fue de unas
500.000 toneladas, de las cuales el 60% terminé en los aethamuaticos (Soares al.
2008).

Importantes cantidades de estos alquilfenoles fueron ngadas en aguas
superficiales y en sedimentos acuéticos (Fernaeties. 2007), en el aire (Dachet al.
1999; Van Ryet al. 2000) e incluso en alimentos de consumo humano . Una vez que
alcanzan la atmoésfera estos compuestos pueden ser ttadepohacia el ambiente
acuatico por deposiciones humedas (Fries y Puttmann 2004); tainigesan al ambiente
acuatico a través de los vertidos de aguas residuales itaggorente provenientes de
industrias textiles, fabricas de pasta de papel, por deréstyrrimiento de los productos
aplicados en el campo, y en menores cantidades pofflientes domésticos (Naylor
1995)

Si bien la clasificacion del nonilfenol causo controas®n los afios 90, la Unidn
Europea lo clasificO como una sustancia peligrosaifai@ y reguldé su uso desde 2003.
Finalmente la USEPA, aceptando el riesgo que representalpardprena guia de la
sustancia para el medio acuatico, recomendando un valar ggué agua dulce de
concentracion media no mayor a 6,6 pug/L de cuatro dias (US2B@3#. Sin embargo, en
otros paises como India, China e inclusive los de Sud Amegigaoduce y comercializa
en grandes cantidades y no se han tomado medidas redglemotrol de su uso y posibles
reemplazos(Guenthet al. 2002). En Argentina se ha informado la presencia de norlilfeno
en el arroyo Mordén en la provincia de Buenos Aires, pr@padhte relacionada con la
descarga de detergentes (Co.P.A.A.R.A. 2009). Sin embargas@®imas emblematico de
la Argentina, surgio en pleno litigio por la planta @dutosa ubicada en Uruguay, cuando
un informe realizado por el especialista Juan Carlos Capditector del Laboratorio de
Quimica Ambiental de la Universidad Nacional de La Platarnimoque la planta de
celulosa Botnia emitia nonilfenol en las aguas del riggUlay (Cibeira 2009)

La presencia de nonilfenol en el medio acuético estacbsimente relacionada con
la actividad antropica, asi los cuerpos de agua con maybansmacion se encuentran
asociados a descargas de plantas de tratamiento, lpantiente porque dichas plantas son
ineficientes en la eliminacién del nonilfenol. Se encoqué la eficiencia en la remocion

de nonilfenol en las plantas de tratamiento es muyabigrioscilando entre un 11% a un
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99%, dependiendo del tipo de tratamiento empleado (Berrgtr@n2004). Se sabe que un
tratamiento compuesto por un proceso de ozonificacion y cudrsemente una filtracion
de carbdn activado con cloracion es capaz de remostr tia 95% de nonilfenol (Petrovic
et al. 2003), por lo que el agregado de estas técnicas o tambiétamhiento con UV,
dentro de las ya existentes en las plantas podria rerf@osgestancia, mas aun cuando la
misma es generada en los procesos de tratamiento y es eomwumtrarlos en mayores
concentraciones en los efluentes que en las sustanciasntjam al tratamiento. Sin
embargo estos procesos son muy costosos (Setaae2008)

Ademas, la contaminacion del agua esta también asoclada@ximidad de zonas
industriales, zonas urbanizadas, cercania a bocas de taymedescargas pluvialgs
desagues. En Estados Unidos, el nonilfenol no solo es ums deritaminantes de mayor
presencia sino que fueron informadas concentracionesisneainprendidas entre 0,002 y
1,6 mg/L en muestras ambientales tomadas de diversos cukyr@ugia entre 1999-2000
(Shackelfordet al. 1983) Asimismo, en rios de Italia previo a acuerdos realizadndas
industrias, se encontraban concentraciones de nonilesmadl orden de los 0,2 mg/L
(Soare=t al. 2008).

La vida media y descomposicion del nonilfenol fue estudiada Haersas
condiciones, asi se comprobo que su degradacion esta aididamor la materia organica,
la temperatura, las condiciones aerobicas, las bastesociadas y las condiciones
luminicas. La vida media del nonilfenol en agua de estanqgeg corriente fue estimada
en 16,5 y 16,3 dias, respectivamente. Sin embargo, no hubalaggradel compuesto
cuando se utilizé agua esterilizada mediante autoclave isnesatitd (Sundaram y Szeto
1981). También se ha informado que en condiciones de anmaai#enol no se degrada
(Soareset al. 2008). Por otro lado, la concentracion inicial del compuyessd como la
temperatura del agua afectan la tasa de degradacion de lcsystai la vida media del
compuesto en agua (31mg/L) fue de 20 dias a 22°C (Stetp#s1999). Ademas, se ha
estimado que la vida media de degradacion de los nonilfemadele ser mayor a 60 afios
una vez que ingresa a los sedimentos (Skaaf) 1999).

El nonilfenol ha sido calificado como un metabolito icoit por su altisima

resistencia a la biodegradacion, y porque al ser altarfipofitico tiende a acumularse no
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solo en los sedimentos, sino también en los tejidasogrde los organismos acuéticos
(Arukwe et al. 2000; Ekeluncet al. 1990)

La primera evidencia de que los alquilfenoles podian sergésiicms, compuestos
capaces de interferir el normal desarrollo y funcionatoiedel sistema endocrino, fue
publicada en 1938 (Dodds y Lawson 1938). Sin embargo, no fue hasta 19@b cua
accidentalmente se observo que el nonilfenol, que epdeado en la fabricacién de los
tubos de ensayos usado en los experimentos, era capaziatela proliferacion de células
tumorales de mama como si hubiera estrogenos pres8otei{ al. 1991)

Se ha descubierto que el nonilfenol puede simular la hormona natural 173-estradiol
compitiendo por el sitio de union al receptor (Beeaal. 2003) (Figura 3.2.). La hormona
natural, influye sobre el desarrollo y mantenimiento de taracteristicas sexuales
femeninas, asi como en la maduraciéon y funcionamienkmsd&ganos sexuales accesorios
(Albertset al. 1983). También esta involucrada en el sistema neuroendocesguglético
y es capaz de promover carcinogenesisos “tejidos blanco” (Lee y Lee 1996). Por lo
tanto, se espera que el nonilfenol sea responsable deldeiaina variedad de respuestas
en los organismos expuestos. También se ha informado queniéfenol podria tener
actividad antiandrogénica, siendo capaz de interferir eomhal funcionamiento de los
androégenos que son esenciales para el normal desarrolms deachos y su sistema
reproductor. En este caso se ha sugerido que la via no sec@metencia con el receptor
adrogénico, sino por una activacion de multiples etagasdeptor (Leeet al. 2003). Asi,
se han estudiado los efectos del nonilfenol en distintosnisrgas, observandose la
induccion de sintesis de proteinas femeninas en la truch&igrOncorhynchus mykiss
(Jobling et al. 1996), en el peDryzias latipes(Tabataet al. 2001),como asimismo se
observd que la morfologia y la fertilidad de los madhesafectada por la exposicion al
nonilfenol enXiphophorus maculatgginnberget al. 2000). Con respecto a los anfibios, el
nonilfenol caus6 feminizacion eXenopus laevis(Mosconi et al. 2002), e indujo
anormalidades morfolégicas, aumento de apoptosis yaeilber del desarrollo embrionario

en el momento de la diferenciacion de la cresta néBeatanet al. 2003)
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Figura 3.2.: (A) Competencia por la unién al receptor estrogénico ettreonilfenol y el 17p3-
estradiol en la célula, uno de los mecanismos de accion del nohil{8) Comparacion de la
estructura quimica del 17p-estradiol y el nonilfenol ramificad®odificado de “Nonylphenol in the
environment: A critical review on occurrence, faticity and treatment in wastewaters” (Soares
et al.2008)

El efecto toxico del nonilfenol ha sido ampliamentedisido en una gran diversidad de
taxones, asi en el caso de los invertebrados se infommaéalor medio agudo paBaphnia
magnade Concentracion Efectiva (CE) de 140,6 ug/L (US EPA 2005), asi mismo se
informo6 una CL50-96 h de 97,5 mg/l, un NOEC menor a 25 mg/Iihpdea attenuata
(Pachura et al. 2005), y una CL50-96 h de 1670 pg/l para ehceastorophium volutator
(Brown et al. 1999)Los peces de agua dulce se encuentran en el rango medioctiathxi
asi la CL50 aguda media es de 110 pg/L gatteeostoma rubruny de 289 pg/L para
Gila eleganqUS EPA 2005)En anfibios se han informado valores de CL50 a las 96 h de
0,34ug/l (0,31-0,37), 0,12 pg/l (0,09y0,15) y 3,9-5,4 mg/Rana spenocephal8ufo
boreas y Xenopus laeyiespectivamente (Bridges al. 2002; Mann y Bidwell 2000)
También se ha informado una CL50-134h de 6,4-66) mg/L y CL50-140h de 9,2 (9;1
9,4) mg/L paa Crinia insigniferay Litoria adelaidensisrespectivamente (Mann y Bidwell
2000). Sin embargo, hasta el momento no se ha informade ladbixicidad del nonilfenol
para anfibios autéctonos, como es el casBlleella arenarum.
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3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Obtencion de material biolégico

Los embriones y larvas d@hinella arenarun{sapo comin americano) se

obtuvieron, se seleccionaron y mantuvieron segun loigesen la seccién 2.3.1.1.

3.3.2. Criterio de aceptacion del material biologico.

El criterio de aceptaciéon del material biolégico fuengbmo, asi la calidad y
fecundidad de los huevos fue evaluada diariamente, considae aceptable una tasa de
fertiidad mayor al 75 % y mas de un 70% de sobrevida de endsrinormales al
alcanzarse el estadio de néurula (E.13) (Herkovits y Repé4999).

3.3.3. Protocolos experimentales

Entre los afios 2007 y 2011 se realizaron los bioensayos dmmoees y larvas
provenientes de parejas independientes, habiendo repetido, mmimo tres veces, cada
uno de los protocolos experimentales que se describen auamidin. Algunos de los
bioensayos de exposicion al Nonilfenol, fueron repetidosahastco veces, usando

embriones y larvas de diferentes camadas.

3.3.3.1 Exposicion continua.

Se aplico el conjunto de bioensayos estandarizados ANkI[Herkovits y Pérez-
Coll 1999) descriptos da seccion 2.3.3.1.

- ANFIEMB
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- ANFIAGU.

- ANFICOR.

Por otro lado, se realizaron bioensayos de toxicidad cromicgparando la
toxicidad del nonilfenol con el octilfenol, utilizando embesnen estadio de blastula
temprana (E.4) dRhinella arenarunpor 336h.

Asimismo, se realizaron bioensayos de toxicidad cronicgarando la toxicidad
del nonilfenol con el octilfenol, utilizando larvas enagld de Opérculo Completo (E.25)
de Rhinella arenarumhasta completar la metamorfosis. Se consideré que un individuo
habia culminado la metamorfosis cuando habiendo desarrtdldaembros posteriores y
habiendo salido los anteriores, sufrié la reduccion ¢etaple la cola.

Este test es comparable al ANFICOR pero mas prolongadel ¢lempo de
exposicion. La diferencia radica en que en estos bigess® solo se registro la letalidad,
sino el tiempo requerido y el peso de los individuos arelar la metamorfosis, asi como

el porcentaje acumulado de individuos que lograron metansarfos

3.3.4. Condiciones generales de los tratamientos.

Las condiciones generales de los tratamientos Seaeal segun lo descripto en la

seccion 2.3.4.

3.3.5. Evaluacion de los efectos teratogénicos.

La evaluacion de los efectos teratogénicos se realizzgan lo descripto en la

seccion 2.3.5.
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3.3.6. Preparacién de las soluciones.

Se prepardé una solucibn madre de nonilfenol 45,4 g/L tomando eimeal
necesario de Nonilfenol (Fluka, grado técnico, pureza 96,9 %idddr®,937 g/cth CAS:
84852-15-3. Comercializado por Sigma-Aldrich) en acetona. IRdoxicidad comparada,
también se preparé una solucibn madre de octilfenol 40 g/Lngonal peso necesario
(Pureza 97%, Cas: 140-66-9. Comercializado por Sigma-Aldnichretona.

Las soluciones de uso, se prepararon de una segunda satan&nde 800 mg
nonilfenolL y 400mg octilfenol, en un rango de 0,0025 a 4 mg/L, para arabtmsias.
Las soluciones fueron preparadas diluyendo la solucidk stoSA. Simultdneamenta,
los individuos control en SA, se mantuvieron controlesadetona, que consistieron en
triplicados de 10 embriones o larvas expuestos a la masimeentracion de acetona

utilizada en el bioensayo.

3.3.7. Analisis de datos

Los datos de perfiles de toxicidad se analizaron segun el medatdenla

seccion 2.3.10.
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3.4. Resultados

3.4.1. Determinacion de la toxicidad del Nonilfenol sobre embriones de RhAinella

arenarum expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por 168h.

3.4.1.1. Efectos Letales.

Los efectos letales del Nonilfenol soldRhinella arenarumexpuestos en forma
continua por 168 h fue evaluada mediante el protocolo ANFIT&Xexpusieron varias
camadas de individuos a la sustancia. La letalidad dentisianes por exposicion al
nonilfenol desde el inicio deu desarrollo se informé mediante un perfil de toxicidad
(curvas TOP) graficado a partir de las CL10, 50 y 90 a diferéiatepos de exposicion.

La toxicidad del nonilfenol sobre los embriones mosan tempo dependiente,
observandose un aumento significativo de la mismaado del tiempo de exposicion. Si
bien el valor NOEC a las 24 y 48 h se mantuvo en 1,5 mg nuoiflfe la CL50-72h fue
1,5 (1,36- 0,28) mg nonilfenol/L, descendiendo significativamente a 1,@2 (11,11) mg
nonilfenol/L a las 96h y a 0,96 (0,93,99) mg nonilfenol/L a las 120h. Luego la toxicidad
se mantuvo constante hasta finalizar la exposiciogu(&i3.3).

No hubo diferencias en la susceptibilidad entre las difesenimadas, asi el
coeficiente de variacion en la susceptibilidad de las nsistaasupero el 9% (Tabla 3.1.).
Tabla3.1.: Concentraciones letales 50 a diferentes tiempos, con sngiasede confianza para

diferentes camadas de embrioneRtinella arenarumtratados en forma continua con nonilfenol
a partir del inicio de su desarrollo, blastula (E.4).

CL50 CL50- CL50- CL50- CL50-
72h | 1Ic() | icH) | 9h | ico) | i) | 120n | ice) | ic#) | 144h | ic() | ic(+) | 168h IC(9) IC(+)
1,50 | 014 | 028 | 1,06 | 004 | 005 096 | 003 | 004 | 096 | 003 | 004 0,96 0,03 0,04
142 | 007 | 009 | 1,25 | 004 | 0,06 093 | 002 | 002 | 089 | 003 | 002 0,89 0,03 0,02
155 | 023 | 021 | 1,24 | 016 | 015 088 | 008 | 007 | 085 | 008 | 0,06 0,85 0,08 0,06
------------------------------ 090 | 006 | 007 | 087 | 005 | 005 0,86 0,04 0,05
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Figura 3.3.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 10960ysus intervalos de
confianza, del Nonilfenol pamd. arenarumexpuestos a partir del inicio del desarrollo embrionario
(E.4) hasta 168h de exposicion. * Diferencia significativa della0 respecto de la correspondiente
para el dia anterior (p<0,05).

3.4.1.2. Efectos subletales.

Los embriones d&hinella arenarumexpuestos a nonilfenol a partir del estadio de
blastula temprana (E.4) fueron fijados al finalizar el de#lar embrionario (168h),
observandose diferentes malformaciones en propogciomecentracion-dependiente. Las
principales anomalias durante las primeras horas de eijposansistieron en disociacion
celular, dificultad para completar la gastrulaciérpota vitelino persistente. Una xe
avanzado el desarrollo, se observd principalmente unsoeta el mismo, reduccion
general del cuerpo y cola, microcefalia, subdesarrollo @egliias, incurvaciones en el gje
y distintos tipos de edema, incluyendo edemas en la cavidadotezon y en las

branquias, asi como anomalias en la formacion destagcturas bucales y ausencia de
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espiralamiento del tubo digestivo. EI Nonilfenol causousibin del extremo caudal del eje
de la aleta (Figura 3 4.

A las 24 h de exposicién se obtuvo utovd OEC de 1,5 mg nonilfenol/L, mientras
que hacia las 96 h dicho valor disminuyé a 0,75 mg nonilfendlliego continud
disminuyendo y hacia las 168 h el valor LOEC fue de 0,05 mglfexaol/L. La
Concentracion Efectiva (CE) 50 para malformaciones 88as fue 0,97 (0,90-1,19) mg
nonilfenol/L. Asi, el indice teratogénico (IT) para las Yerexposicion, estimado a partir
de la relacion entre la CL50 y la CESO0, resulté en 1,08.
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Figura 3.4.: Embriones dé&R. arenarumtratados con nonilfenol a partir de blastula y fijados a las

168h (finalizacion del desarrollo embrionario de los controles)Cajtrol; b) y ¢) 0,05 mg
nonilfenol/L; d) a f) 0,25mg nonilfenol/L; g) y h) 0,5 mg nonilfenol/L; i) & ®75 mg
nonilfenol/L; n) y i) 0,85 mg nonilfenol/L y 0) a q) 1 mg nonilfenol@bsérvese las incurvaciones
en el eje y el retraso en el desarrollo. Nétese la cétlugeneral de la talla y de la cola y el

ondulamiento de la misma. Las malformaciones también inclegemas, ampollas y subdesarrollo

de branquias y caracteristicamente la extrusion del extaoual del eje de la aleta. Escala: 1mm.
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3.4.2. Determinacion de la toxicidad del Nonilfenol en larvas de Rhinella arenarum

expuestas en forma continua a partir del estadio de Opérculo completo (E.25) por

168h.

3.4.2.1. Efectos Letales.

Los efectos letales del Nonilfenol sobre larvasRifenella arenarumexpuestas a
Nonilfenol en forma continua por 168 h fueron evabdsadnediante el protocolo
ANFITOX. Se expusieron varias camadas de individuos. talidad de la larvas po
exposicion al nonilfenol desde el comienzo del desartaileal se inform6é mediante un
perfil de toxicidad (curvas TOP) graficado a partir de las CBDOy 90 en funcion del

tiempo de exposicion.

La toxicidad del nonilfenol para las larvas expuestas a jpiitestadio de opérculo
completo (E.25) por 168 h, no resulté dependiente del tietapxposicionentre las 72 h
y 168 h. A diferencia del patron de toxicidad observadmem®inbriones expuestos desde
la segmentacion, no se observaron diferencias sigtifas entre las CL50 a medida que se
extendio la exposicion (Figura 3.5.). De esta manef@l.1# se mantuvo constante en 0,37
(0,35- 0,39) mg nonilfenol/L. Sin embargo, el valor NOEC a las 2448 ¥ aproximado
fue de 0,45- 0,4 mg nonilfenol/L.

No se encontraron diferencias en la susceptibilidad exgrdiferentes camadas; asi
el coeficiente de variacion en la susceptibilidad de Issnas alcanzé valores maximos
entre 14 y 17,4 entre las 72 h y 120 h donde hubo mayor variabiidadyalores

comprendidos entre 3,9 y 8 para los restantes tiempogdsi@gn (Tabla 3.2.
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Tabla 3.2.: Concentraciones letales 50 con sus intervalos de confianzerent#s tiempos, para

diferentes camadas de larvas Rinella arenarumtratadas en forma continua con nonilfenol
desde el comienzo del desarrollo larval, Estadio de Opéronipleto (E.25).

CL50-72h| IC(-) | IC(+) | cCL50-96h | IC(-) | IC(+) | cL50-120h | IC(-) IC(+) CL50-144h | IC(-) | IC(+) | cL50-168h | IC(-) IC(+)
0,38 0,37 | 039 0,38 037 | 039 | e | e | e | e | e [ oo 0,35 0,34 0,36
0,371 | 0,356 | 0,386 0,371 0,352 | 0,387 0,371 0,352 | 0,387 0,371 0,352 | 0,387 0,371 0,352 | 0,387
0,494 | 0,475 | 05513 0,475 0,456 | 0,493 0,475 0,456 | 0,493 0,406 0,383 | 0,431 0,377 0,353 | 0,402
—=—CL 10
—=— CL 50
. 0.50 — ---v-—- CL 90
=
g
@ 0.454
=
=
o
= [ N F
o 0.40 — { """""""" l """""""
= [ I
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o 0.35-
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[
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o
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Figura 3.5.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 10960ysus intervalos de

confianza, del Nonilfenol sobrie. arenarumdesde el comienzo del desarrollo larval (E.25) a lo
largo de 168h de exposicion. * Diferencia significativa d€I&0 respecto de la correspondiente

para eldia anterior (p <0,05).

3.4.2.2.

Efectos subletales

Las larvas déRhinella arenarunexpuestas a Nonilfenol desde el comienzo de su

desarrollo mostraron, a tiempos de exposicion conmagoitantes incurvaciones en el eje

de la cola, tanto en su grado de inclinacion como de indaletambién se observaron

bordes irregulares de

las aletas, ampollas e hidropesiurdF 3.6.). Asi,

para

concentraciones NOEC de letalidad a las 24 h, se obseryarmesde las 5 h de exposicion

dichas malformaciones. De esta manera, la incidenciacdevaciones fue de 30%, 73%,
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83% y 100% para concentraciones de 0,24 mg nonilfenol/L, 0,3 mtjemol/L, 0,35 mg

nonilfenol/L y 0,4 mg nonilfenol/L, respectivamente.

Figura 3.6.: Larvas deRhinella arenarumexpuestas a nonilfenol a partir del inicio del desarrollo
larval. a) Control, b) 0,45 mg nonilfenol/L a las 5 h de exqi@sj c) y d) 0,45 mg nonilfenol/L a
las 24 h de tratamiento. Obsérvese la incurvatura latetalaleta, el borde irregular y la presencia
de ampollas e hidropesia. Escala: 1mm.

3.4.3. Comparacion de la sensibilidad de los embriones de Rhinella arenarum expuestos a

dos alquilfenoles en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por 336h.

Los efectos letales sobre embriones Rleinella arenarumexpuestos tant@a
nonilfenol, como octilfenol en forma continua por 336 hrdmeevaluads mediante el
protocolo ANFITOX. Se expusieron varias camadas de individuasletalidad de los

embriones desde el inicio del desarrollo embrionaricindgrmé mediante un perfil
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comparativo de toxicidad graficado a partir de las CL 50 de algddfenol en funcion del
tiempo de exposicion.

La toxicidad del nonilfenol sobre los embriones He arenarumdurante las
primeras 168 h de tratamiento mostré el mismo comportamigue el informado para el
bioensayo continuo desde el mismo estadio por 168 h. Sin embargaxicidad del
nonilfenol aumenté significativamente al extendersexjaosicion, asi a las 336h la CL50
fue de 0,17 (0,12 0,24) mg nonilfenol/L, representando un aumento de casvd@Es en
comparacion con la toxicidad informada a las 72 h (Figura 3.7.

Con respecto al octilfenol, la toxicidad mostro ser tiemependiente, aumentando
significativamente desde las primeras 24 h a 48 h del tenéonisiendo las CL50 de 16,58
(13,83- 18,23) mg octilfenol/L y 9,37 (8,58 9,85) mg octilfenol/L, respectivamente. De
esta manera, la toxicidad del alquilfenol sigui6 aumeittamacia la exposicion aguda,
cronica corta y cronica hasta alcanzar un aumento de8@ageces a las 336h con una
CL50 de 0,58 (0,33 0,83) mg octilfenol/L (Figura 3.X.

Comparativamente, para los embrionefRkdarenarunexpuestos desde el inicio de
su desarrollo (E.4) por 336h, el nonilfenol resulto ser t@&iso que el octilfenol. De esta
manera, las CL50s a las 72 h fueron para el nonilfenotilfenol de 1,5 (1,36 1,78) mg
nonilfenol/L y 6,63 (5,37 7,89) mg octilfenol/L, respectivamente. Luego, disminuyeron
en ambos casos a las 96 h a valores de 1,02 {01987) mg nonilfenol/L y 4,04 (2,06
5,47) mg octilfenol/L, respectivamente, hasta alcanzavdémes ya mencionados de CL
50 a las 336 h de 0,17 mg nonilfenol/L y 0,58 mg octilfenol/Li, A& toxicidad del
nonilfenol resulté entre dos y cuatro veces mayorlargm de todo el tiempo de exposicion
(Figura 3.7.).
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Figura 3.7. Representacion de las CL 50 del Nonilfenol (NP) y Octilf¢@#) paraR. arenarum
expuestas desde el inicio del desarrollo embrionario (E.4peglo de 336 h de exposicion.

Los efectos subletales del octilfenol en cuanto a ratdgenicidad consistieron
principalmente en disociacion celular, dificultad pacanpletar la gastrulacion, tapdn
vitelino persistente, durante las primeras horas de exposit/na vez avanzado el
desarrollo, se observo principalmente retraso en elrdisareduccion general del cuerpo
y cola, microcefalia, subdesarrollo de branquias, iraxtiones en el eje, y distintos tipos
de edema, incluyendo edemas en la cavidad del corazon s dwalaquias, asi como
anomalias en la formacion de las estructuras bucaleseyeia de espiralamiento del tubo
digestivo. Caracteristicamente, igual que en el casootéfenol, se observé extrusion del
extremo caudal del eje de la aleta. A las 168 h de exposalidvalor LOEC para

malformaciones fue de 0,5 mg octilfenol/L, considerando quiafa®s baja concentracion
ensayada.
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3.4.4. Comparacion de la sensibilidad de larvas de Rhinella arenarum expuestos a dos
alquilfenoles en forma continua a partir del estadio Opérculo Completo (E.25)

hasta completar la metamorfosis.

Con el fin de evaluar la susceptibilidad diferencial de lagasa de Rhinella
arenaruma nonilfenol y octilfenol en forma continua, se expusiexanias camadas de
individuos en forma cronica siguiendo el protocolo ANFITOXstaacompletar la
metamorfosis. La letalidad sobre las larvas desdaiebide su desarrollo se informé
mediante un perfil comparativo de toxicidad graficado dirpde las CL 50 de cada
alquilfenol en funcién del tiempo de exposicion por 1152 hdi#®), momento en que

empezaron a metamorfosear los controles.

Las camadas de larva®. arenarum expuestas a nonilfenol, resultaron mas
sensibles al toxico que las expuesta al tratmientoincantpor 168h. La toxicidad del
nonilfenol aumento significativamente al extendersextesicion, asi a los 48 dias la CL50
fue de 0,11 (0,08 0,14) mg nonilfenol/L, representando un aumento de casreéces en
comparacion con la toxicidad informada a las 24 h. Se abservcambios diarios
significativos en la letalidad solamente entre las 248hy y entre las 72 h y 144 h (Figura
3.8).

Con respecto al octilfenol, la toxicidad mostro ser tiemppendiente, aumentando
significativamente al prolongarse la exposicion, asill&0 a las 24 h y 1152 hs (48 dias)
fueron 0,38 (0,15 - 0,53) mg octilfenol/L y 0,07 (0,64 0,1) mg octilfenol/L,
respectivamente; aumentando asi, casi 6 veces. Sw®@bseaumento significativo diario
en la letalidad recién entre las 168 h y 192 h (Figura 3F&aja ambas sustancias,
concentraciones superiores a 0,75/lmgausaron letalidad del 100% de los individuos

antes de las 24 h de exposicion.

Las larvas expuestas desde el comienzo del desarrolial [@&.25) mostraron una
significativa mayor susceptibilidad que los embriones expuedéssle el inicio del

desarrollo (E.4), de hasta 43 veces las primeras 24 h.
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Contrariamente a lo observado para la exposicion desdesarrollo embrionario
(E.4), para el caso de la exposicion de las larvag mosontraron diferencias significativas
entre la toxicidad de ambas sustancias.

0,6 -
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Figura 3.8. Representacion de las CL 50, y sus intervalos de confianzlodéfenol
(NP) y Octilfenol (OP) sobrB. arenarundesde el final del desarrollo embrionario o comienzo del
larval (E.25) a lo largo de 1152 h (48 dias) de exposicion.

Con respecto a la metamorfosis, no se encontraferedcias significativas
entre los tratamientos por exposicion a los dos aémdles, ni con los controles, con
respecto, tant@l peso de los individuos al alcanzar la metamorfosisjocal tiempo
necesario para alcanzarla (Figuras 3.9 y 3.10.
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Figura 3.9. Peso alcanzado en el momento de la metamorfosis davasde Rhinella arenarum
expuestas desde el inicio del desarrollo larval (E.25) desatil (OPEA ) y nonilfenol (NAR ).

754

50

254

Tiempo para culminar la
metamorfosis (dias)

Control  Estradiol 0,0025OP 0,0025NP 0,0050P 0005NP 0010P 001NP 00250P 0025NP 0050P 005NP 0,10P 0,1NP
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Figura 3.10: Tiempo transcurrido hasta alcanzar la metamorfosisadeldrvas deRhinella

arenarumexpuestas desde el inicio del desarrollo larval (E.25) aeswilf(OP;E ) y nonilfenol
(NP;H ).
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Figura 3.11: Porcentaje de individuos metamorfoseados en funcion de les/sobntes al dia 48

de las larvasle Rhinella arenarurexpuestas desde el inicio del desarrollo larval (E.25) aevetilf
(OPA) y nonilfenol (NAR ).
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3.5. Discusién

El nonilfenol presentdé una alta toxicidad tanto para emisjooemo larvas de
Rhinella arenarumgausando efectos letales y subletales.

En cuanto a los efectos letales, la susceptibilidad dedosduos expuestos desde
el inicio del desarrollo embrionario (E.4) mostré dependiente del tiempo de exposicién,
disminuyendo significativamente méas de 1,5 veces hasti2@é, donde la CL50 fue de
0,96 (0,93- 0,99) mg nonilfenol/L Por otro lado, este aumento en la toxicidad podria estar
indicando una susceptibilidad estadio-dependiente, dado quedivgluos atravesaron
durante la exposicion, el desarrollo embrionario incluedgperiodo organogénico, los
cuales han sido informados como los periodos mas senailleersas noxas, tanto en el
caso de los metales (Pérez-Coll y Herkovits 1990; Szétuah 2011), como para algunos
compuestos organicos (Aronzehal.2011a) Sin embargo, para el caso del nonilfenol, la
etapa larval resultd significativamente mas sensible guedesarrollo embrionario
temprano, encontrandose una diferencia en las coacenmtes letales de hasta 5,5 veces,
coincidentemente a lo informado para la exposicioiRdmella arenaruma Bisfenol A,
otro compuesto organico utilizado en la industria de plasticditivos plasticos (Hutler

Wolkowicz et al.2011), que al igual que el nonilfenol causa disrupcion endocrina.

La toxicidad del nonilfenol por exposicion continua desdesthdio de opérculo
completo o inicio del desarrollo larval (E.25) en adelanatenostré cambios significativos
a lo largo de la exposicién (168 h), demostrando que el anallfalcanza su maxima
toxicidad en las primeras 72 h de exposicion, con una CL50 de(@&7 - 0,39) mg
nonilfenol/L. Este patrén de efecto téxico maximo sobrddass deRhinella arenarum
expuestas desde el E.25, es similar al ya informado paraemetaho el cadmio (Pérez-

Coll y Herkovits 1996) y para compuestos organicos como el ZArdhzonet al.2011a)

Cuando la exposicion al nonilfenol desde el inicio del deBarembrionario (E.4)
se extendié a 336 h, se observo un aumento de la susadgudiloie mas de 10 veces, hasta

alcanzar una CL50-336h de 0,17 (0,1@,24) mg nonilfenol/L, lo que podria deberse a que
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al aumentar el tiempo de exposicion quedd comprendido &irdés larval, el cual resulté
mas susceptible. EI mismo patron de respuesta se obseavta paqposicion a octilfenol,
en la que hubo un aumento en la susceptibilidad de lasdads de casi 30 veces, con una
CL50-24h de 16,58 (13,8318,23) mg octilfenol/L y una CL50-336h de 0,58 (0,3383)
mg octilfenol/L. Comparativamente, para los embrioneR darenarumexpuestos desde el
inicio de su desarrollo (E.4) por 336h, el nonilfenol résséir mas toxico que el octilfenol.

En el caso de la exposicion extendida del nonilfenobhast1152 h (48 dias), de
las larvas desde el inicio del desarrollo larval (E.26)pbservé un aumento significativo
en la susceptibilidad al prolongarse la exposicién, asd 48adias la CL50 fue de tan solo
0,11 (0,08- 0,14) mg nonilfenol/L, representando un aumento de casivieees en
comparacion con la toxicidad informada a las 24 h.

Con respecto al octilfenol, la toxicidad también mostnoteenpo dependiente,
aumentando significativamente al prolongarse la exgosidiasta casi 6 veces, con un
valor CL50-48 dias de 0,07 (0,64,1) mg octilfenol/L. Por otro lado, se informo la CL50-
96h en 0,28 (0,22 0,4) mg octilfenol/L, valor que coincide con lo informadmibé&n para
R. arenarumen el estadio 26 (Piazza 2006). En el mismo trabajofeeria la CL50-96h
de 0,38 (0,38 0,4) mg octilfenol/L para el estadio 28, lo que marcani@awmento en la
resistencia de los individuos. Esto confirmaria la mausceptibilidad de los individuos al

comienzo del desarrollo larval.

Contrariamente a lo observado para la exposicion delsdesarrollo embrionario
(E.4), para el caso de las larvas no se encontrareneddias significativas entre la
toxicidad de ambas sustancias. Si bien estas diferepoiddan deberse a los mecanismos
toxicos de accion de cada sustancia en particular, edte pedria estar relacionado con la
mayor solubilidad del octilfenol en agua y la mayor lipofilad del nonilfenol (Yinget al.
2002), asi al comienzo del desarrollo estas caractasstiel nonilfenol permitirian una
acumulacion del mismo en los tejidos grasos, que lueggnseovilizados al ser los tejidos

utilizados para el desarrollo de los individuos.

Con respecto a la metamorfosis no se encontraroredifies significativas ni en el

peso de los individuos ni el tiempo requerido para alcaazaretamorfosis con respecto a
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los controles para ninguno de los tratamientos tanto delferal como del octilfenol,
coincidentemente con lo informado también para la egjgosa octilfenol de larvas de.
arenarumal comienzo de la prometamorfosis (Piazza 2006)

Este trabajo destaca la importancia de realizar bioens@ytzsxicidad en diferentes
etapas del ciclo de vida de una especie e identificar ri@ddme mas sensible a fin de

recomendar umbrales de tolerancia conservativos pgm&servacion.

El nonilfenol caus6é también efectos subletales, asi elceinderatogénico
(IT=CL50/CE50) para las 96 h en la exposicion desde el dédeagrobrionario temprano,
fue 1,08; valores similares en el IT aunque no en la CL5®ruencontrados para otras
especies de anfibio, comXenopus laeviLrinia insigniferay Litoria adelaidensigMann
y Bidwell 2000). Si bien el valor informado de IT es menor deylsb considera que el
riesgo de sufrir efectos teratogénicos a este tiempas monsiderablemente mayor al letal
(ASTM 1993a); se observaron anomalias desde las primeras Herexposicion, que
consistieron en disociacion celular, dificultad pasampletar la gastrulacion y la
persistencia de tapones vitelinos en individuos expuestne dd inicio del desarrollo
embrionario. Una vez avanzado el desarrollo, se obs@nncipalmente un retraso en el
mismo, reduccion general del cuerpo y cola, microcefaliages#srollo de branquias,
incurvaciones en el eje, y distintos tipos de edemayyeodo edemas en la cavidad del
corazon y en las branquias, asi como anomalias emtad¢ion de las estructuras bucales y
ausencia de espiralamiento del tubo digestivo. Estamaias pueden ser consideradas
como efectos inespecificos de este agente toxico, dadagjnmedmas fueron informadas
tanto por exposicion a metales (Aronzzral. 2011b; Pérez-Coll y Herkovits 1990; Sztrum
2010), como a otros compuestos organicos sehmeella arenarun{Aronzonet al.2011a;
Hutler Wolkowicz et al. 2011; Pérez-Coll y Herkovits 2004; Svast al. 2012 ). Sin
embargo, como caracteristica notoria se observo lasgh del extremo caudal del eje de
la aleta (Figura 3.4. y 3.6.). Algunos autores plantean cposible causa de estas
alteraciones, incluyendo las incurvaciones, una inldibien la sintesis de colageno, lo que
originaria un defecto en el desarrollo de los primordersebrales tempranos (Birge al.
1983) Sin embargo, se observaron anomalias en el eje del ceretpovas expuestas desde

el final del desarrollo embrionario a tiempos de expdsicortos (5 h y 24 h). Algunos
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autores han propuesto la inhibicién de la actividad de ldcdetesterasa como una de las
posibles responsables de las curvaturas observadas por @xpoaicinsecticidas
organofosforados que causarian una desorganizacion de dbamos (Bonfantiet al.
2004), y si bien estudios en peces confirmaron la inhibd&lta actividad enzimatica por

el nonilfenol (Li 2008), este efecto podria relacionarea cualquier mecanismo que
causara un excesivo flujo de ‘Gacausando una sobre estimulacién del aparato contractil
del miocito. Hasta una necrosis muscular (Leonard y &al@979). M&s aun, se ha
informado el efecto toxico del nonilfenol en células reprtmas masculinas que
mostraron un desbalance por el ingreso excesivo de calogado por la alteracion de la
membrana celular (Gorgj al. 2008)

Asi, el corto tiempo en el que el nonilfenol ejerce efettratogénicos, resalta la
importancia de la teratogénesis como un parametro finaladeaeion de riesgo.

Hasta el momento no se habia informado sobre la toxicidagbd#éfenol en una
especie de anfibio autdéctona como es el cas®hileella arenarumComparativamente con
la mayoria de los anfibio. arenarunresulté mucho mas sensible, mas de diez veces en
comparacion coxXenopus laevisy unas 55 veces y casi 80 veces mas sensibl€gui@
insigniferay Litoria adelaidensis respectivamente (Mann y Bidwell 2000). No se podria
descartar que la utilizacion de diferentes protocolosesgmnsable de la diferencia en la
susceptibilidad entre estas especgfeR. arenarum Ademas, se ha informado que las
diferencias entre FETAX y ANFITOX en las condicionessdiénidad y temperatura en el
medio de mantenimiento, podrian modificar los resultatda toxicidad (Herkovits y
Pérez-Coll 2003). Sin embargo, diferencias tan grandes pat#iimnse a la susceptibilidad
propia de cada especie. Esto resalta la importancia deaevaltoxicidad de las noxas en
especies autdctonas, como es el casoRdearenarum que brinde un panorama
representativo de las implicancias sobre los ecosastgntas especies de Argentina, con el
fin de tomar decisiones, establecer umbrales, y edalplaines de manejo mas acordes con

la situacion de la region.

Para analizar el riesgo ecoldgico (HQ) de esta sustanéthinella arenarumse lo
pudo estimar numéricamente utilizando la aproximacion ¢dalat por USEPA (1998)

adoptando el peor escenario posible basandose en el “principio precautorio”, asi se realiza
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el cociente entre una medida puntual de la toxicidad, que psefria CL50, y un valor
ambiental. Dado que no se conoce informacién sobre coaciEmes de exposicion de
nonilfenol en Argentina, y no se puede establecer un eatimado en el ambiente, podria
utilizarse la mayor concentracion informada del téxicoleneglio, que fue de 1,6 mg/L en
muestras tomadas de diversos cuerpos de agua entre 1999-2000acws B$hidos
(Shackelfordet al. 1983) . Como medida de toxicidad puntual para el caso del noniffenol
podria utilizar la CL50 mas baja que fue la del estadio decwlpécompleto (E.25) desde
las 384 h hasta los 48 dias de exposicion (0,112 mg nonilfenol/extddorma el valor de
HQ es 14,28. Como medida de referencia, el valor HQ se lo compara con el “valor de
preocupacion” (LOC, del inglés: level of concerhpropuesto por USEPA. EI LOC es una
herramienta de politica ambiental que se utiliza parapi&r el cociente de riesgo y
analizar el riesgo potencial para los organismo$lancg asi como la necesidad de tomar
medidas reglamentarias. El valor LOC para considerarisée@cia de un potencial riesgo
es 1. Si el HQ supera el valor 1, es posible que la sustmciaestion sea responsable de
producir efectos adversos. Esto pone de manifiesto la grdwael la situacion ambiental
gue representan las concentraciones del nonilfenol en dlieat® mas aun,
concentraciones mayores a la evaluada pueden encorlbeatmente en las zonas de
descargas de plantas de tratamiento ya que la eficienda remocion del nonilfenol es
muy variable y generalmente deficitaria (Soareal. 2008). Considerando la informacion
obtenida, esta situacion representaria un riesgo no @ el desarrollo normal y
comportamiento de este anfibio, cuyas alteraciones pumdeentar la vulnerabilidad de
los individuos a otros factores, sino que también afiecthrectamente la sobrevida Be

arenarum contribuyendo a la declinacion de las poblaciones deiasfib
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4.1. Objetivos e hipotesis.

4.1.1. Objetivos.

Evaluar la toxicidad letal y subletal del Diazin6n, mtihdo bioensayos de
toxicidad con embriones y larvas Béinella arenarun{ANFITOX), realizando las curvas
de isotoxtidad o curvas TOP, en ensayos agudos (de hasta 96 h) y cromi(t68 h).

En forma adicional, se propuso analizar la toxicidad destdependiente al
Diazindn en diferentes estadios del desarrollo emhbrieal de Rhinella arenarumpor
pulsos de 24 h.

En forma complementaria se propuso evaluar la incorgorate! Diazindn, por
exposiciones agudas y cronicasembriones y larvas dehinella arenarum.

4.1.2. Hipotesis.
El Diazinon causa importantes efectos letales y sableen embriones y larvas de

Rhinella arenaruna tiempos de exposicion agudos y cronicos cortos.

La toxicidad del Diazindbn en los estadios embrio-larvalefRhinella arenarum
puede analizarse a partir de curvas de isotoxicidad.

La susceptibilidad al Diazindn de los embriones y larvaskdmella arenarum
varia a lo largo del desarrollo embrionario y larval y diferentes estadios embrionarios
tienen una sensibilidad diferente al insecticida

La incorporacion al Diazindn depende del tiempo y la eotracion de exposicion,
asi como de la etapa del desarrolldRdarenarumen que son expuest
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4.2. Introduccion

A principios del siglo XIX, se descubrié accidentalmelateaccion pesticida de
algunos elementos naturales como el azufre, cobigniao, piretrinas (sustancias
obtenidas de los pétalos del crisantem@hriysanthemum cinerariefoliwny fosforo; y
también se inicio el uso de los derivados del petrolecl®2, se comenzaron a utilizar
diferentes aceites insecticidas y poco mas tarde, ioeqms productos sintéticos. Mller,
en 1940, descubrié las propiedades insecticidas del diclaroidificloroetano, mejor
conocido como DDT. A partir de esa fecha se inicié nldustria de los plaguicidas
organosintéticos. El uso intensivo de estos compuestoenz® a producir enormes
problemas de contaminacion ambiental y dafios a la saluels €l caso del DDT, el mas
conocido entre los organoclorados y que fuera usadosexdemente para el control de
plagas hasta su prohibicion en 1979. Sus metabolitos se eaacuesin como
contaminantes del suelo y agua, asi como en tejidos &simahumanos. Los insecticidas
organoclorados tuvieron una gran aceptacion debido a su elfeatimidad en el control
de una gran variedad de plagas, pero como consecuencialtisimaa toxicidad de estos
compuestos en animales silvestres, baja degradabilidad gteecga en el ambiente, su
uso fue prohibido en los afios “70 por la Agencia de Proteégitnental de los Estados
Unidos (USEPA). En su reemplazo, surgieron los plaguicidas denominados de ‘“nueva
generacion” como los carbamatos (estructura quimica basada en un alcaloide de la planta
Physostigma venenosyny los compuestos organofosforados que se comenzaron a
sintetizar en 1948. Los nuevos compuestos fueron reemglagmadualmente a la mayoria
de los plaguicidas clorados. En el presente los carbamatgsnofosforados suelen ser los
ingredientes activos de la mayoria de los insecticidds glgunos herbicidas (Gonzalez
2004; Wheeler 2002).

Los modelos de produccion y cultivo se basan en la obtende beneficios
econdémicos por medio de la expansion de la barrera agranie y de la intensificacion de
la produccion mediante el uso de agroquimicos, el mejortonigenético y la

mecanizacion de las practicas. Asi el uso de plaguisieanasificé y multiplicé, lo que

141



Capitulo 4: Diazin6n

esta estrechamente vinculado con los cambios introdueid@ms modelos de produccion y
cultivo, que duplicaron la productividad de la agricultura. Lagyitidas por si solos son
responsables de al menos el 30% de ese aumento de prodiosigraises en vias de
desarrollo también los han ido empleando cada vez m&és by actualidad, consumen la
cuarta parte de este tipo de productos. Se calcula que pourgddd monetaria invertida

en plaguicidas el agricultor ahorra pérdidas por valourtkes 3 a 5 unidades (Gonzéalez
2004).

El Diazinbn O,O-dieril O-2-isopropil-6-metilpirimidil-4-il fosforotioato (Figura
4.1.), es un insecticida organofosforado no sistémicang®i@rango y larga persistencia
(IPCS 1998b). Sus propiedades quimicas fueron descriptas primeageer (1953) y fue
introducido al mercado por la compafiia quimica suiza J.RlyGA. bajo los nombres
comerciales Basudin, Diazitol, Neocidol y Nucidol. Ha ssifttetizado por manipulacion
guimica de agentes neurotoxicos desarrollados originalnoem® armas quimicas. Es
altamente efectivo contra formas adultas y juvenilesndectos, pero también de otros
invertebrados como acaros y nematodos. Ha sido aplicado Ildssdeios de los 58, en
cultivos de maiz, frutas, citricos, bananas, vifieda%a c azucar, tabaco, papas, café,
cacao, té, cultivos horticolas, algodén y arroz. Tamldé ampliamente utilizado en
veterinaria para el control de ectoparasitos de anintidesampo y domiciliario como

pulgones, escarabajos y cochinillas.

T
CH,—CH 5 O—CH,—CH,
Sy
=N i
N 0 O—CH,—CH,
4
CH,

Figura 4.1. Estructura quimica del Diazinén.
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Se ha demostrado que después de las aplicaciones de Derziodltivos y plantas,
el plaguicida desaparece del suelo rapidamente a tral@valatilizacion y es facilmente
escurrido de la superficie pudiendo alcanzar aguas supedjotldas que es uno de los
plaguicidas mas comunmente detectado (Hamm y Hinton 2000)ida puede alcanzar
las aguas subterraneas (Albaetsal. 1998) y de esta manera afectar la biota silvestre
(Figura 4.2.). El Diazin6n tiene una vida media que va diesdé0 h hasta las 12 semanas,
dependiendo del pH, la temperatura, la iluminacién y la pcesate microorganismos
(Scheunertet al. 1993). Se ha demostrado su alta persistencia, siendo uriosde
organofosforados mas estables en agua, con un bajo fageata degradacion a los 30 dias
(Kanazawa 1975)La mayor fuente de residuos estd en los cultivos por sucasio
insecticida, mientras que los residuos en las carnes dugos derivados de animales
proviene de su uso veterinario (IPCS 1998b; Tomlin 2003).

Lavado
disposicidn de
contaminantes .

J50  Atmdsfera
EAR A
2 2, ’

’ s

Transporte aéreo Desplazamiento por el fiento

“olatilizacién

5 A .
icién = DISPOSICION
Fotndesco;rnpos:uon Escurrimiento superficial

Agua supetficial

Adsorcidn ala |

superficie e S— [

mineral/organica 1

Desorcion y difusion i
en la solucion del suelo v
Transporte en suelos

v Transformacion quimica

Lavado 5 : S g z >
/ gua subterranea Transformacion microbiana | 4

Figura 4.2.: Diferentes mecanismos de transporte de los plaguicidas anbétnte. Extraido de
“Riesgos quimicos por el uso de plaguicidas en el ambiente”(Gonzalez 2004).

Una vez que ingresan al ambiente acuatico, las sustamgiascas persistentes
pueden acumularse en los organismos a través de diferemeanismos, ya sea por

bioconcentracién, definida como la incorporacion direetsde el agua por las branquias y
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la piel; por ingestion, la cual se da por la incorporaaé particulas suspendidas, o por
biomagnificacion, que resulta del consumo de alimentoswsomados (van der Oost al.
2003). Inclusive, cuando no es posible detectar efectos agudasoruocos, la
bioacumulacion debe ser considerada como un critericedgo en si mismo, ya que
algunos de los efectos pueden ser reconocidos en ungdstior de la vida de los
individuos expuestos, o incluso en individuos en los eslaboassaltos de la red tréfica.
La bioacumulacion de las sustancias quimicas en la pistde ser el indicio temprano
para efectos adversos a nivel de ecosistemas (Fedrdde1994). Asi, los niveles de los
contaminantes en los organismos vivos estan determinaithagpaimente por la cinética
de absorcion y eliminacion, que son caracteristicos destestiancia y de cada organismo.

Los factores de bioconcentracion, entendidos como dicion entre la
concentracion de la sustancia en el organismo y la otrac@®n del compedo en el agua,
fueron obtenido®n caracoles y peces luego de un periodo de siete dias dec&xpasi
Diazinén Asi entre los primeros, el indice varid entre 6 y 17 fesaiferentes especies,
mientras que en el caso de los peces el indice fue dé@sl&32 par#&oecilia reticulatay
Pseudorasbora parvaespectivamente. También se evalué la incorporacibped#icida
en Oryzias latipesdurante 72 h. La que a las 24h alcanzéplateay y un factor de
bioconcentracion de 28 (Tsudaal. 1995). Ademas, dicho autor evalud la toxicidad aguda
y la incorporacion tanto del Diazinén, como de su oxomldama CL50-48h de 4,4 mg/L
y 0,22 mg/L y factores de bioconcentracion de 49 y 0,5, respeente.(Tsudaet al.
1997)

El Diazinén tiene como blanco principal el sistema nexjionediante la inhibicion
de la actividad Acetilcolinesterasa (AChE), enzima queabmdiza la acetilcolina (ACh)
La ACh es el principal neurotransmisor endégeno de losensst neuronales,
especialmente en las sinapsis neuromusculares, estezhainervioso autbnomo y en el
cerebro. Durante la trasmision colinérgica de los impufsrviosos, la ACh se une a uno
de los dos tipos generales de receptores: los receptordaioamtque son canales idnicos
guimicamente cerrados, o a los receptores muscarinicogstre acoplados a través de
proteinas G a sistemas de segundos mensajeros dentro cdulas. En las sinapsis

neuromusculares, la ACh se une a los receptores nicatificque resulta en la excitacion
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y la contraccion muscular. Los receptores colinérgmascarinicos (MCHR) dominan en
el sistema nervioso autbnomo y en el cerebro en lolaguedén MCHR-ACh puede causar
excitacion o inhibicion. La Acetilcolinesterasa (AChBjinculada a las membranas
postsinpticas, degrada ACh en colina y &cido acético gamar fin a la transmision
neuronal colinérgica (Beauvags al. 2000) (Ecuacion 4.1.). El Diazindn tiene como blanco
principal la inhibiciébn de la enzima Acetilcolinesterd8&£hE), mediante la fosforilacion
del grupo hidroxilo de la serina en el dominio de union afates{Fulton y Key 2001). La
reaccion es analoga a la del sustrato, excepto que iehdierfosforilado es mucho mas
resistente a hidrélisis subsecuentes que el derivado doetitamin, lo que hace que la
inhibicion sea esencialmente irreversible (Galloway pdya2003).

La AChE eda ampliamente distribuida en invertebrados y vertelsta@@mo
consecuencia de la acumulacion del neurotrasmisor seiqgeraina sobre estimulacion de
los receptores colinérgicos que resultan en un patrén ¢eleenaurotoxicidad, inhibiendo
el centro respiratorio del cerebro y las uniones neuscolares del aparato respiratorio
(Coppage y Braidech 1976); causando también hiperactividad, pérdaaaerdinacion,
temblores, espasmos musculares, convulsiones, nadmangrfinalmente la paralisis e
incluso la muerte. Dado que existe una similitud fisiologidaeeal sistema nervioso de
vertebrados y el de insectos, existe la posibilidad de gqueselonmecanismo que afecta a

los insectos también pueda afectar a los vertebrados (CisaynBarr 1995)

O
I AChE

Acetilcolina (ACh) Colina Acido acético

Ecuacién 4.1: La Acetilcolinesterasa (AChE), vinculada a las membranas pagt&ias degrada
ACh en codlina y acido acético para poner fin a la traiém neuronal colinérgica. Extraido de
“Environmental Toxicology” (Ming-Ho 2005)
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El Diazindn puede ingresar a los organismos mediantellalg alimentacion y la
inhalacion luego de lo cual, atraviesa una reaccion deabgformacion por la cual el
azufre de su grupo P=S es sustituido por un oxigeno. Esto daresuitado la conversion
a su analogo oxigenado, en el caso del Diazin6n, sibaligtaDiazoxon (O,0O-diethil O-
(2-isopropil-4-metil-6-pirimidinil) fosfato) (Figura 4.3.). EDiazindn se hidroliza
rapidamente en condiciones ambientales acidas yasagies inestable en presencia de
radiaciones UV. Se ha observado que la conversion milo@l Diazinbn puede ocurrir
en aves, peces y mamiferos. Se sabe que la metalinlizzeilos organofosforados es
mediada por la enzima citocromo P450 dependiente del aistemmooxigenasalLa
citocromo P450 pertenece a la familia de las proteinas fesataliza la oxidacién de una
amplia variedad de sustancias quimicas. Tiene una gramtéanpia ya que esta implicado
en la activacion o desactivacion de muchos xenobiotiEoseste caso, la reaccion de
desulfuracion resulta en un aumento dramatico dexlaidad aguda del plaguicida. Asi,
mientras que el plaguicida organofosforado al que el organisicialmente fue expuesto
tiene por si mismo poca capacidad para inhibir la AChE, snafaesulfurada, el Oxon,
exhibe una potencia de inhibicion que puede ser de dos a tree®rdayores de magnitud
(Flaskos 2012). Asi, cuando se evalud la toxicidad por expas@i Diazindbn y su
correspondiente oxon détana boyliilas CL50-96h resultaron en 7,49 mg/L y 0,76 mg/L,
respectivamente (Sparling y Fellers 2007). Al evaluarse la dlaxicdel plaguicida en
estadios tempranos del p@zyzias latipesse observé una inhibicion de la AChE, la cual
fue significativamente mayor cuando se expusieron lon@mgas al diazoxén. Para evitar
la activacion del pesticida a través del citocromo P4gOutilizaron inhibidores de la
enzima en la exposicion al Diazinén, resultando endisrainucion de la inhibicién de la
AChE, aunque no se registraron diferencias en la incacior del DiazinbnSin embargo,
no se encontraron diferencias en la inhibicion de GhRA al utilizar los inhibidores de

P450 cuando se expusieron los individuos al diazox6n (Henain2001).

Otros productos de la degradacion del plaguicida incluyen el hizie@mnon vy el
2-isopropil-6-metil-4-hidroxipirimidinol (IMP), un producto pest@nte pero menos toxico
(Bavconet al. 2003; Colovicet al.2010; Karpouzas y Singh 2006).
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Figura 4.3.: Estructura quimica del Diazoxon.

Existen algunos indicios de que el Diazindn podria indusiugcion endocrina en
mamiferos. Se ha observado la disminucién reproductiva,irqeyé menor tasa de
hembras con embriones, asi como la disminucion ersgada nacimientos en roedores
expuestos al plaguicida (Sheffield 1996). Se ha demostradd fuezaon también causa
disrupcidon endocrina en el pez de agua dukpomis macrochirusnduciendo cambios
histopatologicos en los foliculos ovaricos, afectandoniveles de estradiol, lo que puede
causar una disrupcion en el eje hipotalamo-pituitaricagal alterando el sistema y la

capacidad reproductiva (Maxwell y Dutta 2005 ).

En cuanto al efecto toxico agudo del Diazindn informadopeces adultos, se
observdé que es muy variable oscilando varios 6rdenes dmitoth segun la especie
utilizada en los ensayos (Alam y Maughan 1993; Ferrandd. 1991; Sakr y Gabr 1992)
Experimentalmente se observd que, los estadios tengpndos ciclos de vida de los
peces resultan ser siempre los mas sensibles (Wemsis/ M89). Sin embargo en el caso
deOryzias latipese encontré un descenso significativo tanto en la CL50 emnad indice
de inhibicion de la AChE, indicando una mayor sensibilida®iakinbn a medida que

avanzaba el desarrollo (Hanehal.2001)
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Tabla 4.1.: Datos publicados de toxicidad al Diazindn durante el desareofibrio-larval de
diferentes anfibios.

Concentracion/
Especie | Estadio| Compuestg Tiempo Valor Referencia
(Sparling y
Rana boylii | Larva | Diazin6n CL50-96h 7,49 mg/L | Fellers 2007)
Rana (Harriset al.
clamitans | Blastula| Diazinén CL50-16d 0,005 mg/L 1998)
Rana Diazinon (Harriset al.
clamitans | Blastula| formulado CL50-16d 0,0028 mg/L 1998)
Xenopus (Modraet al.
laevis CL50-96h 9,84 mg/L 2011)
(De Jong
Pseudacris Westmaret al.
regilla Embrién| Diazinén CL20-8d >0,175mg/L 2010)
Bufo (Sumanadasat
melanostictug Embrion CL50-30d 6 mg/L al. 2008)
Bufo (Sumanadasat
melanostictuy Larva CL50-30d 7,5 mg/L al. 2008)

La Tabla 4.1. muestra los datos de toxicidad de Diazindnagiguamos anfibios.
Asi, la CL50 aguda pardana boyliies de 7,49 mg/L (Sparling y Fellers 2007), mientras
gue paraXenopus laevigddicho pardmetro es de 9,84 mg/L (Modsta al. 2011). La
exposicion cronica al pesticida Bafo melanosyictugesulté tener valores similares , tanto
para exposiciones a partir del desarrollo embrionarioocdet larval (Sumanadas al.

2008). Sin embarg®ana clamitansesulté mucho mas sensible, con valores del orden de
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0,005mg/L, mostrando que el formulado comercial resultoager mas toxico que el
Diazindn solo (Harrigt al. 1998).

Relyea (2004) también observé mortalidad en otras cugpecies de anfibios
expuestas a 2 mg/L de Diazinén, por lo que la CL50s de estasies estarian por encima
de este valor. Ha sido reportado que la exposicién de radaguacas organofosforados
reduce su actividad, produce falta de coordinacion en la natacigrenta la vulnerabilidad
a predadores, baja la tasa de crecimiento y aumentarfalicad (Bridges 1997). Como se
puede observar la informacién sobre la toxicidad de eatiigida en el grupo de anfibios
es escasa, y no hay informacién sobre el efecRhamella arenarum
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4.3. Materiales y Método

4.3.1. Obtencion de material biolégico

Los embriones y larvas d®&hinella arenarum(sapo comin americano) se
obtuvieron, se seleccionaron y mantuvieron segun lo iges@n las secciones 2.3.1.1 y
2.3.1.2

4.3.2. Criterio de aceptacion del material biologico.

El criterio de aceptacion del material biologico fuenggmo, asi la calidad y
fecundidad de los huevos fue evaluada diariamente, considese aceptable una tasa de
fertilidad mayor al 75 % y mas de un 70% de sobrevida de endsrinormales al
alcanzarse el estadio de néurula (E.13) (Herkovits y Repé4999).

4.3.3. Protocolos experimentales

Entre los afios 2007 y 2011 se realizaron los bioensayos dmmoees y larvas
provenientes de parejas independientes, habiendo repetido, mmimo tres veces, cada
uno de los protocolos experimentales que se describen auamibin. Algunos de los
bioensayos de exposicion al Diazinén, fueron repetidosahemco veces, usando

embriones y larvas de diferentes camadas.
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4.3.3.1. Exposicion continua.

Se aplicé el conjunto de bioensayos estandarizados ANkIHerkovits y Pérez-
Coll 1999) descriptos en la seccién 2.3.3.1.

- ANFIEMB
- ANFIAGU.
- ANFICOR.

4.3.3.2. Exposicion por 24 horas al Diazindn a partir de distintos estadios del desarrollo

embrionario y larval.

A fin de evaluar la susceptibilidad diferencial en las dasinetapas del ciclo de
vida de Rhinella arenarumse realizaron bioensayos de exposicion por pulso de 24 h
durante el periodo embrionario, organogénico y larval. ezl estos bioensayos simulan
la exposicion “por pulsos” que ocurre con cierta frecuencia en los cuerpos receptores,

particularmente en situaciones de accidentes toxicolagicos

Para estos bioensayos se utilizaron embriones y larvastadio de Blastula (E.4),
Gastrula (E.11), Surco Neural (E.14), Respuesta Muscular (ECk8ulacion Branquial
(E.20), Boca Abierta (E.21) y Opérculo Completo (E.25),doales fueron expuestos a
diferentes concentraciones de Diazindn por 24 h, luego dedl fueron exhaustivamente

lavados con 200ml de SA y mantenidos en SA hasta las 168 h.

4.3.4. Condiciones generales de los tratamientos.

Las condiciones generales de los tratamientos seaeal segun lo descripto en la

seccion 2.3.4.

151



Capitulo 4: Diazin6n

4.3.5. Evaluacion de los efectos teratogénicos.

La evaluacion de los efectos teratogénicos se realizegan lo descripto en la
seccion 2.3.5

Al finalizar el ensayo AFIEMB, se evalué la longitud alzada por los embriones
expuestos desde el inicio del desarrollo embrionario E6ad en forma milimétrica con la
utilizacién de un microscopio estereoscopico (ME) Z8tesni DV4.

4.3.6.  Efectos sobre el comportamiento.

La evaluacion de los movimientos y de respuesta a losldst, se realizé primero
con movimientos suaves de la camara, seguido por la éstidrucon una fuente de luz.
En el caso que no se observaran respuestas de los indjseuealizd una estimulacion
mecanica suave con una pinza, y finalmente se obseratidel tardiaco bajo microscopio

estereoscopico (ME) Zeiss Stemi DV4.

4.3.7. Evaluacion del riesgo ambiental.

El riesgo ecoldgico puede ser estimado numéricamentdasamproximacion del
Cociente de PeligrdHazard QuotientHQ por sus siglas en inglés) (US EPA 1998), basada
en la comparacion de una concentracion ambientalatp€EEC) y un valor estandar de

toxicidad.

Para el caso del Diazinén, la EEC fue calculada comparcentaje de la dosis
maxima de aplicacion propuesto, 4,5 Kg/ ha del ingrediente ac8yogénta Crop
Protection Inc.). Este porcentaje depende de la exposiyadsea a través de la dispersion,
del lavado y la escorrentia, lo cual corresponderia 40% o de la exposicion por
pulverizacion aérea lo que corresponderia a un 100%. Gmerenibriones y las larvas de

Rhinella arenarunsuelen encontrarse en charcas temporales de baja pdaftinpara el
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célculo de la EEC se asumié una profundidad de agua de $Sunrarea de 1 f(Boutin
et al. 1993; Boutin et al. 1995)

Asi, adoptando el peor escenario posible basandose en el “principio precautorio”,
una medida puntual de la toxicidad podria ser la CL10. Defaste, el valor HQ se lo
compara con el “valor de preocupacion” (level of concernLOC por sus siglas en inglés)
propuesto por USEPA. EI LOC es una herramienta de politiceeatabque se utiliza para
interpretar el cociente de riesgo y analizar el riesgo piiepara los organismos no
blanco, asi como también la necesidad de tomar mediglasnentarias. El valor LOC para
considerar la existencia de un potencial riesgo es él. I9Q supera el valor 1, es posible
gue la sustancia en cuestion sea capaz de producir efdeersas.

4.3.8. Incorporaciéon del Diazinon.

4.3.8.1. Ensayos preliminares para la evaluacion de la incorporacion del Diazinon.

Con el fin de evaluar la incorporacion del Diazinbnegpusieron 60 larvas en
estadio de Opérculo Completo (E.25) Rhinella arenarumpor triplicado a 240 ml de
soluciones de 6 mg Diazinon/L y 7,5 mg Diazinon/L. A &&h, 72 h'y 144 h se retiraron
los individuos, se realizaron 2 lavados exhaustivos con 200r8lAdduego de lo cual

fueron secados, pesados, y almacenados a -20°C.

Simultaneamente se realizé un bioensayo de toxicidaBl@®R, con la misma

camada de larvas con el fin de evaluar su sensibilidadglipida.

4.3.8.2. Ensayos definitivos para la evaluacion de la incorporacion del Diazinon.

4.3.8.2.1. Exposicion continua desde el inicio del desarrollo embrionario.
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Con el fin de evaluar la incorporacion del Diazin6n enelapas tempranas del
desarrollo embrionario, se expusieron 60 embriones tadiesde Blastula (E.4) de
Rhinella arenarumpor triplicado a 240 ml de soluciones de 1,5 mg Diazinon/L;g3 m
Diazindn/L y 4 mg Diazinon/L. A las 96 h, 240 h y 504 h geam®n los individuos, se
realizaron 2 lavados exhaustivos con 200ml de SA, luego dmidb fueron secados,
pesados, y almacenados a -20°C.

Simultdneamente se realiz6 un bioensayo de toxicidadIEMB, con la misma
camada de embriones a fin de evaluar la sensibilidadrdestaa al plaguicida.

4.3.8.2.2 Exposicion continua desde el final del desarrollo embrionario.

Con el fin de evaluar la incorporacion del DiazinOnegpusieron 60 larvas en
estadio de Opérculo Completo (E.25) Rbinella arenarumpor triplicado a 240 ml de
soluciones de 0,5 mg Diazinon/L; 1,5 mg Diazinén/L y 3 ngDon/L. A las 96 h, 240 h
y 504 h se retiraron los individuos, se realizaron 2 lavagbaustivos con 200ml de SA,

luego de lo cual fueron secados, pesados, y almacenados a -20°C

Paralelamente se realiz6 un bioensayo de toxicidad ANRICcon la misma

camada de larvas con el fin de evaluar la sensibilidaa ohksima al plaguicida.

4.3.8.3 Protocolo para la determinacion de la incorporaciéon del Diazindn.

Con el fin de analizar el contenido de Diazinéds muestras biolégicas s fueron
homogenizadas por uso de un homogenizador tipo politron, estosgknatos fueron
secados con sulfato de sodio anhidro (y calcinado a 550 amente) y extraidos por
soxhlet con una mezcla de Hexano/acetona segun los lineamigSEPA (1994) M
8141a). Estos extractos fueron llevados a sequedad en ratgvepaiente de nitrégeno,

resuspendidos en hexano y sometidos a un clean up dsiflJuedolectando la fraccion de
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12% de éter etilico en hexano (US EPA 1994) (M 3620C). Las mudsegs fueron
llevadas a sequedad en rotavapor y corriente de nitrégenspeaslidas en hexano e
inyectadas en un Cromatégrafo gaseoso equipado con un N&ddlset 250°C, usando
una columna HP-5 de 30mx0.32mm, H2 como carrier a 0.8 ml/mjacéidn Split en
relacion 1:50 a 220 °C y horno con rampa desde 160°C hasta 165 £230° °C/min. La
identidad del analito investigado se confirmé por espectréangér masas de cuadrupolo
simple operando en modo SIM, monitoreando los iones m/z43®},137, previamente
caracterizados en el instrumento por barrido SCAN dmeéates entre 70 y 550 umas. El
cociente de las areas de iones especificos en fsdasés y las muestras fue usado como

criterio de identidad. La recuperacion fue del 97,8%.

4.3.9.  Preparacion de las soluciones.

Las soluciones de Diazindn fueron preparadas inmediatanagies de su uso, a
partir de una solucion madre de 3 g/L, la cual fue realizadartdo el volumen necesario
de Diazindn (pureza 99,9%, namero de cas: 333-41-5, Lot LB75417, Suyebgical)

diluyéndolo en acetona.

Las soluciones de uso, en un rango de 1,5 a 45 mg Diazinfurerbn preparadas
diluyendo la soluciéon madre en SA. Asimismo se mantomi€ontroles de acetona, que
consistieron en triplicados de 10 embriones o larvas etqaiasa maxima concentracion

de acetona utilizada en el bioensayo.

Las soluciones se analizaron en un cromatégrafodiiggilent con arreglo de
diodos modelo 1100, separacioén con columna Gemini C18 15cmx4,6 em®0LC, fase
moévil mezcla isocratica de ACN:Buffer fosfato pH=3 (70:30gna® en DAD a 245 nm.
La identidad de los picos se confirmd por barrido espestitaé 200 y 400 nm.

4.3.10. Analisis de datos

Los perfiles de toxicidad se analizaron segun el modo deesariaseccion 2.3.10.
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Se calcularon los factores de bioconcentracion (FBEfnidos como la relacion
entre la concentracion de Diazindn en los embrianisvas (mg) y la concentracion del

Diazindn en el medio de exposicion (mg/L).

Las diferencias en los valores de incorporacion seizanah segun el método
descripto eta seccién 2.3.10.
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4.4. Resultados

4.4.1 Determinacioén de la toxicidad del Diazindon sobre embriones de Rhinella arenarum

expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por 168h.

4.4.1.1. Efectos letales.

Los efectos letales del Diazinénsobre los embriones dRhinella arenarum

expuestos en forma continua por 168 h fueron evaluados needlgrotocolo ANFITOX.

Se expusieron embriones provenientes de distintas owvnéscal plaguicida. La letalidad

de los embriones por exposicion al Diazinon a partiirdeilo de su desarrollo se informé

mediante un perfil de toxicidad (curvas TOP) graficado arpaetias CL10, 50 y 90 en

funcion del tiempo de exposicion.

Para las primeras 48 h de exposicion, el valor NOEC @wopara letalidad fue 30

mg Diazinon/L, mostrando un aumento significativo de ¥ictdad entre el periodo agudo
(96 h) y el crénico corto (168 h), con CL50-96h de 27,18 (26,13 - 28i@®)iazinOn/L, y
CL50-168h de 20,12 (19,1 - 20,9) mg/L, respectivamente (Figura Mael9e encontraron

diferencias en la susceptibilidad entre las difererdesadas, asi el coeficiente de variacion

en la susceptibilidad de las mismas no super6 el 11,7% (Tabhla 4.2

Tabla 4.2.: Concentraciones letales 50 (en mg Diazinén/L) con sus interdal@onfianza (IC) a
diferentes tiempos de exposicion, para cuatro camadas dereshdeRhinella arenaruntratadas
en forma continua con el plaguicida a partir del ingd@bdesarrollo embrionario, blastula (E.4).

CL5096h |IC()CL50 |IC(+)CL50 |CL50444h |IC(-)CL50 |IC(+) CL50 | CL50-168h|IC(-)CL50 |IC(+) CL50
--------------------- 22,35 20,37 28,68 18,699 17,41 20,07
--------------------- 21,43 20,22 22,81 22,66 20,74 28,28

23,56 22,54 24,49 18,43 17,41 19,08 18,09 17,33 18,58
24,22 22,82 26,05 21,11 14,02 31,79 22,38 21,24 23,58
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Figura 4.4.: Curvas TOP de isotoxicidad graficadas a partir de las@; 50 y 90 y sus intervalos
de confianza de Diazin6n paRa arenarumexpuestos desde el inicio del desarrollo embrionario
(E.4) hasta el periodo cronico corto de exposicion inclusiaferencia significativa de la CL50
respecto de la correspondiente para el dia anterior (p < 0,05).

4.4.1.2. Efectos subletales.

Los embriones expuestos a Diazindn desde el inicio del désaembrionario
mostraron efectos subletales, asi el valor de CE50-®@@ 17,83 mg Diazinon/L (16,64
19,12). Las principales malformaciones observadas fuendmdesarrollo general,
disociacién celular, subdesarrollo o agenesia de bramgusubdesarrollo e incurvacion de
la aleta. La CE50 mostr6 una reduccion hacia las 120 h f2,1eh valores de 19,12 mg
Diazinén/L y 12,52 (10,19-15,39), respectivamente. A las 168 kuaiesiion, cuando los
controles habian alcanzado el estadio de opérculo campléhalizacion del desarrollo
embrionario (E.25), los individuos expuestos a la mamoicentracion ensayada, 6 mg
Diazinén/L, presentaban hidropesia general. Las principarmaciones observadas
fueron incurvaciones en el eje, retraso en el desarretiiuccion general de la talla y de la
cola y su ondulamiento. Las malformaciones se cdanole con edemas generalizados,
subdesarrollo de branquias, ausencia de elongacionralaspiento del tubo digestivo y su

ensanchamiento a nivel de la cloaca. (Figurg.4.5.
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El andlisis estadistico de la longitud de los embriandss 168 h de exposicion
mostré que los individuos tratados con concentracianpartir de 13,5 mg Diazin6én/L,

fueron significativamente mas cortos que los controliesi(& 4.6.).

Los efectos subletales en relacion al comportami&rgmn caracteristicos y se
registraron a partir de las 96 h, con un NOEC de 6 mg mdiafli. A partir de los 12 mg
Diazindn/L se observdG menor respuesta a los estimylos 18 mg Diazinén/L los
individuos presentaban espasmos. Finalmente, los embricngsiestos a 22,5 mg
Diazindn/L carecieron de respuesta a los estimuldas A20h, los efectos se intensificaron
y los individuos expuestos a 6 mg Diazindn/L y 12 mg DiaziL mostraron espasmos de
corta amplitud, y a partir de 15 mg Diazindn/L no respoodiea los estimulos, sin
embargo se confirmé su sobrevida ya que presentaban diéoildardiaco.
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Figura 4.5. Embriones ddR. arenarumtratados con Diazinén a partir de blastula y fijados a las
168h (finalizacion del desarrollo embrionario de los controsontrol. b) y ¢) 9 mg Diazindn/
obsérvense las incurvaciones en el eje y el retraso ersairalo. d) a ) 13 mg Diazindén/L.
Ademas de las malformaciones ya descriptas nétese la redgeciéral de la talla y de la cola y el
ondulamiento de la misma. m) a r) 18 mg Diazinén/L .Las amaliciones se completan con
edemas generalizados, subdesarrollo de branquias, ausencia daresgitaldel tubo digestivo y
su ensanchamiento a nivel de la cloaca. Escala: 1mm.
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Figura 4.6.: Longitud de los embriones expuestos a partir del inicio de suroléséE.4) por 168h
a diferentes concentraciones de Diazindn. * Diferencias sigtiifacs con respecto al cont(pl<
0,05).

4.4.2. Exposicion por pulsos de 24 horas al Diazindn a partir de distintos estadios del

desarrollo embrionario y larval. Seguimiento por 168 h.

La susceptibilidad estadio-dependiente de los embrioneRR.darenarum al
Diazindn puede analizarse mediante los valores NOEC senubserva en la figura 4.7.
Asi, los embriones expuestos por 24 h a Diazindn desdestadios de blastula (E.4) y
gastrula (E.11) no presentaron efectos aun a la conc@ntr@axima ensayada por lo que
se sugiere un valor NOEC - 24 h de 22,5 mg DiaZln6A su vez, solo el tratamiento
desde blastula mostré efectos sobre la sobrevida ggto d&l tiempo con un valor NOEC
de 18 mg Diazinén/L a las 168h. Los embriones expuesi@snag Diazin6A., en estos
dos estadios, mostraron alteraciones en el comport@miszmo hiperquinesia. Los
estadios de Surco Neural (E.14), Respuesta Muscular (E.it&)|aCion Branquial (E.20)
y Boca Abierta (E.21) no presentaron efectos aun a leeotmacion maxima ensayada por
lo que se sugiere un valor NOEC a las 24h de 27 mg Diatkin®afra los embriones
expuestos en Placa Neural (E.13) a partir de los 12 mg Digkis@ observd un retraso
leve en el desarrollo y un aumento en la mortalidadurovalor NOEC empirico a las 168

h que descendié a 22,5 mg Diazindn/L. Tanto en los endgiexpuestos en Respuesta

161



Capitulo 4: Diazin6n

Muscular (E.18), Circulaciéon Branquial (E.20) y Boca ahiefE.21) se registraron
alteraciones en el comportamiento. Los individuos expsest 12 mg Diazindn/L
mostraron movimientos espasmaodicos, mientras que los srgue 18 mg DiazinGn/L no
tuvieron respuesta a los estimulos, con movimientos reiiicsos mas cortos, mientras
gue los expuestos a 22,5 mg Diazindén /L no mostraron nitignde respuesta a los
estimulos. A su vez, tanto los embriones expuest@renlacion Branquial (E.20), como
en Boca Abierta (E.21) presentaron efectos aun a la mioémcentracion ensayada por lo
gue se sugiere un valor NOEC empirico a las 168 h que dé&seetd mg Diazindn/L. El
tratamiento de las larvas (E.25) resulté el mas sermsilein valor NOEC- 24 h de 18 mg
Diazinon/L. (Figura 4.7.

—— NOEC 24h
* * * = NOEC 168h
30 .
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Blastula (E.4) Gastrula (E.11) S.Neural (E.14)  R.Muscular (E.18) C.Branquial (E.20) B. Abierta(E.21)  O. Completo (E.25)

Estadios
Figura 4.7.: Concentraciones empiricas que no producen un efecto leevable (NOEC) de
Diazinén en distintos estadios embrionarios y larvaRdarenarum evaluados a las 24h y 168 h
post-exposicion. * Maxima concentracién de exposicién a larmulllbo efecto letal significativo
respecto de ds controles. ** Minima concentracidbn de exposicion que prodefiecto letal
significativo respecto a los controles
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4.4.3. Determinacion de la toxicidad del Diazindn sobre larvas de Rhinella arenarum

expuestas en forma continua a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25) por 168h.

4.4.3.1. Efectos Letales

La toxicidad del Diazindn sobr@hinella arenarundesde el inicio del desarrollo
larval (E.25) se evalu6 a partir de los efectos obtenidas epposicion de larvas
provenientes de distintas ovulaciones. El coeficienteadacion de la susceptibilidad entre
camadas nunca super6 el 10,5% (Tabla 4.3).

El perfil de toxicidad del Diazin6n para las larvas mostré mayor susceptibilidad,
desde 3 a 4,4 veces, principalmente durante las primeras Heraxposicion en
comparacion con los embriones expuestos desde el d@etidesarrollo embrionario. Asi,
para las larvas expuestas a partir del estadio de opé&mwcaipleto se ve un aumento
significativo de la mortalidad desde las 24 h hasta las 168elymiesicion, con una CL50
gue descendio casi a la mitad, de 11,24 (10,848 - 11,730) mg /L a 6,69 (8,098)-mg
Diazinén /L, (Figura 4.8. Cabe destacar que para el bioensayo a partir de E.25)dossva

empiricos NOEC a las 24 y 168 h fueron 9 y menores a 6 nznbidl respectivamente.

Tabla 4.3: Concentraciones letales 50 (en mg Diazindn/L) con sus imerdal confianza (IC) a
diferentes tiempos de exposicidn, para cuatro camadaswies ldeRhinella arenaruniratadas en

forma continua con el plaguicida a partir del inicid desarrollo larval, Opérculo Completo
(E.25).

CL50-48h | IC(-)CL50 | IC(+)CL50 | CL50-96h | IC(-)CL50 | IC(+)CL50 | CL50-168h | IC(-)CL50 | IC(+)CL50
14,16 13,57 N e T 9,82 9,23 10,42
14,09 13,01 16,27 9,616 9,35 9,9 9,51 9,26 9,80
11,39 10,87 11,54 10,11 9,74 10,43 9,51 9,26 9,80
11,04 10,77 11,33 10,62 10,12 11,13 = | e | e
13,32 12,60 14,37 11,70 11,07 12,26 8,34 7,54 6,86
12,42 11,64 13,25 9,44 8,65 996 - | e | e
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Figura 4.8.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CL 10980yysus intervalos de
confianza del Diazindn sobf. arenarumdesde el inicio del desarrollo larval (E.25) a lo largo de
168h de exposicion. * Diferencia significativa de la CL50 respéetla correspondiente para el dia
anterior (p < 0,05).

4.4.3.2. Efectos Subletales

Los efectos subletales se asociaron principalmente eadtoefneurotéxico del
plaguicida expresandose en un comportamiento anormakdarlas. Asi, a las 24 h de
exposicion los individuos expuestos a 4,5 mg Diazindn/L prasamimayor movilidad que
los controles pero con trayectorias cortas y nado i@ralas larvas expuestas a
concentraciones entre 6 a 9 mg Diazindn/L presentaronrmenmalidad que los controles,
también en forma erratica y con trayectorias corfaspartir de 10,5 hasta 12 mg
Diazinén/L, los movimientos se hicieron mas espaciaos!| tiempo, hasta que a 15 mg
Diazindn/L no hubo movimiento ni respuesta a los edbisntA las 168 h de exposicion
cronico corta, las larvas expuestas a 4,5 mg Diazinén/lertuvimovimientos cortos y
espasmaodicos y ya no se alimentaban, ya que el alimentobquieticto en el medio. A la
exposicion de 6 mg Diazinon/L, las larvas mostraromiemo comportamiento y muchas
presentaron hidropesia. A partir de 9 mg Diazinon/L, las dan respondieron a los

estimulos y presentaron hidropesia general (Figura 4.9.)
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Figura 4.9.: Larvas deR. arenarumtratadas con Diazin6n a partir del estadio de Opérculo

Completo (E.25) y fijadas a las 168h a) Control. b) y mygiiazinén/L d) a f) 9 mg Diazindén/L.
Nétese el ondulamiento e incurvacion de la aleta,ediesnas generalizados, y el ensanchamiento

del tubo cloacal
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4.4.4. Incorporacion de Diazindn.

4.4.4.1 Ensayos preliminares:

Las CL50 a las 48 h, 72h y 168h fueron de 8,30 (7,81-8,75); 7,97 (421y&,69
(6,20-7,08) mg Diazindn/L, respectivamente. Teniendo entauehpatrén general de
efecto letal del Diazindn, se observé un aument@ dexicidad a lo largo del tratamiento,
principalmente en las primeras 48 h y entre las 120 h y 144shCL10-48h, 72h y 168h
fueron 6,97 (5,91-7,50); 6,60 (5,45-7,17) y 5,51 (4,64-6,00) mg Diazin@ahe destacar
gue los embriones empleados en este bioensayo resulté® sensibles al toxico que los
utilizados en bioensayos previos si bien se conservé larteiaden el perfil de toxicidad
(Figura 4.10. Los efectos subletales observados fueron edemas ycaltera en el
comportamiento (inicialmente hiperquinesia con movimientciens que evolucionaron

a quiescencia con espasmos de corta amplitud y finalnzeaigsencia de respuesta a los

estimulos).
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Figura 4.10.: Curvas TOP de isotoxicidad. Representacion de las CRO1Y90 y sus intervalos
de confianza del Diazindn solRe arenarumexpuestas a partir del estadio de Opérculo Completo
(E.25) por 168h, mostrando las CLs y sus desvios para el bioensaio debanal se cuantificé la
incorporacion §sss=====: )y para bioensayos anteriores{—— ).
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La figura 4.11. muestra los cromatogramas correspondiantes extractos de las
muestras biologicas (larvas dR. arenarum y la solucién patron de Diazin6n. La
incorporacion fue concentracion-dependiente observandoseor magorporacion de
Diazindn en organismos expuestos a mayor concentrge#in0002). Cabe destacar que
se observé una tendencia a la disminucion en lapocacion con el tiempo de exposicion,
siendo significativa tanto para la concentracion naga (& mg Diazindn/L) entre las 48 h'y
144 h, y la més alta (7,5 mg Diazin6n/L) en los dos tiengpsayados (Figura 4.12.) .
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Figura 4.11: Cromatogramas correspondientes a los extractos de las muestigeddo(larvas de
R. arenaruny el patrén de Diazinén
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Figura 4.12.:Factoesde Bioconcentracio(FBC) del Diazindn (Dz) para larvas tempranas de
Rhinella arenarunexpuestas a partir del comienzo del desarrollo larval (E25nd diferentes
indican diferencias significativas.

4.4.4.2. Ensayos definitivos
4.4.4.2.1. Exposicion continua desde el inicio del desarrollo embrionario.

Bioensayos de toxicidad con los embriones provenientes de la ovulacién en la cual se

analizo la incorporacion de Diazindn.

La toxicidad del Diazinon sobre los embrioneRitenella arenarundesde el inicio
del desarrollo embrionario (E.4), tuvo el mismo patrénlgseamadas anteriores hasta las
168 h. Al profundizar la exposicion, la toxicidad del plagla aumento significativamente
hasta alcanzar valores de CL50°s de 12,14 (10,97 - 13,15) mgn@iAziy 6,84 (5,65 -
7,77) mg Diazinén/L a las 240 h y 504 h, respectivamente (HgLga).
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Figura 4.13.: Concentracion Letal 50 (CL50), y sus intervalos de confjadeaembriones de
Rhinella arenarumexpuestos a Diazindn desde el inicio del desarrollo embriofiadd en forma
cronica.

Incorporacion del Diazinon en embriones expuestos desde el inicio del desarrollo

embrionario (E.4) por 504 h. Ensayo definitivo.

La incorporacion del Diazinon resultd significativamemigs alta para las primeras
96h de exposicion. Sin embargo estos valores se redueasticamente en funcion del
tiempo hasta las 240 h, luego descendié con menor intdnsideegistrandose diferencias
significativas en la incorporacion entre las 240 h y 504 hofo lado, la incorporacion en
las primeras 96 h estuvo significativamente correlacionadda exposicion hasta los 3 mg
Diazindn/L, después se alcanzaria un umbral, sin raggstdiferencias significativas entre
la exposicion a 3mg Diazin6n/L y 4 mg DiazifibriFiguras 4.14 y 4.15).
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Figura 4.14.: Incorporacion de Diazinon (Dz) para embrionesRikénella arenarumexpuestos a
partir del inicio del desarrollo embrionario (E.4) por 504 hrdsetdiferentes indican diferencias
significativas.
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Figura 4.15.: Factor de bioconcentracion (FB@el Diazin6n (Dz) para embriones &hinella
arenarumexpuestos a partir del inicio del desarrollo embrionario (04604 h. Letras diferentes
indican diferencias significativas.
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4.4.4.2.2 Exposicion continua desde el inicio del desarrollo larval (E.25).

Bioensayos de toxicidad con los embriones provenientes de la ovulacion en la cual se

analizé6 la incorporaciéon de Diazinén.

La toxicidad del Diazindn sobre las larvas temprand’hdeella arenarundesde el
inicio del desarrollo larval (E.25), mostraron el mismérdra que las camadas anteriores
hasta las 168 h. Al profundizar la exposicion, la toxicidkd insecticida aument6
significativamente hasta CL50"s de 5,166 (2,247 - 5,821) mg Drakin01,922 (1,385 -
2,357) mg Diazinén/L, a las 240 h y 504 h respectivamente €-gab.).

18+ ——CL 50
16
14

124

Concentracion (mg Diazinon/L)

] T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 480 504

Tiempo (h)

Figura 4.16.: Concentracion Letal 50 (CL50), y sus intervalos de confjashzdarvas tempranas de
Rhinella arenarunexpuestas a Diazindn desde el inicio del desarrollo larval (R@2504 h.
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Incorporacion de Diazindn en larvas tempranas expuestas desde el final del desarrollo

embrionario (E.25) por 504h.

La incorporacion de Diazinbn mostré el mismo patron @aea el ensayo
preliminar, en el que a mayor concentracion hubo mayasrporacion, principalmente
durante las primeras 96 h. Para los tratamientos m@s (85 mg Diazinon/L y 1,5 mg
Diazindn/L) se observd un descenso significativo endarporacion del insecticida con el
aumento del tiempo de exposicién, no fue el mismo casa lpaexposicion a 3 mg
Diazin6nL (Figura 4.17). El patron de los Factores de Bioacumulgéi®C) fue similar,
aungque menos marcado que el de incorporacion (Figura 4.18)

Resumiendo, la incorporacion de Diazinon fue marcadangstéelio-dependiente:
entre 1 y 27 veces mayor para los embriones que paranas. Los Factores de
Bioconcentracion (FBC) para embriones tuvieron valaréss 96 h de hasta 107 mientras

gue para larvas fueron de solo 4.
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Figura 4.17.; Incorporacion del Diazindn (Dz) en larvas tempranaRhdeella arenarunexpuestos
a Diazinén desde el inicio del desarrollo larval (E.25) por 504tras diferentes indican
diferencias significativas.
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Figura 4.18: Factor de Bioconcentracion (FB@el Diazindn en larvas tempranasRi@nella
arenarumexpuestos a Diazin6n desde el inicio del desarrollo larvabjBpor 504 h. Letras
diferentes indican diferencias significativas.
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4.5 Discusidon

El Diazin6n resultdé ser un insecticida toxico tanto gasaembriones como para las

larvas deRhinella arenarum

El Perfil de toxicidad (Curvas TOP) del Diazindn para enmasodeR. arenarum
expuestos a partir del estadio de 2 blastémeros hastadinali desarrollo embrionario
(168 h) mostr6 como desciende significativamente la CL56e e#l periodo agudo de
exposicién al crénico corto, resultando asi la toxicidad miipate del tiempo de
exposicion. Asimismo, cuando se prolong6 la exposicion porhb@ toxicidad siguiod
aumentando significativamente hasta alcanzar un valgmmuade toxicidad de CL50 de
6,84 (5,65 - 7,77) mg DiazinOn/L, entre cuatro y tres vecessedsibles que en el periodo
agudo (96 h) y cronico corto (168 h), respectivamente.

A su vez,se observd una diferencia importante entre las comeaohes que
producen letalidad con las que causan teratogénesis. Kiididse provocd efectos
subletales importantes en los embriones expuestos desdeieldie su desarrollo, asi, el
indice teratogénico (IT) estimado de la relacion ent@a0 y la CES0, resulté en 1,52 y
1,71 a las 96 h y 144 h, respectivamente, mientras que el pbteEratogénico (PT),
estimado como la relacion entre el valor NOEC paralidetd y malformaciones a un
determinado tiempo de exposicion, resultdé mayor a 2 A6l@sh. Estos valores ponen de
manifiesto la alta teratogenicidad que ejerce el toxico eantigiones ddr. arenarumya
gue valores de IT y PT mayores a 1,5 significan que existeseparacion significativa
entre los rangos de concentracion necesarios para prodocialidad y los que se
requieren para producir malformaciones, por lo tanto presentgram potencial para
ejercer malformaciones y otras alteraciones subteta® que exista una mortalidad
significativa. Las principales malformaciones observddason retraso en el desarrollo,
subdesarrollo general, disociacion celular, reducciomergeé de la talla y de la cola,
incurvacion de la misma, ondulamiento de la altea, subddean agenesia de branquias.
Las malformaciones se completaron con edemas generajzdwesarrollo de branquias
y ensanchamiento del tubo cloacal. Otros autores han iadtmrria presencia de edemas

como la principal y caracteristica anormalidad en pegpsestos al Diazin6n. Este tipo de
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malformacion ocurre como resultado de una alteracion |eendotelio, que podria
generarse por una activacion local del insecticidaatide a la apoptosis y pérdida de
integridad celular, resultando asi en un edema (Hamnmtpii2000; Osterauer y Kdhler
2008). Por otro lado, el analisis estadistico de las difa®gnen la longitud de los
embriones expuestos en forma continua desde el inicio sairdéo embrionario por 168
h a diferentes concentraciones de Diazindn, resgi& los embriones tratados con
concentraciones a partir de 13,5 mg Diazinon/L, fueron wgtifamente menos
desarrollados que los controles. Otros autores también mformel retraso en el
desarrollo, si bien esta alteracion no es caradteridel insecticida sino que también se
observl por la exposicion a otras noxas (Aronebral. 2011a; Aronzoret al. 2011b;
Sztrumet al. 2011). Esta reduccion en la talla podria ser consecudeda ausencia de
ingesta de los animales tratados, fendbmeno que se obsede®dge el momento en que los
controles comenzaban a alimentarse, y que esta fuetemsociado a las anormalidades

observadas en el comportamiento, la ausencia totatidelad.

Los efectos subletales sobre el comportamiento fuegistrados ain a menores
concentraciones en relacion con las malformacionégl astencial teratogénico estimado
como la relacion entre el valor NOEC para letalid&l a0, en este caso, y alteraciones en
el comportamiento resultdé casi en 4 para las primeras, $iehdo el valor NOEC de
alteraciones en el comportamiento, la concentrad®rexposicion mas baja ensayada.
Estas alteraciones en el comportamiento a bajas otvac®nes o a tiempos cortos se
expresaron como hiperquinesia, o0 movimientos espasmégieos, a concentraciones
mayores 0 tiempos prolongados de exposicion, resultamofala de movimiento y
respuesta a los estimulos. Estas alteraciones enngloctamiento coinciden con los
patrones descriptos de neurotoxicidad, que podria estar causatiaipoibicion de la
Acetilcolinesterasa (AChE), blanco principal del Diazir{nlton y Key 2001). Como la
AChE de las membranas postsinapticas degrada al neurswasatetilcolina (ChE) para
poner fin a la transmision neuronal colinérgica (Beaueta. 2000), como consecuencia
el neurotrasmisor se acumula y se produce una sobré&stioru de los receptores
colinérgicos causando neurotoxicidad, inhibiendo el centqoiraésrio del cerebro y las
uniones neuromusculares del aparato respiratorio (Coppagaigeéh 1976) ademas

produce hiperactividad, pérdida de la coordinacién, temblasgasmos musculares,
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convulsiones, nado anormal, y finalmente la paralisis lesada muerte. También, se ha
demostrado la correlacién entre las alteracione®lecomportamiento, el nado y los
cambios en la actividad de la AChE (Beauwial.2000)

La disminucion del latido cardiaco observada, tambiérohservada en peces y
podria ser también consecuencia de la inhibicion de la A&hEIl corazon via nervio
vago, deprimiendo la frecuencia, el poder de contraccida gxtitacion del corazon
(Osterauer y Kohler 2008).

Por otro lado, independientemente de su capacidad inhibitoioiee $a AChE
también se ha informado la interferencia del Diaziodn los mecanismos y eventos del
desarrollo del sistema nervioso, afectando la regulagé&mica del ciclo celular y la
apoptosis en el desarrollo de células nerviosas, con idni vulnerabilidad dependiente
de la etapa especifica de desarrollo (Flaskos 2012; Slo8eamer 2012)

Estas alteraciones observadas ponen de manifiesto y@eciena alarma ya que
no solo la inhibicion de la AChE afecta a los organishiascg sino que también puede
afectar a organismaso blancg como los anfibios e incluso el Diazin6n podria present

otras vias de toxicidad independientemente de la inhibicionAGH&.

El perfil de toxicidad del Diazim para las larvas tratadas desde el comienzo de su
desarrollo (E.25) por 168 h también demostré un aumento st de la letalidad a lo
largo del tratamiento, por lo que la toxicidad del insectiesl@ependiente del tiempo de
exposicion. Asi mismo, cuando se prolongé la exposicion porhS@4toxicidad siguid
aumentando significativamente hasta alcanzar un valaimmade toxicidad de CL50 de
1,92 (1,39 - 2,36) mg Diazinén/L, entre 4 y 3,5 veces maskdemnsiue en el periodo

agudo (96 h) y crénico corto (168 h), respectivamente.

En el caso de las larvas tratadas desde E.25, tamb@ghsee/aron efectos
subletales sobre el comportamiento, asociados al efiectmtoxico. Como los individuos
en este estadio de exposicion presentan movilidad, lossfieron observados desde las
primeras 24 h, a concentraciones de exposicion mas hamslas de los estadios
tempranos. El potencial teratogénico estimado como l&idalaentre el valor NOEC

empirico para letalidad y NOEC empirico para alteraci@meel comportamiento resulto 2,
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aunque el valor NOEC para alteraciones fue la menor ntacé&n ensayada. El patrén de
anormalidades resulté dependiente tanto de la concentrdefate 4,5 mg Diazinén/L a las
24 h, como del tiempo de exposicion, y respondié tambidas acaracteristicas de la
neurotoxicidad, en la que a bajas concentraciones o tieogutss se expresaron como
hiperquinesia, o movimientos espasmddicos, mientras que@roaciones mayores 0
tiempos prolongados de exposicion, resultaron en ausemcmdmiento y respuesta a los
estimulos. Por otro lado la exposicion prolongada, cr@uca, produjo efectos subletales,

principalmente edemas generalizados.

En cuanto a la letalidad las larvas resultaron paatiménte mas sensibles, asi el
perfil de toxicidad mostré una susceptibilidad entre 3 a 4,4 vepesiar, principalmente
durante las primeras horas de exposicion en comparaciéfosoembriones expuestos
desde el inicio de su desarrollo. Los estudios solseseeptibilidad estadio-dependiente a
diferentes agentes toxicos han mostrado que existe unadaokidiferencial de cada
compuesto con cada etapa del desarrollo (Aroretoal. 2011a; Aronzoret al. 2011b;
Hutler Wolkowicz et al. 2011; Sztrumet al. 2011). Sin embrago, con respecto a los
organofosforados en general hay controversia, ya gbéesialgunos estudios sobre la
toxicidad de los organofosforados en general y del Diazamparticular sobre la carpa
comun muestran una mayor sensibilidad de los estadiosem@sanogAydin y Kopriicii
2005), otros estudios con Medaka mostraron un aumento éoxidad durante el
desarrollo embrio-larval (Hammt al. 2001). Asimismo se ha informado un aumento en la
sensibilidad de las larvas cuando se las exponen a otrowfogi@arados (Takimotet al.

1984), lo mismo que en el casoRlkinella arenarunfAnguianoet al. 1994).

Por otro lado, al ejercer la toxicidad mediante la inacion de la AChE, es
importante considerar cOmo es la activacion de dichananen el desarrollo embrionario
de los anfibios. Como ya se ha mencionado la AChE eseomena vinculada a las
membranas postsinapticas que degrada ACh para poner finrangmision neuronal
calinérgica (Beauvaigt al. 2000), por lo que el inicio de su actividad durante el de&arrol
embrionario estaria dado por la aparicion de células edigadias. Se ha informado que la
actividad de la AChE eKXenopus laevisomienza en los estadios en los que se desarrolla la

médula espinal y el cerebro, equivalente al estadio Wy Neural, efRhinella arenarum.
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Para el estadio 18, Respuesta MuscularRemrenarumen que el embrién comienza a
moverse espontdneamente, la actividad de la enzima seadypigmenta progresivamente
a medida que el embribn se vuelve mas activo, eclosionia deembrana vitelina y

comienza a nadar. Por lo tanto, el aumento de la aativite la AChE esta bien
correlacionado con el desarrollo muscular y nervigsadi y Knowland 1979). Este hecho
podria justificar el aumento de 3 a casi 5 veces de laeptisitidad de las larvas en

comparacion a la de los embriones, como asi tamlhi@aneento de la sensibilidad a lo
largo del desarrollo embrionario en los embriones expaeatesde blastula.

Se ha informado que el Diazoxdén, producto metabdlico dediin en el que el
azufre de su grupo P=S es sustituido por un oxigeno, exhipetencial de inhibiciéon de
la AChE mayor que el mismo Diazindn, interfiriendo taénbén el desarrollo normal del
sistema nervioso, induciendo apoptosis en células neuroffdieskos 2012). Como la
metabolizacion de los organofosforados es mediada pinetomo P450 dependiente del
sistema monooxigenasa, seria de interés tener la infidmaetallada de la aparicion del
P450, para evaluar su posible intervencion en la toxicidacedd®d entre los dos periodos

del desarrollo.

Con respecto a la incorporacion del insecticida, yaseld® preliminar en las
larvas deRhinella arenarumexpuestas desde el comienzo del desarrollo larval (E.25),
mostr6 un efecto concentracion-dependiente en la in@xeidm al Diazindn
coincidentemente con lo informado para peces (Keszel. 1991), esto resultd evidente
principalmente a las 48 h de exposicion. Cabe destaadisr@nucion observada en la
concentracion del insecticida al aumentar el tiempoxgesacion. Por otro lado, la mayor
sensibilidad de los embriones utilizados en el presenidiedtizo que las concentraciones
de exposicion resultaran levemente toxicas y no, poajaetel valor NOEC como se
esperaba. De esta forma, la concentracidon mas baja fBanpon/L) estuvo siempre muy
cercana a la CL10 y la mas alta (7 mg Diazinén/L) alla0C quedando por encima de la

misma hacia las 144 h, razén por la cual no se pudo obtenaraghigion a dicho tiempo.

Los ensayos definitivos sobre la incorporacion tantdosnembriones tratados
desde inicio (E.4) como desde el final (E.25) del desaregiidbrionario mostraron el

mismo patrén, efecto concentracion-dependiente, primegrde para las primeras 96 h de

178



Capitulo 4: Diazin6n

exposicion. La incorporacion tuvo un descenso al proleegartiempo de exposicion, para
ambos tratamientos, aunque fue mas drastico durante @d@erinbrionario y larval de los

individuos expuestos desde el inicio del desarrollo embimr{&:4). Distintos factores

podrian estar influyendo en este descenso, uno de ellos pEadrim transformacion

metabdlica del Diazinbn mediante el citocromo P450uemstabolito Diazoxdn. Por otro

lado, la incorporacion del Diazindn fue marcadamentadestdependiente entre 1 y 27
veces mayor en exposiciones tempranas desde el iniciteskrollo embrionario que las
exposiciones desde larvas tardias.

Los Factores de Bioconcentracion (FBC) para embritingsron valores de hasta
107 a las 96 h, que se pueden incluir entre los mas altos @éddos en la bibliografia.
Asi, entre los caracoles el factor vario entre 6 y liéntras que para peces, el indice
alcanzo valores tan altos como 152Rseudorasbora parvanientras que para otros peces
el factor vario entre 65 y 18 pa@yprinus carpioy Poecilia reticulata respectivamente.

Contrariamente, en el caso de las larvasRinella arenarumel factor de
bioconcentracion fue de solo 4. Esta diferencia tan mareaddéa incorporacion del
insecticida entre embriones y larvas podria deberse atdacomposicion de lipidos
presente en el vitelo de los embriones, que luego se vam@m&lo a medida que avanza
el desarrollo embrionario. En este sentido ya se helidamado la relacion entre la
absorcion y la lipofilicidad en huevos de peces, y el Diazian particular presenta una

baja solubilidad en agua, lo que lo hace facil de absorkidaseniet al. 2001)

Los resultados muestran que los embriones tempranos tiemencapacidad
extraordinaria de acumular y tolerar altas concemnasi del insecticida sin afectarse y
recién en estadios larvales y a tiempos crénicosaedalconcentracion interna del toxico.
En cambio, las larvas muestran mucha mayor sensibilidadx&lo aiun con una baja
incorporacion. Es importante resaltar que si bien los ofgsfomados son considerados
altamente degradabled, Riazindn es uno de los mas estables habiéndose inforamado
degradacion del 72% a los 30 dias (Kanazawa 1975). Cabe déstatavancia que tiene
evaluar la incorporacion de los contaminantes, ya que éstderpb@&concentrarse y aun
cuando no es posible detectar efectos agudos o cronicos sbboeganismo, la

bioacumulacion debe ser considerada como un criteridedgo en si mismo, ya que
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algunos de los efectos pueden ser reconocidos en ungdstior de la vida de los
individuos expuestos, o incluso en individuos en los eslabor@s avanzados de la red
trofica. La bioacumulacion de las sustancias quimicadaebiota puede ser la sefial
temprana para efectos adversos en los ecosistemakgEtal. 1994).

La mayoria de los estudios de toxicidad se basan englc®gfsobre determinados
periodos del ciclo de vida, si bien el rango de toxicidad iimdola del Diazin6bn sobre
anfibios es amplio. cuando se compara la toxicidad por exposiesde el inicio del
desarrollo,Rana clamitangesulta la mas sensible con una CL50 a los 16 diasldlé so
Mg/l (Harris et al. 1998), asi la diferencia en la sensibilidad con resped®hiaella
arenarumestaria en los tres érdenes de magnitud. AsimiBnarenarunresulta 2,5 veces
mas resistente quéenopus laevigModraet al. 2011). Sin embargo, cuando se compara la
sensibilidad con otras especies durante el final del desagwolbrionario y el periodo
larval R. arenarumpresenta una sensibilidad similarRana boylii (Sparling y Fellers
2007), pero resulta cuatro veces mas sensibleBgie melanostictu¢Sumanadasat al.
2008). Estas diferencias en la toxicidad en los diferentadies del desarrollo y a distintos
tiempos, resaltan la importancia de las evaluacionds xicidad durante varios estadios

del desarrollo deok anfibios para la proteccion temprana de las especies.

Si bien la informacion sobre valores de DiazinOn enngbiente es escasa, han
sido informados valores en el orden de 0,1 a 1 mg/L enleloentral de California (Brady
et al. 2006) Los valores de exposicion sobre la toxicidad del insectied&hinella
arenarum destacan el riesgo potencial que podria significar lameesde este compuesto
para las poblaciones del sapo comun americano. Una fibenestimar numéricamente el
riesgo ecoldgico, HQ por sus siglas en Inglés, es utiizaproximacion planteada por la
USEPA (1998) adoptando el peor escenario posildesandose en el “principio
precautorio”, mediante el cociente entre una medida puntual de la toxicidad, que podria ser
la CL10, y un valor ambiental esperado de la exposi@@ut{n et al. 1993; Boutinet al.
1995) De esta forma, el valor HQ se lo compara con el “valor de preocupacion” (LOC,
level of concern) propuesto por la USEPA. El LOC es ueaamienta de politica
ambiental que se utiliza para interpretar el cocienteedgo y analizar el riesgo potencial
para los organismaso blancg asi como la necesidad de tomar medidas reglamentarias.

valor LOC para considerar la existencia de un poteneatjo es 1. Si el HQ supera el
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valor 1, es posible que la sustancia en cuestion sgmnsable de producir efectos
adversos. Para el caso del Diazindn el valor HQ @acufue de 2,73. Como este valor se
calcul6 a partir de una concentracion letal resalta ejuesecticida podria traer graves
consecuencias a las poblaciones Rle arenarumrelacionadas particularmente con la
sobrevida. Mas aun, la gran diferencia entre las ctoradones que ejercen algun tipo de
malformaciones o alteraciones en la talla y/o el cotapgento, muestran que el riesgo
podria ser aun mayor. Asimismo, resalta la gran impaaaqee tiene la evaluacion y
consideracion de dichas alteraciones en los bioensayosidielad, a fin de no subestimar
el riesgo para las poblaciones de anfibios, ya que sidlggmas de estas alteraciones
pueden no ser letales a corto plazo, aumentan la vulndeabilie los individuos,
haciéndolos mas susceptibles a predadores y agentes desestrddarios.
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Capitulo 5: Toxicidad de las Mezclas

5.1. Objetivos e hipotesis.

5.1.1. Objetivos.

Evaluarla toxicidad letal de las mezclas binarias del Cobre, Biaeziy Nonilfeno)
en diferentes proporciones, utilizando bioensayos de toxicdadcembriones y larvas de
Rhinella arenarum(ANFITOX) en ensayos agudos (de hasta 96 h) y cronicosc¢iB
h).

5.1.2. Hipotesis.

La toxicidad que causan las mezclas binarias de Nonilfecmibne, y de Diazinon y
cobreendiferentes proporciones tiene una desviacion de taviddid hacia el antagonismo
en embriones y larvas dhinella arenarum

La toxicidad de las diferentes proporciones de mezclas d&énde Nonilfenol y
Diazindn presenta una desviacion de la aditividad hacginergismo en embriones y
larvas deRhinella arenarum
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5.2. Introduccidén

Las evaluaciones de toxicidad de las sustancias quimigdidnales se basan
principalmente sobre los efectos de las sustanciasidndies. Los datos de los resultados
de la toxicidad singular de los compuestos han sido emplgadblizados de base para
decidir criterios de calidad de agua y normas para la proteaes la vida acuética
(Enserink et al. 1991; Mason 1992). Sin embargo, como ya lo hemos mencionado
anteriormente, los ecosistemas acuaticos estan wesutalntontaminados por un gran
namero de compuestos quimicos, provenientes de diversagdas industriales,
agricolas y domeésticas (Boedeketr al. 1993). Mas aun, el comportamiento de los
compuestos quimicos en las mezclas podria noesesperado segun los conocimientos
para cada compuesto puro. La interaccion de las mezclde pesultar en complejos y
sustanciales cambios en las propiedades de cada compOhesiburgeret al. 2003). La
presencia simultanea de dos o0 mas sustancias puede lakkegpaopiedades fisicoquimicas
de los componentes como la solubilidad, lo que a su vez padnabiar la
biodisponibilidad y/o las respuestas a dichos componentesnpAltgeret al. 2003). Por
estas razones, varios autores han manifestado la necedsidacorporar el analisis de la

toxicidad de mezclas como objetivo de evaluacion de calidacatal.

Asimismo, la nocidon de que la interaccion de los contartésaen las mezclas
puede ser sinérgica, llevo a replantear la relevanciagica de los limites de seguridad de
las sustancias en muchos paises. En este contextajnkngeet al. (1991) evaluaron
diferentes mezclas de metales pesados, en concengsgimporcionales a los niveles guia
establecidos como criterio de referencia en Holand®agrnia magnay larvas deSalmo
gairdneri. Asi, los niveles maximos permitidos para la proteccion dmlidad de agua
holandesa, en mezcla resultaron toxicos para los organipmebva. Estos resultados
indican claramente, que los criterios de calidad de agualexstios mediante la evaluacion
individual de los compuestos no pueden proteger la biota si @stuvpresentes como
mezclas, que es lo que usualmente ocurre en la naturBlezdolanda, estos hallazgos

llevaron al desarrollo de nuevos criterios de calidad de @gusderando los resultados de
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la toxicidad conjunta (Enserinkt al. 1991) Algunos autores plantearon la necesidad de
una reevaluacion de los pardmetros de criterio de agahlexstios por la Agencia de
Proteccion de los Estados Unidos, basados en la evaluiartoxicidad individual. Este
hecho repercutié directamente en Argentina, ya que paawtinte todos los estandares de
proteccion de agua fueron establecidos en base a las retamoses o estudios realizados
por dicho organismo (Otitoloju 2003; Subsecretaria de Recurgricéti de la Nacion
2003). Calamari y Alabaster (1980), Marking (1985) y Calabrese (l88m)earon tre
tipos bésicos de interaccion: adicion, sinergismo ggortismo. Definieron adicion, como
la toxicidad conjunta que resulta igual a la esperada denta sle las toxicidades
individuales de los compuestos que forman parte de la md2elasta forma, quedan
planteados dos modelos de adicién, que pueden ser: adici@rcaecentracion o adicion
en la respuesta. En el primer caso, los compuestos faesdrmismo sitio de accion o el
mismo mecanismo de toxicidad, por lo que no hay interferesmiige los compuestos
guimicos no interactian. En este tipo de accion conjumsacompuestos pueden ser
sustituidos uno por otro. En el caso de la adicion eadpuesta, los compuestos pueden
tener diferentes sitios de accién; sin embargo los qagnmampoco se afectan entre si en la
actividad biologica de cada uno, en este caso tamparadtdan. Esto ocurre cuando cada
componente en la mezcla actia sobre un sistema §jgiol@ bioquimico diferente pero
contribuyen a una respuesta comun (Anderson y Weber 197%),0ele la toxicidad total
de la mezcla es igual a la suma de las respuestas basdmicducidas por cada quimico
individual. A pesar de las controversias que implica edrale de la caracterizacion del
sitio de accidbn o mecanismo de accion, y que muchas estes datos no se conocen
como asi tampoco la identidad de algunos compuestos ereladas, se ha postulado que
los modelos basados en la adicién en la concentraciéden ser una herramienta realista

al momento de la evaluacion de cualquier tipo de mezclekfBaset al. 2000).

El sinergismo se da en los casos en que la toxicidad nedala es mayor a la
esperada si la toxicidad de la mezcla fuera aditiva. Etragosicion, el antagonismo se da
cuando la toxicidad de la mezcla es menor a la esperémsizcla fuera aditiva. En este
tipo de accidon conjunta al menos uno de los compuestagaeafactando la actividad
biolégica de algun otro compuesto en la mezcla. La aativiiol6gica puede ser alterada

tanto por variaciones en las tasas de absorcion, olistab o eliminacion.
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En los bioensayos de toxicidad conjunta, una herramienta utiizada para
determinar los efectos de una mezcla es el concepto de Uhidéch (UT) (Sprague
1970), en la que la concentracion de los compuestos enzldansdn expresados como
fracciones de sus CL50 o CES0. Por lo tanto la toxicidaguota de la mezcla es evaluada
comparando la CL50 o CE50 de la mezcla con la correspoadienta de las unidades
toxicas. Si la suma de las unidades tdxicas es igual a ladumigiaproduce el 50% de los
efectos en la mezcla la acciébn conjunta se define comoidadiUna desviacion
significativa de la misma podria, en caso de ser menor gaedan una respuesta

antagonica o sinérgica en caso de que sea mayor que uno.

Las mezclas creadas artificialmente para su evaluaci@i laboratorio pueden ser
equitoxicas 0 no equitdxicas. Las mezclas equitoxicas sprellas en la que los
componentes estan presentes en la mezcla en la rpigparcion de sus respectivas
toxicidades. A diferencia de éstas, en las mezclas notogmas los diferentes

componentes no se encuentran en igual proporcion efore&sus propias toxicidades.

Los isobologramas (Figura 5.1.), cuyo nombre derivasdeigual y bol, efecto;
estan basados en modelos de concentracion aditivos yngg utilizados también en el
analisis de la toxicidad conjunta. En el caso de lascla®zbinarias, son graficos
bidimensionales con las concentraciones de los compusstios ejes de coordenadas. En
el isobolograma una o varias lineas conectan divewsabioaciones entre los compuestos
guimicos que producen el mismo efecto toxico. Las isobolaswgwas de iso-efecto que
muestran combinaciones que resultan en la misma toxicigadsobola conecta dosis
isoefectivas de las dos sustancias cuando se administi@ #ési, la linea principal
diagonal une los valores entre la unidad de las Unidadesabdiclos dos compuestos, lo
gue representaria la linea de adicién. La combinacion motraciones (M1, M2 y M3)
puede representarse por un punto en el grafico, cuyos @jdassooncentraciones de las
sustancias individuales. Entonces, si el valor que causgfeato téxico determinado se
encuentra arriba y a la derecha, por encima de la dieeadicién, entonces la mezcla es
antagonica. Contrariamente, si el valor que causa umoetiéxico determinado esta por
debajo y a la izquierda, de la linea de adicién, entoace®tcla es sinérgica (Figura 5.1.).

Si bien originalmente los isobologramas fueron plantegdwa el analisis de variables
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cuantales, son muy utilizados porque no solo pueden represantbles discretas, sino
también continuas (Gessner 1995)

6 CL50 del quimico B
4= individual Antagonismo

A M2

CL50 del quimico A

CHYE Sinergismo individual

[Quimico B] en la CL50
de la mezcla
w

O 1 1 1 1

0 2 4 6 8 10
[Quimico A] en la CL50 de la mezcla

Figura 5.1.: Ejemplo de un isobolograma para mezclas binarias. Obséaviésed de adicion y las
areas correspondientes al sinergismo y antagonismo.

En los bioensayos de toxicidad conjunta es muy importaatzar los bioensayos
de toxicidad individual en paralelo, al mismo tiempo y comima camada de individuos
gue la mezcla. Esto le da robustez a la prediccion uéelaccion dado que disminuye las
posibilidades de un falso positivo o falso negativo. El carehi la sensibilidad entre los
bioensayos puede derivar en una interpretacion erroneasdeedoltados como una
desviacion de la adicion (De Laendsral. 2009). Por otro lado, también se ha planteado
gue incluso realizando los estudios de toxicidad en sinedt&e puede arribar a falsos
positivos o negativos, por lo que se recomienda siemprecaeplos bioensayos
(Cedergreemt al.2007).

Los efectos téxicos del cobre, Diazindn y nonilfenobien no fueron estudiados
hasta el momento sobRhinella arenarumsi se habian evaluado en diferentes especies de
anfibios y en forma aislada (Bridgesal.2002; Ferreirat al. 2004; Mann y Bidwell 2000;
Modra et al. 2011). Sin embrago, son pocos o inexistentes los talesmfocados en el

estudio de las posibles interacciones de estos compuestased asistancias abarcan un
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posible abanico de contaminantes: un metal, un plaguicidaay sustancia de uso
mayoritariamente industrial. Si bien comparten algunos usa®in como la actividad
plaguicida del cobre (Davmt al. 2001), o la utilizacion del nonilfenol como adyuvante de
muchos agroquimicos (Yingt al. 2002) lo que aumenta la posibilidad de encontrarlos
juntos en el medio, finalmente e inevitablemente termmacontrandose en el medio

acuatico producto de la deriva, escurrimiento y lixiviado (Geaz2004)
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5.3. Materiales y Métodos

5.3.1. Obtencion de material bioldgico

Los embriones y larvas d®&hinella arenarum(sapo comin americano) se

obtuvieron, se seleccionaron y mantuvieron segun lo gés@m la seccioén 2.3.1.1.

5.3.2. Criterio de aceptacion del material biologico.

El criterio de aceptacion del material biologico fuenggmo, asi la calidad y
fecundidad de los huevos fue evaluada diariamente, codusthese aceptable una tasa de
fertiidad mayor al 75 % y mas de un 70% de sobrevida de endsrinormales al
alcanzarse el estadio de néurula (E.13) (Herkovits y Repé4999).

5.3. 3. Protocolos experimentales

Entre los afios 2007 y 2011 se realizaron los bioensayos domioees y larvas
provenientes de parejas independientes, habiendo repetido, mmimo tres veces, cada
uno de los protocolos experimentales que se describen auamibin, usando embriones y

larvas de diferentes camadas.

5.3.3.1. Exposicion continua.

Se aplico el conjunto de bioensayos estandarizados TKINkI(Herkovits y Pérez-

Coll 1999) descriptos en la seccién 2.3.3.1.

- ANFIEMB
- ANFIAGU.
- ANFICOR.
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5.3.4. Condiciones generales de los tratamientos.

Las condiciones generales de los tratamientos seareal segun lo descripto en la
seccion 2.3.4.

5.3.4. Preparacion de las soluciones.

Las soluciones individuales de Cobre, Nonilfenol y Diazisé prepararon
segun se indic6 en las secciones 2.3.9, 3.3.6 y 4.3.9. Seguogpaoluciones madres de
mezclas binarias equitoxicas y no equitoxicas, mezclan@oedies proporciones de las
soluciones correspondiente de cada compuesto en SA, lagosek utilizadas en los
bioensayos se obtuvieron por dilusiones de la solucion m3aneltaneamente para cada
tratamiento, ademas de los individuos control en SA,a®uwieron controles de acetona,
en caso que correspondiera, que consistieron en tdpicde 10 embriones o larvas
expuestos a la maxima concentracion de acetona utilgadsl bioensayo. Ademas, se
realizaron bioensayos de cada toxico por separado utilizan@@ @&concentraciones, con
el fin de obtener los valores de CL50 de referencia, pada camada de individuos

ensayada.

La proporcion de cada sustancia en cada mezcla se cgl@doexpresé como
fraccion de la respectiva CL50 obtenida para la misma cad@dadividuos, en forma

simultanea. Con tal fin se utilizé el concepto de UnidadEO@UT) (Ecuacion 5.1.)
UT= [X]/CL50x (Ecuacion 5.1.)

Donde [X] es la concentracion del téxico en la mezcla §3zLes la concentracion
letal 50 del toxico a las 168 h.
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5.3.5 Analisis de datos

Los valores de toxicidad representados por las CL50s para ukansias
individuales y las mezclas se obtuvieron segun el méescrito en la seccion 2.3.10. Con
la informacion obtenida se graficaron los isobologsarha evaluacion de las interacciones
de las mezclas se hizo siguiendo el método descrito pddirigal.L. (1977). Asimismo,
con fines descriptivos se calculé el indice S, para cet&la ensayada.

S = [A]/CL50a + [B]mCL50s (Ecuacion 5.2.)

Donde [X]}, es la concentracion de la sustancia en la mezcla y ,Cl&f la
concentracion letal 50 de la sustancia en el tiempaadal

De esta forma, el valor de S resulta siempre positiés, ain, valores iguales a uno
implican adicion, mientras que valores mayores a undicamp antagonismo, y valores

menores a uno implican sinergismo.
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5.4. Resultados

5.4.1. Determinacion de la toxicidad conjunta de Cobre y Nonilfenol sobre embriones de
Rhinella arenarum expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por

168h.

La letalidad deRhinella arenanm expuestos en forma continua por 168 h a una mezcla
binaria de cobre y nonilfenol fue evaluada mediante el ppl@o&NFITOX. La toxicidad
de la mezcla esta representada mediante la CL50 déxiosd en forma individual y en
comparacion con sus respectivas CL50 en la mezclas @oiltespondientes isobologramas

para cada tiempo de exposicion.

En forma individual el cobre resultdé mas toxico que el femill, asi a las 72 h la
diferencia fue de 35 veces, y aunque ambos compuestos moStehr mismo
comportamiento, durante el desarrollo embrionario, coaumento en la toxicidad, este
fue mayor en el caso del cobre, asi la diferencia ¢oxicidad de las dos sustancias fue de
casi 50 veces a las 168 h. Los efectos sobre la sobrevidexpaosicion a las diferentes
proporciones de la mezcla en relacion a los obtenidosapexposicion a las sustancias
individuales presentaron como patrén general una desvialdota adicion hacia el

antagonismo (Tabla 5.1 y Figura 5.2.).
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Tabla 5.1.: Toxicidad de las mezclas binarias de Cobre y Nonilfenol goopcmnes diferentes (1
UT Cobre/ 1 UT Nonilfenol; 3 UT Cobre/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Cebf UT Nonilfenol; 2 UT
Cobre/ 3 UT Nonilfenol; 1 UT Cobre/2 Nonilfenol) sobre embrionefRdarenarumexpuestos a
partir del estadio de blastula hasta finalizar el desareniibrionario (168h). Valor S= indice de
mezclas, sumatoria de las Unidades Toéxicas de las sustanc@aserclas.

Tiempo de | Relacién de
exposicion | sustancias

(h) enla mezclg Valor S Interaccion
1Cu/1INP 1,57 Antagonismo
1Cu/1INP 1,55 Antagonismo
3Cu/2NP 1,49 Antagonismo
2Cu/1INP 1,50 Antagonismo
2Cu/3NP 1,58 Antagonismo

72 1Cu/2NP 1,55 Antagonismo
1Cu/1NP 1,74 Antagonismo
1Cu/1NP 1,96 Antagonismo
3Cu/2NP 1,45 Antagonismo
3Cu/NP 1,58 Antagonismo
2Cu/1INP 1,60 Antagonismo
2Cu/3NP 1,35 Antagonismo

96 1Cu/2NP 1,97 Antagonismo
1Cu/1NP 1,58 Antagonismo
1Cu/1NP 2,21 Antagonismo
3Cu/2NP 1,82 Antagonismo
3Cu/2NP 1,64 Antagonismo
2Cu/3NP 1,80 Antagonismo

120 1Cu/2NP 1,87 Antagonismo
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1Cu/1INP 2,06 Antagonismo
1Cu/1INP 1,61 Antagonismo
3Cu/2NP 1,69 Antagonismo
3Cu/2NP 1,79 Antagonismo
2Cu/1INP 1,58 Antagonismo
2Cu/3NP 1,65 Antagonismo
144 1Cu/2NP 1,63 Antagonismo
1Cu/1INP 1,81 Antagonismo
1Cu/1INP 1,72 Antagonisno
3Cu/2NP 1,71 Antagonismo
2Cu/1NP 1,40 Antagonismo
2Cu/3NP 1,73 Antagonismo
168 1Cu/2NP 1,61 Antagonismo
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Figura 5.2: Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confianza (€8%)pbre y
Nonilfenol en forma individual, y de las mezcla binariapremporciones diferentes (1 UT Cobre/ 1
UT Nonilfenol; 3 UT Cobre/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Cobre/ 1 UT Noeiibl; 2 UT Cobre/ 3 UT
Nonilfenol; 1 UT Cobre/2 Nonilfenol) sobre embrionesRiearenaruntratados a partir de blastula.
Exposicion por (a) 72 h; (b) 96 h; (c) 120 h; (d) 144 hy (e) 168 h.
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5.4.2. Determinacion de la toxicidad conjunta de Cobre y Nonilfenol sobre embriones de

Rhinella arenarum expuestos en forma continua a partir del estadio de Opérculo

Completo (E.25) por 168h.

La letalidad deRhinella arenarumexpuestos en forma continua por 168 h a una mezcla
binaria de cobre y nonilfenol fue también evaluada medieinpeotocolo ANFITOX. La
toxicidad de la mezcla esta representada mediante la CL50sd&Ximos en forma
individual y en comparacion con sus respectivas CL50 enmé&zcla, en los
correspondientes isobologramas para cada tiempo de e&posic

Al igual que el tratamiento desde el inicio del desarroftbgonario, el cobre
resultd mas téxico que el nonilfenol, mas de siete vesiesembargo, a diferencia del
metal que fue mas toxico en el tratamiento durante etrddeaembrionario, el organico
resultdé mas toxico a partir de la finalizacion del dedlarembrionario. Asi mismo, en el
caso de la exposicion desde el comienzo del desarroilal l&a toxicidad de ambas
sustancias tanto en forma individual, como en mezamasguvo constante a lo largo de la

exposicion.

Los efectos sobre la sobrevida por exposicion a laslagzn relacion a los
obtenidos por la exposicidon a las sustancias individualsgmiaon como patrén general
una desviacion de la adicion, hacia el antagonismo (TaBla Sin embargo, aunque la
suma de las unidades toxicas de la CL50 de la mezcla sidmgmayor a uno, para
algunas proporciones, donde el cobre se encontrabagor melacion al nonilfenol (3UT
Cobre/ 2UT Nonilfenol y 2 UT Cobre/ 1 UT Nonilfenol), estdedincia no fue
significativa para superar la adicion. No se observé smmicomportamiento para la
proporcion en que el metal quintuplicaba la relacién t¢ongénico, que resulté claramente

antagonica para todos los tiempos evaluados (Tabla 5.2. y Biuya
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Tabla 5.2.: Toxicidad de las mezclas binarias de Cobre y Nonilfenol goopcmnes diferentes (1
UT Cobre/ 1 UT Nonilfenol; 3 UT Cobre/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Cebi UT Nonilfenol; 5 UT
Cobre/ 1 UT Nonilfenol; 2 UT Cobre/ 3 UT Nonilfenol; 1 UT Cobri@nilfenol) sobre embriones
de R. arenarumexpuestos a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25) por \t&Ri. S=
indice de mezclas, sumatoria de las Unidades Toxicas de las saastmta mezclas.

Tiempo de | Relacién de
exposicion | sustancias

(h) en la mezclg Valor S Interaccion
1Cu/1INP 1,39| Antagonismo
3Cu/2NP 1,24| Adicion
2Cu/1INP 1,13| Adicion
2CU/NP 2,32| Antagonismo

24 2Cu/3NP 1,64| Antagonismo
1Cu/1NP 1,45| Antagonismo
3Cu/2NP 1,36| Antagonismo
2Cu/1INP 1,23 Adicion
2Cu/3NP 2,37| Antagonismo
2Cu/3NP 1,60| Antagonismo

48 1Cu/2NP 1,80| Antagonismo
1Cu/1NP 1,50| Antagonismo
3Cu/2NP 1,35| Antagonismo
2Cu/1INP 1,28 Adicion
5Cu/1INP 1,50| Antagonismo
2Cu/3NP 2,25| Antagonismo
2Cu/3NP 1,57| Antagonismo

72 1Cu/2NP 1,68| Antagonismo
1Cu/1INP 1,52| Antagonismo
3Cu/2NP 1,39| Antagonismo

96 2Cu/INP 1,25| Adicion

197



Capitulo 5: Toxicidad de las Mezclas

5Cu/1INP 1,50| Antagonismo
2Cu/3NP 2,29| Antagonismo
2Cu/3NP 1,48| Antagonismo
1Cu/2NP 1,71| Antagonismo
1Cu/1NP 1,50| Antagonismo
3Cu/2NP 1,30| Adicion
2Cu/1INP 1,06| Adicion
5Cu/1INP 1,48| Antagonismo
2Cu/3NP 2,13| Antagonismo
2Cu/3NP 1,38| Antagonismo
120 1Cu/2NP 1,71| Antagonismo
1Cu/1INP 1,55| Antagonismo
3Cu/2NP 1,25| Adicion
2Cu/1INP 1,05| Adicion
5Cu/1INP 1,58| Antagonismo
2Cu/3NP 2,27| Antagonismo
2Cu/3NP 1,42| Antagonismo
144 1Cu/2NP 1,81| Antagonismo
1Cu/1INP 1,58| Antagonismo
3Cu/2NP 1,05| Adicion
2Cu/1INP 1,05| Adicion
5Cu/1INP 1,50| Antagonismo
2Cu/3NP 2,35| Antagonismo
2Cu/3NP 1,59| Antagonismo
168 1Cu/2NP 1,86| Antagonismo
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Figura 5.3.: Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confianza @%@pbre y
Nonilfenol en forma individual, y de las mezcla binarias epgn@ones diferentes (1 UT Cobre/ 1
UT Nonilfenol; 3 UT Cobre/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Cobre/ 1 UT Néemol; 5 UT Cobre/ 1 UT
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Nonilfenol; 2 UT Cobre/ 3 UT Nonilfenol; 1 UT Cobre/2 Nonilfenstjbre embriones de.
arenarumexpuestos a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25)siExqopor (a) 24 h; (b)
48 h; (c) 72 h; (d) 96 h, (e) 120 h; (f) 144 hy (g) 168 h.

5.4.3. Determinacion de la toxicidad conjunta de Cobre y Diazinon sobre embriones de

Rhinella arenarum expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4) por

168h.

Los efectos letales de una mezcla binaria de cobre zirdia sobre los embriones de
Rhinella arenarunexpuestos en forma continua por 168 h a fueron evaluadtianmteel
protocolo ANFITOX. La toxicidad de la mezcla esta represtninediante la CL50 de los
toxicos en forma individual y en comparacion con sus réispscCL50 en la mezcla, en

los correspondientes isobologramas para cada tiempo deogxpos

Comparando los resultados de la toxicidad del cobre yiridiazn forma individual
sobre los embriones drhinella arenarun{Capitulos 2 y 4.), puede observarse que el metal
resultd varias veces mas toxico que el Diazinon. Agiplere fue entre 820 y 1025 veces

mas téxico que el insecticida entre las 72 h y 168 h de expos@spectivamente.

Simultaneamente se evalu6 la toxicidad de la mezcla devsarmbmpuestos en
diferentes proporciones, sobre el desarrollo embrimnde Rhinella arenarum.Asi, la
interaccion de la mezcla equitoxica (1 UT Diazindn/ 1 UTbr€p resultd antagonica
(p<0,05) para todos los tiempos ensayados, desde 72 h hastaBl6@ibmo patron se
observé para todos los tiempos evaluados de la mezciaaygor proporcion del metal (2
UT Diazindn/ 3 UT Cobre) desde las 96 h hasta las 168 h. #argdsicion en la que el
metal duplica la relacién con el insecticida (1 UT Diani 2 UT Cobre) se observé una
tendencia al antagonismo, aunque no se encontré0 una diderggaificativa con lo
esperado para la adicion desde las 72 h hasta las 12Cemisngo, desde las 144 h hasta
las 168 h la relacion fue claramente antagonica (p< 0,@h)db.3. y Figura 5.4.).
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Por otro lado, al igual que el patrén de toxicidad individual deslesancias, la
toxicidad de la mezcla resultdé en un aumento significaéimola mortalidad de los

embriones d&hinella arenarunal expandir el tiempo de exposicion.

Tabla 5.3.: Toxicidad de las mezclas binarias de Cobre-Diazin6n en wpsngiones diferentes (1
UT Diazinon/ 1 UT Cobre; 2 UT Diazinén/ 3 UT Cobre; 1 UT Ziin/ 2 UT Cobre) sobre
embriones deér. arenarumexpuestos a partir del estadio de blastula hasta finalizdesalrrollo
embrionario (168h). Valor S= indice de mezclas, sumatoridasleUnidades Toxicas de las
sustancias en la mezclas.

Relacion de
Tiempo de sustancias er
exposicion (h) |la mezcla Valor S | Interaccion
1Dz/1Cu 1,44 Antagonismo
72 1Dz/2Cu 1,02 Adicion
1Dz/1Cu 1,71 Antagonismo
2Dz/3Cu 1,75 Antagonismo
96 1Dz/2Cu 1,14 Adicion
1Dz/1Cu 2,01 Antagonismo
2Dz/3Cu 1,82 Antagonismo
120 1Dz/2Cu 1,16 Adicion
1Dz/1Cu 1,89 Antagonismo
2Dz/3Cu 1,66 Antagonismo
144 1Dz/2Cu 1,40 Antagonismo
1Dz/1Cu 2,02 Antagonismo
2Dz/3Cu 1,64 Antagonismo
168 1Dz/2Cu 1,46 Antagonismo
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Figura 5.4.: Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confianza, @&%@jbre y
Diazinén en forma individual, y de las mezcla binariagengroporciones diferentes (1 UT
Diazinén/ 1 UT Cobre; 2 UT Diazinén/ 3 UT Cobre; 1 UT DiazindtJT Cobre) sobre embriones
deR. arenaruntratados a partir de blastula. Exposicién por (a) 72 h; (b) @§ b20 h; (d) 144 hy
(e) 168 h.
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5.4.4. Determinacién de la toxicidad conjunta de Cobre y Diazinén sobre larvas de
Rhinella arenarum expuestas en forma continua a partir del estadio de Opérculo

Completo (E.25) por 168h.

La letalidad de las larvas dehinella arenarumexpuestas desde el inicio del
desarrollo larval (E.25) en forma continua por 168 h a ueacka binaria de cobre y
Diazin6n, también fue evaluada mediante el protocolo AT La toxicidad de la
mezcla esta representada mediante la CL50 de los toxicderma individual y en
comparacion con sus respectivas CL50 en la mezclas @oiespondientes isobologramas
para cada tiempo de exposicion.

Comparando los resultados de la toxicidad del cobre yridiazn forma individual
sobre los embriones d#hinella arenarun(Capitulo 2 y 4), al igual que en el tratamiento
desde el inicio del desarrollo embrionario, el cobralt@snas toxico que el insecticida, si
bien la diferencia fue menor durante el final del de$larrearié entre 207 y 131 veces a
las 24 h'y 168 h, respectivamente. A diferencia del colee@pultd menos toxico durante
el desarrollo larval, que durante el embrionario, laibéidgd de las larvas en el estadie d
Opérculo Completo al insecticida fue significativamentg/onajue durante el desarrollo

embrionario.

Tanto la toxicidad de la mezcla equitdéxica de Diazin@olye (1 UT Diazinon/ 1
UT Cobre), como la de las mezclas con mayor proporcibinskcticida (2 UT Diazinén/ 1
UT Cobre; 3 UT Diazinon/ 2 UT Cobre), resultaron en umaraccion del tipo antagénica

en todos los casos para todos los tiempos ensayadoa b4yl Figura 5.5).
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Tabla 5.4. : Toxicidad de las mezclas binarias de Cobre-Diazinon eprogerciones diferentes (1
UT Diazinén/ 1 UT Cobre; 3 UT Diazindn/ 2 UT Cobre; 2 UT id@n/ 1 UT Cobre) sobre larvas
de R. arenarumexpuestas a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25)68h. Valor S=
indice de mezclas, sumatoria de las Unidades Toxicas de las saastmta mezclas.

Tiempo de | Relacion de
exposicion| sustancias

(h) enla mezclg Valor S Interaccion
1Dz/1Cu 1,63 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,65 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,21 Antagonismo

24 1Cu/2Dz 1,53 Antagonismo
1Dz/1Cu 1,56 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,47 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,38 Antagonismo

48 1Cu/2Dz 1,73 Antagonismo
1Dz/1Cu 1,58 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,57 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,40 Antagonismo

72 1Cu/2Dz 1,45 Antagonismo
1Dz/1Cu 1,39 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,67 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,33 Antagonismo

96 1Cu/2Dz 1,45 Antagonismo
1Dz/1Cu 1,32 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,67 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,22 Antagonismo

120 1Cu/2Dz 1,39 Antagonismo

144 1Dz/1Cu 1,16 Antagonismo
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2Cu/3Dz 1,51 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,23 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,42 Antagonismo
1Dz/1Cu 1,16 Antagonismo
2Cu/3Dz 1,45 Antagonismo
1Cu/2Dz 1,11 Antagonismo
168 1Cu/2Dz 1,43 Antagonismo
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Figura 5.5 Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confi@52a),(de Cobre y
Diazinén en forma individual, y de las mezcla binarias es proporciones diferentes (1 UT
Diazinén/ 1 UT Cobre; 3 UT Diazinén/ 2 UT Cobre; 2 UT DiazindbrJT Cobre) sobre larvas de
R. arenarumexpuestas a partir del estadio de Opérculo Completo (E.286p0r Exposicion por
(@) 24 h; (b) 48 h; (c) 72 h; (d) 96 h, (e) 120 h, (d) 144h ¥68 h.
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5.4.5. Determinacion de la toxicidad conjunta de Diazinon y Nonilfenol sobre embriones
de Rhinella arenarum expuestos en forma continua a partir del estadio de Blastula (E.4)

por 168h.

Los efectos letales de mezclas binarias de nonilfenoiagif®bn sobre embriones de
Rhinella arenarumexpuestos en forma continua por 168 h fueron evaluadosnteeeia
protocolo ANFITOX. La toxicidad de la mezcla esta represientaediante la CL50 de los
toxicos en forma individual y en comparacién con sus réispecCL50 en la mezcla, en
los correspondientes isobologramas para cada tiempo decgxpos

Comparando la toxicidad en forma individual sobre los embsode Rhinella
arenarum (Capitulos 3 y 4), se observé que el nonilfenol resuis toxico que el
Diazindn, asi la diferencia en la toxicidad fue de 23 a&tkwva las 72 h y las 168 h de
exposicion, respectivamente, siendo la toxicidad de amisaasngias tiempo dependiente,

aumentando significativamente con el tiempo de exposicion

Simultaneamente se evaluo la toxicidad de la mezcla deosarmbmpuestos en
diferentes proporciones sobre el desarrollo embriondeidRhinella arenarum.Asi, la
interaccion de las mezclas resultdé en un patron dedadicon algunas tendencias al
sinergismo (p<0,05), principalmente en el periodo agudo, eprégmrciones equitoxicas
(1 UT Diazin6n/1 UT Nonilfenol) y en aquella en la que el nonifese encontraba en

mayor medida que el Diazinén (1 UT Diazinén/2 UT Nonilfendglfla 5.5. y Figura 5.6.).
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Tabla 5.5.: Toxicidad de mezclas binarias de Diazinon- Nonilfenol en treggopciones diferentes

(1 UT Diazinén/ 1 UT Nonilfenol; 2 UT Diazinon/ 1 UT Nonilfend; UT Diazinén/ 2 UT
Nonilfenol) sobre embriones de. arenarumexpuestos a partir del estadio de blastula hasta
finalizar su desarrollo (168h). Valor S= indice de mezdasyatoria de las Unidades Toxicas de
las sustancias en la mezclas.

Tiempo de | Relacion de
exposicion | sustancias
(h) enlamezclg Valor S Interaccion
1Dz/1NP 0,86| Adicién
1Dz/2NP 0,99| Adicién
72 2Dz/1NP 0,91 Adicién
1Dz/1NP 0,57| Sinergismo
1Dz/2NP 0,74| Sinergismo
96 2Dz/1NP 0,87 Adicién
1Dz/1NP 1,14| Adicion
1Dz/1NP 0,84| Adicion
1Dz/2NP 1,01| Adicion
168 1Dz/2NP 0,67| Sinergismo
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Figura 5.6.: Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confianza (@&%)jazindn y
Nonilfenol en forma individual, y de las mezcla binarias en trepgocmnes diferentes (1 UT
Diazindén/ 1 UT Nonilfenol; 2 UT Diazin6n/ 1 UT Nonilfenol; 1 UTidzin6n/ 2 UT Nonilfenol)
sobre embriones de. arenaruntratados a partir de blastula. Exposicion por (a) 72 h; (b) € h;
168 h.

5.4.6. Determinacion de la toxicidad conjunta de Diazindn y Nonilfenol sobtarvas de
Rhinella arenarum expuestas en forma continua a partir del estadio de Opérculo

completo (E.25) por 168h.

La letalidad de las larvas dehinella arenarumexpuestas desde el inicio de su
desarrollo (E.25) en forma continua por 168 h a una mezclaidida Diazindny
nonilfenol, también fue evaluada mediante el protocolo ANFITQX toxicidad de la
mezcla esta representada mediante la CL50 de los toxicderma individual y en
comparacion con sus respectivas CL50 en la mezclas @oiespondientes isobologramas

para cada tiempo de exposicion.

209



Capitulo 5: Toxicidad de las Mezclas

Comparando la toxicidad en forma individual sobre los embsodeRhinella
arenarum(Capitulos 3 y 4), se observo que si bien el nonilfenoktdngién mas toxico
gue el Diazinén, esta diferencia fue menor que la oadaren el del desarrollo temprano,
tomando valores de 21,5y 18 veces a las 72 h y 168 h, reapssite.

Simultdneamente se evalud la toxicidad de la mezcla dmsarompuestos en
diferentes proporciones sobre las larvasRienella arenarumal inicio del desarrollo
larval Asi, la interaccion de las diferentes mezclas raostrforma general, una desviacion
significativa de la adicion al sinergismo (p<0,05), principaite durante el periodo agudo,
de las primeras 72 h a 96 h. Sin embargo, la proporciéncrelal nonilfenol se encuentra
un poco por encima de la del insecticida (2 UT Diazin6n/3 UT Kowil), mostro ser
mayoritariamente aditiva. Lo mismo se observo paradlas proporciones donde el
Diazinon se encontraba en mayor relacion al nonilféh&@T Diazinon/ 2 UT Nonilfenol;

2 UT Diazinén/ 1 UT Nonilfenol) (Tabla 5.6 y Figura 5.7).
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Tabla 5.6.: Toxicidad de las mezclas binarias de Diazinon-Nonilfenol emetifes proporciones (1
UT Diazinén/ 1 UT Nonilfenol; 1 UT Diazinén/ 2 UT Nonilfenol; 2 WDiazinén/ 3 UT Nonilfenol;
3 UT Diazinon/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Diazin6n/ 1 UT Nonilfenabre larvas d&. arenarum
expuestas a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25) por\i#8h.S= indice de mezclas,
sumatoria de las Unidades Toxicas de las sustancias en la mezclas.

Relacion
de
Tiempo de sustancias
exposicion enla

(h) mezcla Valor S Interaccion
1Dz/1NP 0,60| Sinergismo
1Dz/2NP 0,68| Sinergismo
2Dz/3NP 0,79| Sinergismo

72 2Dz/1INP 0,81| Sinergismo
1Dz/1NP 0,67| Sinergismo
1Dz/2NP 0,76| Sinergismo
2Dz/3NP 0,90| Adicion
3Dz/2NP 0,85| Sinergismo

96 2Dz/1INP 0,86| Sinergismo
1Dz/1NP 0,76| Sinergismo
1Dz/2NP 0,86| Sinergismo
2Dz/3NP 1,01 Adicion
3Dz/2NP 0,93| Adicién

120 2Dz/INP 0,92| Adicién
1Dz/1INP 0,76| Sinergismo
1Dz/2NP 0,86| Sinergismo
2Dz/3NP 1,01 Adicion

144 3Dz/2NP 0,90| Adicién
1Dz/1INP 0,71] Sinergismo

168 3Dz/2NP 0,94 Adicién
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Figura 5.7. Isobologramas para las CL50, con sus intervalos de confianzg, (88%iazindn y
Nonilfenol en forma individual, y de las mezcla binarias enrelifies proporciones (1 UT
Diazinén/ 1 UT Nonilfenol; 1 UT Diazinén/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Riandn/ 3 UT Nonilfenol; 3
UT Diazinén/ 2 UT Nonilfenol; 2 UT Diazinén/ 1 UT Nonilfenol) @ larvas deR. arenarum
expuestas a partir del estadio de Opérculo Completo (E.25) par Es@losicion por (a) 72 h; (b)
96 h; (c) 120 h; (d) 144 hy (e) 168 h.
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5.5 Discusion.

En los ultimos afios ha tomado gran relevancia la obsénv de la fuerte
declinaciébn de las poblaciones de anfibios, y el aumentdaemcidencia de las
malformaciones presentes en los organismos a nivel muf@aeh 1994; Houlahan y
Findlay 2000) Se han considerado muchos factores para dilucidar el probléana,
contaminaciéon ambiental, particularmente las sustancjaimicas derivadas de la
agricultura, de la industria y otras actividades antrépgieastomado considerable atencién
como causa potencial de dicha declinacion. Asimismo, estéansias podrian estar
actuando tanto en forma asilada como conjunta y puedenrwval@s vulnerables los

individuos frente a otros posibles factores estresantes.

En linea con este panorama, los resultados del presetiigjo aportan una
ampliacién del conocimiento sobre la toxicidad y los posiblecanismos subyacentes, de
tres sustancias que en forma general intentan represangspectro de los posibles
contaminantes presentes en los cuerpos de agua: un unepasticida, y un surfactante y
derivado de las practicas industriales y domésticas. Augejueralmente se las encuentra
juntas, lo cual aumenta la importancia de la evaluacidétaslenteracciones entre ellas,
también es oportuno el estudio individual de las mismastén de obtener informacion

especifica de cada una de ellas.

Los anfibios, presentan distintas caracteristicas artipico ciclo de vida bifasico,
el desarrollo embrio-larval en estanques, arroyosgynas temporales, generalmente
asociados con aéreas agricolas, donde escurren y sentranclas sustancias téxicas
liberadas al ambiente, que los ponen en intimo contactoeconedio aumentando su
susceptibilidad frente a la presencia de contaminantes (Manal. 2009; Wake y
Vredenburg 2008)La mayoria de las especies se reproducen,y sus larvasaseotdan, en
primavera y verano, coincidiendo con la aplicacion dsigdas y fertilizantes. Presentan
una alta permeabilidad en las branquias en algunos de tfadioss del desarrollo
embrionario y larval, asi como la piel hUmeda y dapiracion cutanea que son mas

importantes que la respiracion pulmonar en los adultagi ¥ez, desde el punto de vista
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metodoldgico, son faciles de mantener y reproducir dabekratorio, pudiéndose obtener
un elevado nimero y alta homogeneidad de individuos en latapue

Mas aun, la eleccion dehinella arenarunpara la realizacion de los bioensayos,
permite realizar informes ecotoxicolégicos representatife las posibles implicancias
sobre los ecosistemas y las especies autdctonas detifageéksimismo, la existencia de
estudios morfolégicos en anfibios de la parte media dgemiina, regiobn dominada
principalmente por la agricultura, que informa un alto grado im®dencia de
malformaciones, especialmenteRnarenarum(Peltzeret al. 2010), nos lleva a estudiar el
posible rol de la contaminacién por estas sustanciasapsran este fendbmeno.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la alta todticldaCobre, sobre los
otros dos compuestos organicos evaluados, asimismo, el Nohiésnltd mas toxico que
el Diazindn sobré&hinella arenarumgl cobre fue entre 820 y 1025 veces mas toxico que
el insecticida entre las 72 h y 168 h de exposicion, ragpeente, para la exposicion
durante el desarrollo embrionario; mientras que en ebgerdel desarrollo larval vario
entre 207 y 131 veces a las 24 h y 168 h, respectivamentemplacar la toxicidad del
metal con el nonilfenol, la diferencia en la toxicidaed fle 37 y casi 50 vecesalas 72 hy
168 h, respectivamente, durante el desarrollo embrionar@ntnais que en el larval, el
cobre resultd siete veces mas toxico que el nonilfensl &ez, el nonilfenol resulté mas
toxico que el Diazinon, asi la diferencia en la toxicideelde 23 a 21 veces alas 72 hy las
168 h, respectivamente, en la exposicion desde el initidedarrollo larval, mientras que
para la exposicion durante el desarrollo larval, eseeaticia fue menor, tomando valores

de 21,5y 18 veces alas 72 h y 168 h, respectivamente.

A diferencia del Cobre, que resultdé mas toxico durangesarrollo embrionario,
ambos compuestos organicos resultaron mas toxicos dwhperiodo larval. Por otra
parte, el metal causé mayor incidencia de malformacjamsun Potencial Teratogénico
(PT) de 2 en el periodo agudo. Mientras que para el mismadpego indice teratogénico
(IT) del nonilfenol y el Diazindn fue de 1,08 y 1,52, respeetiente. El Diazindbn causo6
importantes anomalias en el comportamiento, mientraglguenilfenol causé ademas de
severos efectos inespecificos sobre la morfogénesstriasion del extremo caudal del eje

de la aleta fue la anomalia caracteristica observada.
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Con respecto a la toxicidad de las mezclas, en la rn@ayte los estudios
toxicologicos, sus efectos se predicen en base a resltpdkvios de las curvas
concentracion-respuesta de las sustancias individuales aqopooen la mezcla, y la
potencial variacion en la sensibilidad de los organismossnconsiderada. Sin embargo,
siempre es factible y esperable la variabilidad en la repioitidad entre los bioensayos si
se considera la complejidad de los sistemas biolégRaaiaet al. 2006). A fin de tener
en cuenta esta posible variacion, para cada mezcla bisarievalué la toxicidad de las
diferentes mezclas y la de los componentes individualesitameamente. Asi, tanto las
proporciones de los toxicos en las mezclas, como loseimdlieron recalculados en funcién

de la informacion obtenida en cada camada.

Los resultados de las interacciones de las mezclasidbs resaltan la importancia
de la evaluacion en relacion a la prediccion de las msisiBa una revision de casi mil
trabajos sobre mezclas de sustancias quimicas, Rosmg (¥897) demostraron que entre
el 20 y 25% de las mezclas presentan una desviacion dlagii@ergismo o antagonismo
Por otro lado, se ha planteado la alta probabilidad de eacalgsviaciones de la adicion
cuando los compuestos de una mezcla presentan difereetasismos de toxicidad (van
der Geestet al. 2000). Sin embargo, al utilizar la mortalidad como punto @duagion
final, los efectos de la mezcla probablemente sears@tado de alteraciones en una gran
variedad de procesos en el organismo, causadas tantis gdectos especificos, como no

especificos de los compuestos individuales (Herraeak 1985)

Los resultados obtenidos demuestran que la exposicidRhdella arenaruma
mezclas de cobre y Diazindn tanto desde el inicio dsrdello embrionario como desde el
inicio del desarrollo larval no solo produce efectos ab&rsino que la interaccion de las

sustancias resulta en una desviacion de la adicioa Bbantagonismo.

Esta interaccion resultd independiente del tiempo y aerelacion de los
contaminantes para las larvas expuestas desde el inida desarrollo. En el caso del
desarrollo embrionario, salvo para la exposicion egquia el metal duplica la relacion con
el insecticida unicamente desde las 72 h hasta las 120 herencentré una diferencia

significativa con lo esperado para la adicién. Sin embaagbo para esta proporcion desde
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las 144 h hasta las 168 h, como para las restantes fumetdeaantagonica incluso a lo
largo del tiempo de exposicion.

La desviacion de la adicién para el caso del cobre Riatin6n si bien no es
inesperada dado que los mecanismos de toxicidad primarios deudsicgas son
diferentes, no pueden ser excluidos los mecanismos & aecundarios. Incluso, no solo
los insecticidas organofosforados, como el Diazin6m s@apaces de inhibir la
acetilcolinesterasa, sino que también puede observarsxposicion a metales (Olson y
Christensen 1980). La complejidad en los efectos de las pogiégacciones entre los
metales y los insecticidas organofosforados ha demosinaé los resultados de los
mismos pueden variar dependiendo del nivel de efecto evalk&donfarionet al. 1996)

Sin embargo, los resultados obtenidos para la interadei@stas sustancias estan en linea
con otros estudios sobre la toxicidad conjunta del colekDBiazinon enCeriodaphnia
Dubia y en larvas dé&phoron virgg los cuales también informan una desviacion de la
adicion hacia el antagonismo, independientemente del dévelfecto evaluado (Banlks

al. 2003; van der Geest al.2000).

Respecto a la interaccion en la toxicidad de la mentia el cobre y el nonilfenol
sobre embriones dRhinella arenarumtambién se encontré como patron general una
desviacion de la adicion hacia el antagonismo, si bienrespuesta podria ser esperable
debido a que presentan mecanismos de accion primarios diferaatse podria descartar
la existencia de otro tipo de respuesta ya que las sustanomarten ciertos mecanismos

de toxicidad, como la disrupcién endocrina (Handy 2003)

Contrariamente a lo observado para la mezcla del noetalel insecticida, la
interaccion del cobre y el nonilfenol durante el deslEarradmbrionario resulto
independiente del tiempo de exposicién y de las proporcionés dos sustancias en la
mezcla. Sin embargo, para el desarrollo larval aunquara sle las unidades toxicas de la
CL50 de la mezcla siempre fue mayor a uno, para algunas piaps, donde el cobre se
encontraba en mayor proporcion al nonilfenol, estarafifda no fue significativa para
superar la adicidbn. No se observé el mismo comportamigauta la proporcion en que el
metal quintuplicaba la relacién con el organico, que resuitcamente antagénica para

todos los tiempos evaluados. Hasta el momento no sdraegtsabajos que evallen la
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toxicidad de la mezcla binaria del cobre y del nonilfendbiesh un estudio sobre bivalvos
en mezcla ternaria de los compuestos junto con el metturio, informé una respuesta

mayor a la aditiva (Fariat al. 2010).

Es importante remarcar que el tipo de interaccion puedar \ven funcion de las
diferentes proporciones de los toxicos utilizadas emkzclas, motivo por el cual en este
trabajo se ensayaron distintas proporciones de losogixtratando de abarcar el mayor
rango posible. Aunque se observaron algunas interacciohépadaditivas, como patron
general, ambas sustancias organicas ensayadas en meries lmion el cobre resultaron

en interacciones antagonicas.

Por otro lado, es fundamental destacar que independientenienies efectos
antagonicos de las mezclas, la toxicidad de la combindeidars sustancias siempre resultd

mayor que la de los compuestos individuales.

A diferencia de lo previamente observado, las diferemegclas de las dos
sustancias organicas sobr&hinella arenarum presentaron principalmente un
comportamiento entre aditivo y sinérgico, con una diigiee marcada entre los periodos
embrionario y el larval. De esta forma, las mezodssiltaron principalmente en un patron
de adicion, con algunas tendencias al sinergismo, principtdmen el periodo agudo
durante el desarrollo embrionario. En el caso de la ecipadarval, la interaccion de las
diferentes mezclas mostré en forma general, una ate8wi significativa de la adiciéon al

sinergismo, principalmente durante el periodo agudo.

Al igual que para las otras mezclas ensayadas, resyti@ediso aventurar un
resultado de la interaccién basados en los mecanismosidiglad de los compuestos, ya
gue si bien no comparten los principales mecanismos, haedostrado que el nonilfenol
es un disruptor enddcrino, mientras que existen algunosaadiei que el Diazindn podria
también inducir disrupcion endocrina en mamiferos (Bevah 2003; Sheffield 1996). Si
bien no se encontraron trabajos publicados que evaluarmtetaccion del insecticida
Diazinén con nonilfenol, los resultados observados dengran relevancia para la
evaluacion del riesgo ambiental, no solo por los nivelesm®as sustancias presentes en el

ambiente sino porque el nonilfenol es cominmente utilizada cagente humectante y
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dispersante en las formulaciones de muchos plaguicigasismo, varios trabajos han
informado un aumento en la toxicidad de los formuladosecoiales en comparacion con
el ingrediente activo correspondiente, este aumentsid@ relacionado tanto con la
toxicidad intrinseca del surfactante como con la posiblraotion del mismo con el
ingrediente activo (Aronzoet al.2011a; Mann y Bidwell 2000)

Tanto el antagonismo como el sinergismo observados mmkzclas son el
resultado de la interaccion entre las sustanciasrgessen las mismas, de forma tal que
podrian alterarse las tasas de incorporacion, disponibijitaprocesos fisiolégicos como
el metabolismo, transporte o excrecion de las sustgngor lo que seria necesario otro tipo

de estudios para arribar a una conclusion clara al respect

Este trabajo destaca la importancia de evaluar la taxicide los agentes
fisicoquimicos ambientales en diferentes etapas delrdésdaemprano del ciclo de vida de
los organismos no solo en forma aislada sino tambiémeztlas a fin de comprender

mejor su potencial impacto en los ecosistemas.
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Conclusiones generales

La exposicion deRhinella arenaruma metales como el cobre, a sustancias
organicas del tipo de los alquilfenoles como el Nonilferliysecticidas organofosforados
como el Diazinbn caus6 importantes efectos toxicoseleta subletales sobre las etapas
tempranas de su ciclo de vida.

El cobre resultdé ser altamente toxico sobre los embs y larvas dé&hinella
arenarum tanto como consecuencia de la exposicion continua gongulsos de 24 h
demostrando asimismo una susceptibilidad estadio-dependiembéah

El valor de la CL50 de cobre para los embriones y laexgsiestos en el periodo
crénico corto (168 h) fue de 19,5 ug®u y 51 pg Ca'/L, respectivamente.

Los embriones en los estadios de blastula y gastruldramms la mas alta
resistencia al cobre, mientras que los estadios orgawogé&ueron los mas susceptibles
El estadio de Circulacion Branquial presentd la CL50 baja con un valor de 17 ug
CU'/L. A partir del estadio de Pliegue Opercular la resiseat metal fue aumentando

gradualmente hasta alcanzar valores similares a temidbs para blastula y gastrula.

La toxicidad del cobre por exposicion continua de lareagptanas (E.25) alcanzé
su valor maximo durante las primeras 24 h no mostrando carsigingicativos por

exXposicion crénico corta.

El cobre produjo efectos subletales muy importantes, cdtotencial Teratogénico
(PT = NOEC letalidad/NOEC malformaciones) para el trataimieantinuo desde blastula,
hasta el inicio del desarrollo larval, de 2, considerapaovalores mayores a 1,5 implican

un alto riesgo de obtener individuos malformados sicteddetales significativos.

La evaluacion de parametros de defensa antioxidante en aetbnolarvas de
Rhinella arenarunexpuestos al cobre confirmé el caracter pro-oxidantend&l. Para las

larvas tempranas la via antioxidante mas importante @duccion en la superoxido
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dismutasa (SOD) y una tendencia al aumento de la adiddda glutation-S-transferasa
(GST).

En cuanto a la susceptibilidad diferencial al cobre de ld@vas deRhinella
arenarumprovenientes de sitios con distinto grado de contandinadél Rio Reconquista
se observo que las larvas provenientes de las zonas vetcoasal aliviador (CA) fueron
significativamente mas sensibles que las larvas provesitant del Ultimo tramo del Rio
Reconquista (RR), como del parque industrial de Tigre (BIjjue se relacioné con la

mayor carga contaminante de los Ultimos dos sitios.

La sensibilidad dé&hinella arenaruncomparada con la dghinella fernandezae
ambos sapos dominantes en la Pcia. de Bp@tsexposicion a cobre dependi6 del sitio de
muestreo de las camadas. Sin embargo, la toxicidad paeantmsones d&. arenarumse
mantuvo constante desde el periodo agudo al crénico cortoRpd&eanandezaen todos
los casos se registr6 un aumento significativo de lzegptibilidad al extender la
exposicion, lo que podria sugerir una diferencia en eamsmo de accion y/o la tasa de

incorporacion del metal entre ambas especies.

En comparacion con otros anfibios, la susceptibilidadkdarenarumresulto
hasta 6 veces mayor que la especie mas susceptible idéormaimismo, el valor de
riesgo ecolégico obtenido en funcidn de valores ambemtan cuerpos de agua en
Argentina resultd siete veces mas alto que el valotdimstipulado para considerar la

existencia de un potencial riesgo.

El nonilfenol resulté la segunda sustancia mas toxidaglestudiadas. En cuanto a
los efectos letales, la susceptibilidad de los organismpaestos desde el inicio del
desarrollo embrionario mostrd ser tiempo-dependiestaiduyendo significativamente al
extender la exposiciomsi, la CL50-168h de la exposicién desde el inicio del delarr
embrionario fue de 0,96 mg Nonilfenol/L, al alcanzar las 336ubo un incremento de la
susceptibilidad (CL50-336h=0,17 mg nonilfenol/Up que podria deberse a que al
aumentar el tiempo de exposicion queddé comprendido el rdésatarval, el mas
susceptible. EI mismo patron de respuesta se obtuvo paxpdsi@on a octilfenol, en el

gue hubo un aumento en la susceptibilidad al pasar de essadarvas de casi 30 veces
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(CL50-24h=16 mg octilfenol/L a una CL50-336h=0,58 mg octilfdr)ol/
Comparativamente, para los embrionesdarenarumel nonilfenol fue mas toxico que el

octilfenol.

La toxicidad del nonilfenol por exposicion continua desdaieio del desarrollo
larval (E.25) por 168 h resultd méas sensible y tuvo un pati@nente que el de los
embriones. La toxicidad tuvo su pico en el periodo agudo (GR50:=0,37 mg
nonilfenol/L) no mostrando cambios significativos a lo largo de las 1&rhembargo, al
cronificar la exposicion de las larvas por 48 dias, hub@uwmento significativo en la
susceptibilidad (CL50=0,11 mg nonilfenol/L), casi tres vecegomgue a las 24 h. La
toxicidad del octilfenol, también fue tiempo-dependiente, emiamdo hasta casi 6 veces
(CL50-48 dias=0,07 mg octilfenol/LPara el caso de la exposicion a partir del periodo

larval no se encontraron diferencias significativaseela toxicidad de ambas sustancias.

Comparativament®. arenarumresultd mucho mas sensible al nonilfenol que la
mayoria de los anfibios. Asi,| giesgo ecoldgico obtenido en funcion de valores
ambientales resultd 14 veces mas alto que el valipuksto para considerar la existencia

de un potencial riesgo.

El Diazinon, insecticida organofosforado, tuvo efectos t@&mombre embriones y
larvas deRhinella arenarumsi bien de las tres sustancias evaluadas fue la gdié rin

menor toxicidad.

La exposicion al insecticida de embriones desde el idieisu desarrollo resulto ser
tiempo-dependiente con una CL50-168 h de 20 mg Diazinén/L. Cusndxxtendid la
exposicion por 504 h la toxicidad siguié aumentando signiieatente hasta alcanzar una
CL50 de 6,84 mg Diazindn/L, entrey8B veces mas sensibles que en el periodo agudo y

cronico corto, respectivamente.

A su vez, se observé una diferencia importante entre daseatraciones que
producen letalidad con las que causan teratogénesis. Etidid® provocod efectos
subletales importantes en los embriones expuestos desdei®ldie su desarrollo, asi, el
indice teratogénico (IT=CL50/CE50), result6 en 1,5 y 1,7 a las 9¢ 14 h,

respectivamente, mientras que el potencial teratogénigaréBulté mayor a 2 a las 168 h.
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Los efectos subletales sobre el comportamiento fuexgistrados alin a menores
concentraciones que las que produjeron malformaciones. Aslazion CL10/ NOEC
para alteraciones en el comportamiento, fueaadipara las primeras 96 h, siendo el valor
NOEC de alteraciones en el comportamiento, la cora@atr de exposicibn mas baja
ensayada. Esto implica un alto riesgo para los individi®ssufrir alteraciones en el
comportamiento en ausencia de una letalidad significaties alteraciones en el
comportamiento, que coincidieron con los patrones geesrde neurotoxicidad, a bajas
concentraciones 0 a tiempos cortos se expresaron cgeoglinesia, o movimientos
espasmodicos, pero a concentraciones mayores o sepiptongados de exposicion,

resultaron en falta de movimiento y respuesta a los @ssm

La toxicidad del Diazindn para las larvas tratadas desdeomelenzo de su
desarrollo por 168 h también demostro ser tiempo-dependemeina CL50-168 h de 6,7
mg Diaziro/L. Cuando se extendid la exposicion por 504 h la toxicidadiésigu
aumentando significativamente hasta alcanzar un vadaimo de toxicidad (CL50= 1,92
mg DiazinomlL), entre 4 y 3,5 veces mas sensibles que en el periodo agudioigo corto,
respectivamente. En el caso de las larvas tratadas #&e28e también se observaron
efectos subletales sobre el comportamiento, asocihéfscéo neurotdxico. En cuanto a la
letalidad las larvas resultaron particularmente raasibles que los embriones, asi el perfil
de toxicidad mostr6 una susceptibilidad entre 3 a 4,4 veces sSupEstw. estaria
relacionado al aumento de la actividad de la acetilcaénesa, blanco principal del

insecticida, en el desarrollo d&. arenarum

La incorporacion del insecticida mostré un efecto comaeidin-dependiente,
disminuyendo al aumentar el tiempo de exposicion. Por latto, la incorporacion del
Diazinén fue marcadamente estadio-dependiente enti&7lvgces mayor en exposiciones
tempranas desde el inicio del desarrollo embrionario gueeXposiciones desde larvas
tardias. Esto estaria relacionado con la lipofilicidadDdatinén y la alta composicion de
lipidos del vitelo de los embriones, que se va consumiendoedida que avanza el

desarrollo.

222



Conclusiones generales

Los Factores de BioconcentraciorBE) del Diazindn para embriones tuvieron
valores de hasta 107 a las 96 h, los que resultaron caid&eente altos si se los compara

con los valores informados para otras especies.

El riesgo ecologico del Diazindn calculado a partir devalor ambiental esperado
de exposicién, fue 2,73 veces mas alto que el valor estpplara considerar la existencia
de un potencial riesgo.

Con respecto a los resultados obtenidos por exposici@zelas, se observo que la
toxicidad conjunta de cobne Diazinén tanto para los embriones como para las latgas
Rhinella arenarumresulté en un patron general de desviacién de la adi@@a el
antagonismo, independiente del tiempo de exposicién grigsorciones. A pesar de los
efectos antagonicos de las mezclas, la toxicidad de ldisaon de las sustancias

siempre resulté mayor que la de los compuestos individuales

Con respecto a la interaccion en la toxicidad de laclaeantre el cobre y el
nonilfenol sobre embriones dehinella arenarum también se encontr6 como patron
general una desviacion de la adicion hacia el antagonisaninteraccion del cobre y el
nonilfenol durante el desarrollo embrionario result@pwhdiente del tiempo de exposicion
y de las proporciones de las dos sustancias usadas ezzdéantSin embargo, para el
desarrollo larval aunque la suma de las unidades toxicEs@e50 de la mezcla siempre
fue mayor a uno, para algunas proporciones esta difarea fue significativa para superar

la adicion.

Las diferentes mezclas del Diazindbn y el nonilfendbredRhinella arenarum
presentaron principalmente un comportamiento entre agitsheérgico, con una diferencia
marcada entre el periodo del desarrollo embrionario yjaedal. En el desarrollo
embrionario, las mezclas resultaron principalmente epatron de adicion, con algunas
tendencias al sinergismo, principalmente en el periodo adirdel caso de la exposicion
en el desarrollo larval la interaccion de las diferemegclas mostré en forma general, una
desviacion significativa de la adicion al sinergismo, @palmente durante el periodo

agudo.
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Este trabajo destaca la importancia de evaluar la tosicta los compuestos
guimicos en diferentes etapas del desarrollo, y no soforena aislada, sino también en
mezclas a fin de comprender mejor su potencial impactmsredosistemas. También
demuestra la importancia de evaluar los efectos subletates parametro de riesgo, ya
gue si bien estos efectos no son directos sobre lesddy a lo largo del tiempo pueden
expresarse en un namero significativo de organismos malftos o con alteraciones en el
comportamiento que ven disminuido su fitness, poniendo sgorila continuidad de las
especies.
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ANEXO




Desarrollo embrio-larval de Rhinella [Bufo] arenarum
A. Serie tipo de los primeros estadios embrionarios en
Bufo arenarum (Del Conte, E., Srlin, J.L., 1951. Acta Zool. Lilloana Xl 1, 497-501)
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Estadios de la metamorfosis Bofo arenarun{Anura)

(Echeverria, D.D., Fiorito de Lopez, L.E., 1981. PhysisAB3.B 40, 15-23.

97 s

26. Esbozo de miembros posteriores 31. Cuarto nuembro

27. Mufiones de miembros posteriores 32. Cola en reduccion

28. Desarrollo de miembros posteriores 33. Cola v aleta en reduccion
29: Miembros posteriores desarrollados 34 Muidion caudal

30. Aparicion primer miembro anterior 35 Juven:l
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Variaciones de la masa corporal (peso fresco y peso adodargo del desarrollo embrionario de
R. arenarum Se evidencia un aumento en el peso fresco que estaidapdr un aumento en el
contenido de agua en las cavidades corporales que se desapralicipalmente, a partir del E.21
(estadio de boca abierta). Obtenido de “Sztrum. (2010). Susceptibilidad diferencial al Niquel en
distintos estadios del desarrollo embrio-larval Rleinella (Bufo) arenarumDepartamento de
Biodiversidad y Biologia ExperimentaBuenos Aires, Universidad Nacional de Buenos Aires,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturdisctorando.”
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