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BIOMARCADORES DE CONTAMINACION DE TELEOS TEOS
DULCEACUICOLAS COMO HERRAMIENTA DE EVALUACION DE AMBIENTES
ACUATICOS AFECTADOS POR COMPUESTOS ORGANCOS PERSISTENTES

RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se evaluo la respuesta de una bateria de parametros
biomarcadores fisiol6gicodioquimicos y moleculares en teledsteos dulceacuicolas, utiles y
aplicables en la evaluacion de la calidad de cuerpos de agua afectados por compuestos
organicos persistente¢COPs) de origen antropico. Se evaluaron biomarcaslode
contaminacion asociados a la biotransformaci{éntividad enzimatica de glutatiés:
transferasainmunodeteccién de la proteina CYP1Aayactividad catalitica de 1&ROD,
niveles de metabolitos biliares); al estrés oxidativo (actividad enzandgda catalasa
superoéxido dismutasg niveles de TBARSY asociado a la presencia de desorganizadores
endodcrinos ibmunodeteccionde \telogenina plasmatica). Tambiése determinaron los
indices fisiolégicosfactor de condicione indice hepatosomaticoSe utilizaron como
organismos prueba ejemplares juvenilegerinus carpioy de diferentesespecies nativas
frecuentadoras de fond8e evaluaron los efectos adversos por exposiratichas especies
a diferentedipos de COPs(hidrocarburos aromaticosoliciclicos, bifenilos policlorados y
compuestos con efecto desorganizadnddcrino) pormedio deensayos de laboratorip
mediante evaluaciones a campo por exposicion en jéRlasde la Plata y rio Lujary de
recoleccion de especies nativags resltados obtenidos permitieron caracterizar y comparar
el efecto de los diferentes COPs sobre las respuestas de los biomarcadorespertitss es
prueba.Sedemostré que el confinamiento de peces en jaulas es una metodologia de trabajo
util en la evaluaciénle la calidad ecotoxicolégica de rios periurba@e=utilizaron técnicas
gue permitieron realizar un analisis de los resultadosparande integradolas respuestas
de los biomarcadores en los ensayos de laboratorio y de ¢amsi@ Se elaboré uninea
de base para cada parametro biomarcador y se proporcioné informacién de referencia sobre la
variabilidad natural de los mismos que puede ser empleada en futuros ensayasaterlo

y de evaluacion de ambientes acuaticos afectados por COPs.

Palabras claves: contaminacién acuaticabiomarcadoresde contaminacign teledsteos
dulceacuicolas, especies nativas, compuestos organicos persistentes, IRi®ldta,rio

Lujan.



BIOMARKERS OF CONTAMINATION OF FRESHWATE R TELEOSTS AS AN
ASSESSMENT TOOL IN AQUATIC ENVIRONMENTS AFFECTED BY
PERSISTENT ORGANIC COMPOUNDS

ABSTRACT

In this thesis we evaluated the response of a battery of physiologicaleticehand
molecularbiomarkers of feshwater teleost, useful areevantin the evaluation of the quality
of water bodies affecteddy anthropogenianputs of persistent organic compour(@OCs).
Biomarkers of contamination associated with biotransformation fesmizy activiy of
glutathiones transferase, immunodetection of CYP1A protein and catalytic activiERQID,
biliary metaboliteslevelg, oxidative stress (enzymatic activity of catalase and superoxide
dismutase, TBARS levels) andndocrine disruptionimmunodetection of vitellogenin
plasmatic proteinwere assessedPhysiological indicescondition factorand liver somatic
indexwere also assessedyprinus carpioand bottomdweller native species juveniles were
used as test organisn&dverse effects were assessed by exposing those species to different
kind of POCs fjolycyclic aromatichydrocarbons, polychlorinated biphémwand endocrine-
disrupting chemicalshy means of laboratgrand field evaluations bgage exposure (Rio de
la Plata and Lujan rivg¢ and nativecollected fish Results allowed comparing and
characterizinghe effect of different POCs on the responses of biomarkers in the test species.
Fish exposure in cages proved to be a ussfatoxicological methodologywhen evaluating
the condition of periurbansrivers. An integrated analysis of the results allowed comparing
laboratory assays and field situ biomarker responses of test specikdaseline foreach
biomarker was developed and reference information vpmevided about thé& natural
variability that can be useth future laboratory testsand in the assessment of aquatic

environmentsaffectedby PQCs.

Keywords: aquatic contamirteon, biomakers of contamination freshwater teless, native

species, persistent organic cavapds Rio de la Plata, Lujariver.
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1.1 La ecotoxicologia

El término “ecotoxicologia” ha sido introducido por Truhaut en 1969, derivado de las
palabras ecologia y toxicologida introducciorde este términceflejouna creciente
preocupacion pdos efectogle sustancias quimicaan el ambiente Desde entonces, la
ecotoxicologia se ha convertido en una disciplina cientifica por derecho greeila define
como la rama de la ciencia que estudgefectos toxicos de sustancias quimidasagentes
fisicos sobre los organismos vivos, especialmente sobre poblagicoesinidades dentro de
los ecosistemasncluyendo el estudio de las viae transferencia y sus interacciones con el
medioambientg(Richardson, 1995).

1.2La contaminacién del ambiente acuético

El crecimiento poblacional, la produccion de alimentos y la demanda de nuevos
materiales en las civilizaciones modernas tienen como resultado la proddecitn gran
namero de compuestos diferentes siendo muchos de ellos nocivos paraalusnurg
terrestres y acuaticoda contaminacion del ambiente acuéatico es un fendmeno de gran
importancia producido por el aporte de innumerables compuestos tdxicos provenientes tanto
de aportes naturales como de xenobiélicBstos compuestos téxicos se liberan de diferentes
fuentestanto puntuales como difusasingresan eros sistemas acuaticqggor medio de:
efluentes, deposicion atmosféricascorrentia y aguas subterrdneadistribuyéndoseen la
columna de agua y en sedimentadel fondo (Figura 1.1) (Erickson y col., 2008n zonas
altamente poblaas e indstrializads predominan los aportes antropogénicogntras que en
areas remotas la mayoria de feismos tienen pricipalmente un origen natural. Una vez que
los diferentes compuestos ingresan al ambiente acuatico, dependiendo pilepgaades
fisicoquimicas (polaridad, solubilidad, densidad, presion de vapor, coeficiente de particion,
etc.) segun su afinidaderan distribuidos y se concentraran en diferentes matrices biolégicas

y no bioldgicas (Figura 1.1).

! Sustanciagxtrafiagjue pueden ser introducidas por el hombre en un ecosistema acuético en liberedde
accidental provocando un deterioro de la calidad del agua con perjuicia pala acuatica (Rand y col., 1995).
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Figura 1.1 Esquema de las distintas fuentes de ingreso y distribucion de |l@naoemtesen &
ecosistema acuético asi como las rutas de ingreso y acumuwagiecest¢mado deErickson y col.,
2008)

La naturaleza y magnitud de los efectos adversos produgaio®s contaminantes
sobre los ecosistemas acuaticos es comgtEgaorganismos acuaticos, como por ejemplo los
peces pueden estar expuestos a una mezcla de compuestos quimicos a través del contactc
directo con el agua;on el sedimento del fondo y emispensidén asi como del alimento que
ingieren. Al mismo tiempo, la toxicidad y capacidad de acumulacion deiflrerdes
compuestos no sélo depende de la concentracion total en el ambiente sirém tdenta
facilidad con que los organismos pueden incapos ya sea a través de las branquias, la
piel, del tracto digestivo y de como las propiedades de cada compuestsafistabucion
por todo el organismo.
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1.3Toxicidad y efectos de los compuestos organicos persistentes

El ambiente acuéatico es umportante reservorio de diversos poluentes, entre los
cuales se encuentran los compuestos organicos persistentes (COPS) egure gfestos
adversos sobre la biota de estos ecosistemas, incluso cuando tsdos ven pequefias
cantidadegLinde-Arias y col, 2008 Torres y col., 2008).os COPs son stiancias quimicas
gue persisten en el ambiente, se bioacumulan a través de la red tréfica y poseateriesgo
causar efectos adversos a la salud humana y al medio ambiente. Existen di€iipsogue
resisten déorma variable a la degradacion fotolitica, biolégica y quimica. En estextorse
pueden encontrar sustancias tales como los hidrocarltands alifaticos (HA) como
aromaticos policiclicos (HAPs)los compuestos organoclorados (por ejempdidenilos
policlorados, PCBs) o sustancias de mayor polaridad como los fentéss como los
alquilfenoles polietoxilados APES y fenoles clorados.Debido a sus propiedades
fisicoquimicas:alta hidrofobicidad, ubicuidad y persistencia, son acumuladssrbiéndose
al material organico efas particulas finas de suelo, sedimegtasociarse fuertemente al
material particulado en el medio acuatiPe. esta forma, los sedimentos pueden actuar como
un compartimiento de almacenamiento transitorio para G@Ps y bajo codiciones
hidrodinAmicas especificas o en presencia de bioturbacion, estos compuesten ser
resuspendidos y volver a estar biodisponibles. De esta manera losrmogagisge viven en
ambientes contaminados p@QOPs pueden incorporar estos compuestasaees de su
superficie corporal, de las branquias o por medio de la ingesti@tindento osedimentos
contaminados y luego ser transferidos a través de la cadena tRiicdo tanto, estos
compueste constituyen una seria amenaza a los ecosistemadicasud@ebido a la

transferencia trofiggersistencia y toxicidad.

Los hidrocarburos constituidos por HA y HAPs debido a su relativa persistencia
representan una preocupacion desde el punto de vista ambiental. El origen de estos
compuestos esta asociadonc procesos biogénicos (sintetizados por organismos),
petrogénicos (introducido en el ambiente como consecuencia de las operaciasos del
petroleo y sus derivados) o pirogénico (resultado de la combustiGnpleta de la materia
organica). Entre loslA, los n-alcanos son los mas abundantes sin embargo los de cadenas

lineales ramificadas y ciclicas tanto saturados como insaturados tastéiérpresentes en el



Introduccion General
Capitulol

ambientelLa composicion de las mezclas de hidrocarburos alifaticos encontradas en muestras
ambientales puede ser un indicio de la influencia biogér@antropogénicas en un area
determinadaLos HAPsson moléculas que contienen dos o mas anillos arométicos de seis
carbonos fusionadospn componentes naturales de materias primas organicsagsente

de petréleos crudos generados por pirolisis de materia org&uicgran hidrofobicidad les
confiere una alta persistencia en el ambiente adsorbiéndose al igual gB€Bssal
sedimento, al material particulado y lipidos de los organismosi@si§Colomboy col.,
2005a).Si bienpueden ser aportados en forma natdeatontaminacion acuatica originada

por los mismos proviene principalmente por fuentes de origen antrépico y por lo tanto se los

encuentra en cuerpos de agua cercanos a cernbarsosfHyotylainen y Oikari, 2004).

Los PCBs abarcan 209 compuestos (congéneres), los cuales varian en el nimero y
posicion de los atomos de cloro en la molécula de bifenilo. Se han utilizado en numerosos
productos industriales tales como disolvenfksdos hidraulicos, fluidos dieléctricos para
capacitores y transformadores, etBorjefelddargensen y col., 2001). En nuestro pais la
mezcla comercial de PCBs mas utilizada ha sido el Afd¢iroclor 1242, 1254 y 1260)
(Aizpun de Moreno y col., 2004La toxicidad de los HAPs y de los PCBs, en patrticular los
congéneresoplanaresmonoeorto sustituidos(PCB 118) o noerto sustituidos(PCB 77 y
126), se centra en su capacidad de actuar como ligandos del receptor Arilo horadar
(Ahr) que finalmente induce la sintesis de la proteina CYRdhlezinger y Stegeman,
2000).

Los APEs, son surfactantes no idnicos presentes en detergentes y zadogtitiomo
emulsionantes dispersantes y solubilizantes en la fabricacion de agomglicosméticos
pinturas, etc. @ntro del grupo de los APES, se encuentran los nonilfenol etoxilados siendo
nonilfenol (NP) uno de los metabolitos mas criticos debido a su ermdmsta la
biodegradacién, capacidad para bioacumularse y el efecto de desomyarm@nddcrino
(estrogenizande(Staples y col., 1998; Soares y col., 20@3bido al uso intensivo de los
APEs en el ambito doméstico, en la industria del papel y textil se los elaceemuerpos de
agua que reciben descargas residuales. En los ecosistemas acuaticos lal toicdda
poluente puede verse afectada por la presencia de otros pudiendo dar origeaceianes

aditivas, sinérgicas o antagonicabel, 1989).
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1.4 Querpos de agua de la provincia de Buenos Aires afectados por la contaminacio

antrépica

En nuestro pais y en particular dentro del &mbito de la Provincia de BueassAir
impacto adverso de la contaminacién antropica por COPs es evidente en diverpos de
agua y se encuentra reportada por diversos autores. Algunos ejemplos lo emngtituy
estuario deRio de laPlata(Bilos y col., 1998 Colombo y col., 19892000; Barra y col.,
2002;Aizpun de Moreno y col., 200€arriquiriborde y col., 2007 que a su vez recibe una
gran carga contaminante por el aporte de los rios urbdatanzaRiachuelo (Evers y col.,
1997;L6pez y col., 1998; ACUMAR, 20)2rio Lujan (Giorgi, 1999;0’Farrell y col., 2002;
Momo y col., 2003Pizarro y Alemanni, 20Q5Carballo, 2010Peluso y col., 2003y de la
cuenca del ridReconquista (Rovedatti y col., 2001; de la Torre y col., 28@8bian, 2006)
siendo éstas las tres principales cuencas del Area Metropolitana de BuenoAlAirissno
tiempo, otros tipos de cuerpos de agua afectados por la presencia de este tipo d
contaminantes los constituyen las lagunas costéiasdqne y col.,, 2001) y laslagunas

pampésicagMiglioranza y col., 2003, 2004).

La cuenca del Plata es la segunda cuenca hidrografica mas extensa del continente
sudamericano, abarca una superfige3.170.00Km?. Susistema hidrogréafico se despliega
dentro de la jurisdiccion de cinco paissasil, donde alcanza 1.415.000 %nfe sigue
Argentina con920.000 ki, Paraguay, 410.008@nY, Bolivia, 205.000 krhy Uruguay
150.000 krf (Aizpin de Moreno y col., 2004; CIQ013).Se encuentra formadaor tres
grandes sistemas hidricos: el Parana, el Paraguay y el Uruguay, adeRis diela Plata
propiamente dichoEl rio Paraguay es afluente dgb Paranagel cualse une con etio
Uruguay formandcel Rio de la Plataconstituye el limite entre la Argentina y Uruguay y
estableceun area donde se concentra una importante actividad econdmica y la mayor
densidad de poblacion. El estuario del Rio de la Plata localizado sobrstdaoeste del
Atlantico Sur abarca un area 8@.000 knj, posee una longitud aproximada de 300yk80
km deancho en la parte m&strecha, hasta llegar a los 220 km en la desembocadura en el
mar (Punta Rasa, Argentin&unta del Este, Uruguay) (Barra y col., 20@5te estuario se
caracteriza porransportaralrededor d&00 a 880 kni de agua dulce y 90 millones de

toneladas de solidos en suspension al &fthdaransporte masivo de materiales aléctonos
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alimenta a un gran delta frente Atea Metropolitana de Buenos Aire@AMBA), que
comprende la zonde laCiudad Autonomale Buenos Aires y 24 partidos del Gran Buenos
Aires (conurban® posee 12.801.364 habitantes (INDEC, 2010)nyclea la mayor
concentracion de industrias del pais. pesardelas dimensioney grancapacidad de
dilucion dd estuario.el aporte de efluentes industriales y cloacales originadosAVIERA y

en la Ciudad de La Plata, asi como los aportes de contaminantes y sedimentodode |
Parana y Uruguayprodujo urfuerte impactceenla calidad del agug sedimentale la Franja
Costera Sur del Rio de la Plata (San Fernavidgdalena)constituyendo un ejemplidpico

de ambiente severamente contaminado @©PPs (REPLATA, 2003) Esta carga
contaminantese ve reflejada claramente en la abundancia de las sustancias toxicas
persistentes en las aguas, los sedimentos y la téota zonalAizpun de Moreno y col.,

2004 Colombo y col., 2005 a, b; 2006; 200Por su partela Franja Costera Sur del Rio de

la Plata sustentdiversos usos tales como: usos productivos (destilerias, plantas productoras
de energia, importantes puertos), usos recreativos (nautica, deportivo, zona de balnearios) y
tomas de agua potable, siendo la principal fuente de agua potable para la regtén.tEes
tomas de agua potable: la Planta Potabilizadora Gral. San Martin (Toma de Pabécads u

a 1050 m de la costa y con un caudal de toma maximo de/85lanPlanta Potabilizadora
Manuel Belgrano (Bernal) ubicada a 2400 m de la costa y con daleaéximo de 17 ffs y

la Planta Potabilizadora de Punta Lara, ubicada a 714 m de la costa y con un caudal maxi
de 2.5 /s (REPLATA, 2003).

La cuenca del rio Lujan recorre la zona noreste de la provincia de Buenos Aires y es
uno de los sistemas hidricos mas importantes del AMBA ya que se caracterza laode
mayor densidad de drenaje. Cubre un area de 2.660ekmurso del rio Lujan nace en la
confluencia de los arroyos Los Leones y Del Durazn® km al norte de la Ciudad de
Suipachaatravesandda zona noroeste de la provincia de Buenos Ainecorriendo unos
128 km hasta su desembocadura enield® la PlataA lo largo de su curso, el rfecibe las
aguas de numerosos tributariamitre ellos se pueden mencionar los arroyos Moyano,
Leguizamon, Grande, Oro, Balta, Gutiérrez, Pereyra, Chafiar y El Haras, Las Flores,
Carabassa, Burgos, Escobar, Garin, Claro y de las Tunas y el rio RecoiMpristay col.,
2003; AABA, 2010; Busso, 2010En el rio se pueden distinguir tres tramos, uno superior,

medio e inferiorEl curso superior de 40 km de longitud, va desde las nacientes hasta Jauregui
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recibiendo los afluentes mas importantes en caudal. El curso medio, va desdd bastag

la localidad de Pilar (30 km) donde el drenaje es mayor debido al relieve mamdognel
inferior tiene menor pendiente y desemboca en la zona de San Fernando en 8i@eita (
1999; O’Farrell y col., 2002; Momo y col., 2003)a zona de esta cuenca ha gitiizada
principalmente para explotacion agricginadera, sin embargo el crecimiento de las
ciudades ha ido incrementando un uso urbadostrial principalmente en el tramo inferior.

Los principales aportes puntuales corresponden a descargas ligbatzssie industrialead
cuales comienzan en la cuenca alta y se incrementan a medida que avanza hacia la
desembocadura (Sanchez Caro, 200&®)xuenca alta recibe descargas de la industria lactica y
de la planta de tratamiento de efluentes liquidos deudad de Suipacha sin marcadas
evidencias de dichos vuelcos en el cuerpo principal del rkonl&guas abajo (en la localidad

M. J. Garcia). Sin embargo, luego de atravesar las ciudades de Mercedes, Jawgguel L

rio recibe las descargas de las plantas de tratamiento de efluentes (iguiEbsurbanos e
industriales de dichas ciudades. En particular en la localidad de Jaureggibse tes
desechos de una curtiembre de gran tamafio, con elevada cantidad de materia olgénica y
presencia de cier$ metales pesados (cromo, cobre y mercurio). Posteriormente, por medio
del arroyo Gutiérrez, tributario dentro de este distrito, recibe vertidosdustrias textiles
(Giorgi y Malacalza, 2002; Sanchez Caro, 20P@y. su parte, al atravesar la ciudad.djan

recibe principalmente efluentes de las plantas de tratamiento de la ciudadiagecbarados

y de industrias (textil, carton, cervecera, matadegorifico y otras alimentarias) asi como
otras PTEL industriales que vuelcan sus efluentes al sistema cloacal de la(Saiuztez

Caro, 2010)Por lo tanto, la cuenca del rio Lujan presenta un estado ecolégico evaaabl

un deterioro paulatino hacia la desembocadura, concentrado principalmeote teamos
medio e inferior(Momo y col., 2003) S bien en algunos tramos el sistema se recupera
parcialmente, la carga de sustancias que no se procesan completamente puedearsadiment
el fondo y dependiendo de las caracteristicas de las mismas acumularse en lostaedimen
(Sanchez Caro, 2010).
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1.5Biomarcadores de contaminacion

Los ecosistemas acuaticos se han convertido en grandes depositos de diversos
contaminantegondicionandasia que bs organismos acuéticos que viven en ghosdan
estar expuestopor largos periodos de tiemps distinos xenobidtice aun en bajas
concentraciore De esta formgueden prmoverseserios efectos sobre la biota sin llegar a
ser evidentes hasta que los cambios se manifiesten a nivel poblacional o de exosistem
momento enel que pudiera sedemasiado tarde para tomar medidalecuadasUna
estrategia que permite determinar el impacto de estos contaminantes sobre todo en
concentraciones bajas o subletales asi como sus potenciales efectos, es el uso de
biomarcadores o sefiales tempranas de alerta (Fent, 2D@-Arias y cd., 2008). Los
compuestos toxicoa menudo causan respuestas caracterigticadorganismaafectado
conocidsfrecuentementeomo ‘toxicological endpointso “puntos finales toxicolégicos” o
“marcadores biologicos” o “biomarcadores” (Ha2002). Se han dadawras definiciones
para eltérmino ‘biomarcaddt, el cual utilizado en un sentido amplio ingducas cualquier
medicién que reflej@ina interaccion entre un sistema bioldgico y el riesgo potedeiain
agente del medjel cualpuade ser de origen quimico, fisico o biologi@@HO, 1993. La
definicion estandar de "biomarcador" en la investigacion del medio ambightmmoha
sido redefinido por an Gestel y van Brummelen (1996) se refiere a cualquier alteracion
nivel de subrindividuo que refleja la exposicion a un contaminante, determinadas dentro del
mismoorganismoo en sus productos (orina, heces, pelos, plumas,Egt)s "cambios" son
consideradogomo medidas de toxicidad. Los mismos autenascaron diferencias nod
término "bioindicador’;, el cual define comoun organismo cuya presencia, ausencia o
alteracion del comportamiento puede indicar un cambio en la calidad €eosistemag con
el de"indicador ecoldgicotjue es umparametro de los ecosistemas, gasctibe un efecto en
la estructura Ap funcionamiento demisma Tradicionalmente los biomarcadores han sido
divididos en tres categorias, segun WHO (1993) y a la revisién de van der Oost y col. (2003)
los podemos clasificar en:

biomarcadores deexposicién permiten detectar y medir sustancias exdgenas, sus

metabolitos o el producto de interaccion a nivel molecular o celulaod#gitorganismo con
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el agente xenobidtico, indicando que el organismo ha estado expuesto a unaattdectase

de compuestos.

biomarcadores de efegtancluyen mediciones bioquimicas, fisiolégicas u otras
referidas a las alteraciones que pudieran producirse dentro de los tejidosludd@n
biologicos de los organismos, las cuales pueden asociarse al establecimiemtpodéle

dafo en la salud, indicando que tanto la exposicion como los efectos adversos han ocurrido.

biomarcadores de susceptibilidaithdican la habilidad inherente o adquirida de los
organismogle responder a la exposicién de compuestos xenobidticos especificos, incluyendo
factores genéticos y cambios eeceptores, los cuales alteran la susceptibilidad de los

individuos frente a dicha exposicion.

En las Ultimas décadas su estudio adquiri6 un papel mas activo en laienaisi
ambientales siendo incorporado en varios programas de monitoreo ambidfuabga y los
E.E.U.U aunque no ha sido incorporada aun dentro de los Programas Nacionales de
monitoreo en nuestro pais y en Brak#s respuestas de una “bateria” de l@oradores
bioquimicos vy fisiolégicoson utilizados frecuentemente para detectar o diagnosticar efectos
subletales en peces ya sea en evaluacionsgu o bien expuestos a efluentes o distintos
toxicos (ver revision van der Oost y col., 2008)tualmene la informacion generada a partir
de los parametros biomarcadores ha tomado creciente importancia como héaralaien

evaluacion ecotoxicoldgica de los ambiergtegaticos (Sanchez y Porcher, 2009).

Efecto de los contaminantes ambientales sobre biomarcadores de contaminacion

Los COPs vertidos en los cuerpos de agua, pueden ser incorporados y acumulados en
los tejidos de los organismos acuaticos directamente desde el agua, jpoderiaccaptacion
de particulas en suspension o por el consumo de organismos de niveles tificres (ver
Figura 11) (van de Oosty col.,, 2003).Una vez que ingresan a los organismos pueden
bioacumularse o biotransformarse para poder ser excretados. La biotransformacion de estos
compuestos se lleva acabo principalmente en el higado por mediasdasesla fase |
(enzimas monoxigenasas P450) ylléenzimas de conjugacifirEntrelos biomarcadorede

contaminaciérasociados a la biotransformacide fase || el citocromoP4501A (CYP1A) es

10
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el componente terminal del sistema de las oxidasdsnd&n mixta 0 monoxigenasas y es
una enzima oxidativa de importancia en el metabolismo de muchos kKAd&gunos
congéneres de PCBsa induccion de este sistema esta ligado con la estimulacion del receptor
intracelular Arilo hidrocarbonado (Ahr) que @stila la transcripcion del gen en respuesta a
los xenobidticos arriba mencionad&sn peces, la actividad catalitica del citocromo PY&0
expresada en términos de ketoxiresorufin-Odeetlasa(EROD), medicion del contenido de

la proteina CYP1A y los niveles de transcripcion hepatica han demostexdaina
herramienta de monitoreo muy Utlla informacién disponible dias CYP1A de algunas
especies de teledstees abundante, contando inform@cicerca del clonado, secuenciacion,
produccion de anticuerpos especificos. A modo de ejemplo, de la Yarod (2003)
reportaron paraCyprinus carpiola obtencién en laboratorio de anticuerpos policlonales
especificos demostrando la utilidad de esta metodologia de evaluacion en can@ess y 0
especies nativas expuestag-aaftoflavona (inductor especifico de la CI¥K) y en ensayos

en campoEntre las enzimas de la fase Il, la glutati®transferasa (GST) brinda proteccién
celular contra los efectos xi6os producidos por una variedad de compuestos quimicos
endogenos y ambientales incluidos 108BB, endosulfan microcistinas(Schlenk y col.,
2008. La reaccion mas importante que lleva a cabo es la de conjughatigiutation con
sustancias que tengatomos electrofilicos que pueden ser C, N &$§ mismo, la vesicula
biliar es una importante ruta de excrecion de los HAPs, por lo @ametérminacion de los
niveles de metalitos biliares de HAPs es un parametro biomarcador asociado a la
biotransfomacion y detoxificacién de este tipo de compuegtasgue la biotransformacion

en general es aceptada como un proceso de detoxificacion, existen varios sgjginplo
naftoflavona, benzo(a)pireno, etc.) en los que pueden involucrarse reacciones que producen
especies reactivas del oxigeldRQ9 tales como ehnidn radical superoxid.’), el radical
hidroxilo (OH), el peroxido de hidrogeno (B,) asi como también producirseetabolitos
electrofilicos. Al mismo tiempo, &s EROs prdenende la reduccion paial del oxigeno
molecular (Q) y ocurre entodos los organismos aerdbicos, siend@a de las principales
fuentes la cadena respiratoiforotra parte, el kD, puede reaccionar con metales divalentes

(libres o unidos a proteinas) y produ€H, viareaccion de Fenton

Fe? + H + H,O, — Fe*" + OH + H,O

11



Introduccion General
Capitulol

A bajas concentraciones las EROs cumplen funciones celulares y fisioldgicaalesepero

al acumularse pueden reaccionar con macromoléculas como lipidos, protefialN,
produciendo lo que se conoce como dafo oxidativo (Rand, 1P8&gresistir al ptencial
efecto deletéreo déas ERGs, los organismos aerdbicos han desarrollado un sistema de
defensa antioxidante. El desarrollo de estos diversos mecanismos antexigppuede
considerarse como el "costo" para la alta eficiencia energética que dfedgemo como
aceptor terminal de electron@®and, 1995Livingstone, 2001)Este sistema incluye defensas
antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. Bajo condiciones figiafdgormales existe una
continua generacion de especies reactivas las queostroladas en gran manera por los
antioxidantes enddgenos mediantesedvengingde lasEROs Sin embargo, cuando las
fuerzas praxidantes sobrepasan a las defensas antioxidantes (enziméticas y no engimaticas
el estrés oxidativo celular queda estallecEntre &s defensas antioxidantes enzimaticas mas
importantesse pueden incluir las llevadas a cabo porupesdxido dismutasa (SODQ) la
catalasa (CAT.)La SOD, cataliza la dismutaciédd O," formandooxigeno y HO, el cual en

si mismo también es urBROs que puede ser removido por la actividad de otra de las
enzimas antioxidantea CAT que lo reducea oxigeno y agua. Por su parte, determinados
efectos bioquimicos y fisioldgicos han sido asociados con el incremerE&®Os, pudiendo

ser buenos indicadores de estrés oxidatiRespecto a las defensas antioxidantes no
enziméticas, el glutation reducido (GSH) juega un rol critico en la proteceidlar asi como

en el metabolismo y detoxificacidbn de compuestos téxicos y es consideraddacprimera
linea de defensa celular, previniendo la accion toxica de las EROs. El balance de la
concentracion intracelular de este compuesto queda establecido por las reaec&ingssis

y las que consumen GSH, como por ejemplariagiadas por la actividad de la glutati®n
transferasa (GST), enzima de biotransformacion de la fase I, que tambidr ogais
importanciaen el metabolismo endégeno de la detoxificacién de productos de estrévoxidati
(Schlenk y col.,, 2008)Cabe dstacar que los mecanismos de defensas antioxidantes
enziméticos y no enzimaticos actian de forma cooperativa y coordinadande tédrde
inactivar y eliminar del media lasEROs En la Figura 12 se representan las reacciones
guimicas correspondientasas defensaantioxidantes mas relevant€uando el incremento
delasEROs por cualquiera de las vias antes mencionadas es significativamente gugerior
sistema de defensa es incapaz de salvar esta situasgompuede producir dafio en

macromoléculas. De esta forma, la inducciéon de las EROs aumenta la oxidacion dioks aci
12
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grasos polinsaturados, incluyend@kroxidacion lipidicdLPO) de las membranas celulares.

Por lo tanto, la LPO medida como los niveles de sustancias reactivas al duadbittieco
(TBARS) es frecuentemente utilizada como un biomarcador de estrés oxidativo en peces
(Livingstone, 2001; Oakes y Van Der Kraak, 2003).

SOD
20, + 2 H = H,0, + O,

GPx-Se CAT
2 GSH
2 H,0

H,0O + 0O,
GSSG
NADPH
GR
NADP*
GSH

4-HNE ———> 4-HNE-GSH
GST

Figura 1.2. Esquema de los mecanismos de defensa antioxidantes #r@m#a no enzimaticos.
SOD: superéxido dismutasa, CAT: catalasa; SExglutation peroxidasa selenio dependiente; GR:
glutation reductasa; GST: glutati®itransferasa; GSH: glutation reducido; GSSG: glutatién oxidado;
4-NHE: 4-hidroxinonenal. Recuadradas en color rojo se amlitos parametros evaluados en el
presente trabajo.

Por su parte, la liberacion antrépica de poluentes al medio acuatiacgrambién
efectos adversos de gran impacto efetaundidady supervivencia de las especi&n los

peces se han documentado algunas alteraciones a nivel reproductivo que itgluyen
13
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alteracion de la sintesis de proteieapecificascomo la vitelogeninala embriogénesisl
comportamiento social/sexual, la reproduccion, la viabilidad de la descemden el
desarrollo endocrino natural(Pérez Carrera y col.,, 2007; Rey Vazquez y col.,, 2009;
Genovese y col.,, 2012) os compuestosque modificanla actividad enddécrinaen los
organismos acuaticos saonocidos comaompuestogiesorganizadores endocrindsntre

los desorgardadores endocrinague ejercen accion estrogénica se encuentran los metabolitos
de los APEs, NP, algunos PCBs, etc. La evaluacion de los niveles circukaréeprdteina
vitelogenina es una metodologia muy utilizada como marcador de @wposi dichos
compuestos en los peces (Hennies y col., 2003; van der Oost y col., 2003; Rey Vazquez y
col., 2009).

1.6 Los peces como organismos prueba

Los peces constituyen aproximadamente la mitad del nimero total deesgpros
vertebrados vivientes conocida@si mismorepresentan la clase de vertebrados mas diversa
con unas 28000 especies descriptas hasta el momentodiiessaddadaxondmicase
reflejaenunadiversidadde formas corporalesstilos de vida y fisiologia que también
reflejan la gran diversidad de los sistemas acuaticos que habitan estosnwgéRisnd,
2008). En particular los teledsteos han ocupado una enorme variedad de nichos ecoldgicos
tanto limnicos como marinos, al ser consumidores primarios, semsdarterciarios,
representan diferentes niveles dentro de la trama tréfica, de alli la existincina
considerable diversidad morfoldgica, fisioldgica y ecoldgica cuando seigaepotenciales
interacciones entre las sustancias quimicas del ambiente y los pecese(Nbggier, 1998).

Al mismo tiempo, los peces son un recurso valioso para el hombre, repneserglemento
importante en la economia de muchos paises ya que las pesquerias comeramiesdlmo s
importantes para paises industrializados sino también para aquellesagroktb (Nagel e
Isberner, 1998)Aunquelos pecepuedemo ser los orgnismos acuaticos mas sensibles a los
compuestos quimicasstresoressin dudapresentaruna amplia gama de compamientos y
hé&bitos que incrementasu potencialfrente ala exposicion a productos quimicos en
diferentes matrices ambientales, ya sea qeaseentren disuelsp adsorbidos, suspendglo
depositadogRand, 2008)Por lo tanto, los peces merecen especial atencion como sistema de
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monitoreo en lavigilancia y evaluacion de la salde los ecosistemas acuaticdsbido a que

sus cambio®ioquimicos Y fisiolégicos sirven como biomarcadores de contaminaesopor

ello que se han convertido en los organismos prueba clésicos y son considerados organismos
apropiados para monitorear ambientes acuaticos contami(tdaitls 2002; van der Oost

col., 2003; Rand, 2008; Cazenave y col., 2009).

El uso de especies prueba estandarizadas en ensayos de tdxicsiddadoptado
debido al conocimiento de ciertos aspectos tales como: la fisiologia yirbiogudel
organismo, tamafio y estado reproductivo tiffidaddad de realizar la exposicion de los
organismos en jaulas asi como la facilidad de muestreo y disponibilidatioegnse nimerp
nivel trofico del organismo, sensibilidad, €be esta forma, se facilita la interpretacion de las
respuestas de losdmarcadores evaluados. Sin embargo, el uso de especies nativas como
organismos prueb&n este tipo de estudio proporciona otras ventajas comamamgar
relevancia ecoldgica brindando informacién mas realista para cada. iegionitoreo de
especiesativas constituye un enfoque realista del impacto adverso de los contasiinan
sobre un ambiente en particular. Las respuestas de los biomarcadores evalugoasien es
silvestres representan una efectiva metodologia para la realizacién deeognil@utina de
un conjunto de ecosistemas ya que proporciona una base cuantitativa del esthgadadas
tendencias a largo plazo de los niveles de exposicién o de los efectos adversos producidos
sobre especies criticas. En el @mbito de la Provincia deoBu&ires existe un considerable
namero de especies dulceacuicolas en sitios potencialmente amenazados poidédal activ
antropica. La presencia de estas especies en dichos sitios las hace potencialasepéeaap

ser consideradas en evaluaciones ambestailizando el enfoque de los biomarcadores.

1.7Bioensayos de laboratorio y de campo

Los ensayos de toxicidad de laboratorio proporcionan un importante control
experimental para la evaluacion de variables especificas, mientras que los dstedjpscies
nativas en campo proveen una evaluacion mas realista de la condicion ecoticac#og
determinado ambiente (Crane y col., 2007). Sin embérgoegstudios de laboratorio son

importantes para la validaciéon de los biomarcadores como métodos para ématieada
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condicidn ecotoxicologica en ambientes en est(sliayer y col., 1992 Al mismo tiempo,

los resultadosde bioensayos de laboratorio con especies representaigagren una
extrapolacion a la situacion de campo ya que el monitoreo de especies nativasersed
afectado por perturbaciones del habitat, movilidad y distribuciéruiede dichas especies
(Figura 13). Por su parte, algunos compuestos como los COPs, son contaminantes que
pueden ser incorporados en los organismos acuaticos a dendiferentes rutas de ingreso,

por ejemplo & los peces una via de entrada importante es a través de los alimentos y
sedimentos contaminadofFigura 1.1). Debido asus caracteristicas quimicasstos
compuestos se acumulan en los sedimentos, donde se encuentran en concermnrasiones
elevadas que las detectadas en el agua. Por lo tanto, una metodologia que peranitievalu
calidad de los cuerpos de agua y validar las respuestas de biomarcadores isemdayds

de toxicidad con peces utilizando sedimentos fortificados con sustamd@sstde relevancia
ambiental Al mismo tiempo, logensayos de toxicidadonsedimentos ambientales completos
son ampliamente utilizadasn evaluaciones de impacto ecoldgico de la actividad humana
sobre peceslLos sedimentos contaminados contienen regularmente mezclas quimicas
complejas, dando lugarpotencialesefectos sinérgicos y/o antagonistagrtl y col., 2002).

En este caso los organismos prueba puedemxgmrestosen el laboratorica sedimentos
ambientales completos, recogsdde sitios de interéy compararcon la exposiciona
sedimentos dectados de sitios de referencia o utilizangskdimentos artificialexomo
control. Sin embargo, pocos estudiee han dedicalo a la comparacién directantre
bioensayos de laboratorio y en canfimositu) utilizando sedimentos completos y peces como
organsmos prueba. b metodologia que permitiria incrementar las condiciones controladas
de los ensayos de laboratorio y a su vez incrementar el realismo ambientahdaa s
ensayos a campo es la comparacion entre bioensayos de laboratorio utiigdmeémtos
ambientales completos de sitios contaminados y ensays#u utilizando peces como

organismos prueba.
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Precision Exactitud
Mayor control de las condiciones experimentales ||
Ensayos de Ensayos Ensayos de
Laboratorio In situ Campo
v Toxicidad v Organismos en jaulas Monitoreo ambiental
v’ Bioacumulacién v" Mesocosmos Marcado de organismos

v Organismos confinados+ Captura de organismos

v" Colonizaciéon

m Incremento del realismo ambiental

Experimentos Observaciones

Figura 1.3. Ensayosin situ como nexo entrelas condiciones controladan el laboratorio y el

realismo ambiental en ensayos de catf@frane y col., 2007)

La inclusion de organismos prueba en un sitio determinado mediantefsiacoento
en jaulas y posterior evaluacion de parametros biomarcadores es una mgtodolog
frecuentemente adoptada por diversos autores (Beyer y col., 1996; van der Oost y col., 1998
Smolders y col., 2004; Bervoets y col.,, 2D0Mediante esta técnica los animales,
recolectados en ambientes pristinos o bien obtenidos a partir de provexxioeesia¢s, son
confinados en las jaulas por periodos variables con el objeto de analizactos ebbre los
biomarcadores luego de su exposicion en sitios poluidos. Esta metodologia proporciona
diversas ventajas ya que disminuye algunas de las fuentes de variabilidadepreselats
estudios de evaluacién ambiental con organismos recolectados. En este seatidotza ¢a
exposicion continua y durante un periodo conocido de los organipmeba a las
condiciones de un sitio en particular, y ademas, lgsuessas de los individuos podrian
confirmar la relacién entre sitios especificos y los patrones de respleestiomarcadores
evaluados en animales silvestres. Otra ventaja importante de la exposicidramientrg
prueba en jaulas es la capacidad de integrar las verdaderas condiciones ambadm&ales
exposicion a sustancias quimicas. De hecho, desde el punto de vista de ladgiaxicol
ambiental, la simulacién de variables naturales en el laboratorio es una tdeséss mas
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dificiles de implementar. d? lo tanto, estos ensayos pueden servir como una primera
validacion en campo de los mecanismos toxicos que se evidencian en ensayosttgitabor

De esta manera, la evidencia de que los peces han estado expuestos durante un ogerto tiemp
en un sitio cotaminado con determinados compuestos aumenta los posibles vinculosscausal
observados en los parametros biomarcad@&esnuchos casos, el contacto o el acceso a los
sedimentos es un requisito necesario para establecer la expgsicidipalmente en el
estudio de COPs (Oikari, 2006l empleo de organismos libres de contaminacion en los
ensayos garantiza que los efecdsersos en los pec@seron producidos por la exposicion
ambiental; por su parte la técnica podria ser de suma utilidad en caso de exisdir escas
disponibilidad de ejemplares en los sitios de inteRE® su parte,la implementacion de
bioensayos de laboratorio y campo utilizando biomarcadores como punto final de evaluacion
ha sido considerado como una metodologia eficiente y reratdeevaluar la toxicidad de

los contaminantes ambientales (Costa y col., 2011; 2012).

La evaluacion ecotoxicologica de contaminacion acuatica se puede realizarddtilizan
diferentes metodologias. Brarticular, en biomonitoreo acuético losetodosin situ han
demostrado ser mas apropiados que los analisis quimicos, pruebas de laboratorio y estudios de
la biota residente. En este contexto, los biomarcadores se han propuestioec@mientas
integradoras y sensids para ld deteccion tempranale losefectos biolégicos ypor ellose
hanincorporado en diversos programas de monitoreo ambiental (Beliaeff y Burgeot, 2002;
van der Oosy cd., 2003 Crane y col., 2007; Sanchez y Porcher, 2009).
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HIPOTESIS GENERAL

Los canpuestosorganicos persistentes de origen antropico presentesséntadi
matricesde los cuerpos de agugercen efectos adverses la ictiofauna alli presente y
pueden promoverespuestas en diferentes parametros biomarcadores integrados en distintos
niveles de complejidad biologica (molecular, bioquimica, fisiolégicaoyfamétrica) El
estudio deesbs parametropermitra evaluar la calidad ecotoxicolégica diehoscuerpos de

agua.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuestde unabateriade biomarcadores morfométricogpduimicos y
molecularesn teledsteos dulceacuicolas, Utilesplicables en la evaluacién de la calidad de
cuerpos de agua afectados por compuestos organicos persistentes de origen antrépico.
Vincular la exposicidén a dicho®mpuestos cotas respuestas de parametros biomarcadores
asociados a procesos de biotransformacion, de estrés oxidati@gpyeaencia de compuestos

desorganizadores enddcrinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
En particular se planted

e Evaluar las respuestas de biomarcadbwgsaticosen las especies prueba frente a
diferentes compuestos organicos persistentes de relevancia ambiental podeseadi

exposicion en distintas matrices.

e Evaluar la interaccion de un PCB coplanar con un desorganizador enddcrino (17 B-
estradiol, E2 y un hidrocarburo aromatico policiclico (benzo(a)pireno) por medio de

la coexposicién de estos compuestos
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Evaluar el efecto de tdxicos presentes en sedimento sobre las respuestas de los
biomarcadores propuestos incorporanda metodologia poco empleadaestudios
con pecepor medio dda exposicion a sedimento fortificadon diferentes COPs: a)

con benzo(gireno, b) corAroclor 1254:1260, ¢) con nonilfenol.

Evaluar larespuestale los biomarcadores en las espepiebamediante asayosa
campo por exposicionn situ de peces confinados en jaulas y recoleccion de

ejemplares de las zonas de estudio.

Evaluar y comparar las respuestas de los biomarcadores luegoerpokicion a
toxicos presentes eRunta Larabajo condiciones de campo por medio de la
exposicionin situ con jaulas sumergidasbajo condiciones de laboratofpor medio

demuestras ambientales de sedimento.

Obtener y evaluar un antisuero dirigidontra la proteina vitelogeninde Cyprinus
carpio que sea Util como herramienta para la deteccion de los efectosngeiestos

desorganizadores enddcrinos en peces.
Evaluar la variabilidad de los biomarcadores en las especies estudiadas

Evaluar la incidencia de las condiciones ambientales emedpuesta de los
biomarcadores luego de una exposicion aguda a un HAP.

Generar informacion de base sobre una bateria de biomarcadores de peces susceptible
de ser utilizada en programas de biomonitoreo.
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3.10rganismos prueba

Se utilizaron como organismos prueba teledsteos dulceacuicolas queusatran
presentes en cuerpos de agua de la provincia de Buenos Aires. En partickéteccdend
una especie estandarizada y diferentes especies natecaentadoras déonda que se

adapten a las condiciones de cautiverio.

A continuaciorse detallan las especies utilizadas:

e Cyprinus carpigLinnaeus, 1758)

Clase: Actinopterygii

Orden: Cypriniformes

Familia: Cyprinidae

Nombre comun: Carpa comUrarpa, carpa de espejos

Cyprinus carpioes una de las especipruebaestandarizadas que los Organismos
Internacionales como la OECD (Organization of Economic Cooperation and Deesl)p
recomiendan utilizar en ensayos de toxicidad aguda y prolongada. Esta espsitle ha
introducida oficialmente en estanques publicos deenBs Aires en 1925, con fines
comerciales y deportivo&l primer reportede lapresencia de laspecie en estado salvaje en
el Rio dela Plata fue realizadlen 1945.en la actualidad es un residente comun y abundante
en el Rio de la Plata interigt.opezy col., 2003).Asi mismg@ su presencia como especie
exotica fue registrada en diversos ambientes acuaticos, cohabitando con lasgeniés de
la ictiofauna de la Provincia de Buenos AirAssu vez, 8 una especie muy tolerante tanto a
la contaminacién como a las altas temperatlRas.su parte,os peces pertenecientes a este
orden se caracterizan por poseer boca muy protractil, en general con bgrdéiagcion
faringea, son de agua dulzesalobrey dominantes en el Sudeste de Asia, Afrimérica del
Norte y EuropaEs una especieentopeldgicaSela encuentr&n aguas de corriente débil o
nula; su alimentacion esta compuesta de algas, plantas acuéaticas mayores, penuoiéss an
o particulas filtradas del barr@Menni, 2004).Todo esto,sumado a la existencia de un

importante nimero de contribuciones cientificas de referencia hacen de la carganismo
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pruebamuy util en evaluaciones de toxiciddein este trabajo se seleccioné como especie
prueba estandarizadaCgprinus carpig ya que tambiéres considerada una especie resistente

y tolerante a condiciones relativamente extremas de manipuleo (Oikari, 2006)smo
tiempo, existen antecedentes del uso de esta especie prueba en ensayos a campsapara eval
la calidad de ambientes acuaticos por medio del confinamiento en jaulas (@ostecd.,

1998; de la Torrg col., 2000; Smolderg, cd., 2004; Bervoety cd., 2009).

e Leporinus obtusidengValenciennes, 1837)

Clase: Actinopterygii
Orden: Characiformes
Familia: Anostomidae

Nombre comin:  Boga bogon

Las bogas efieren las aguas profundas de ambientes I6tides. una specie
migradora,omnivora se alimenta de granos, semillas, vegetgbesgs pequefiokn el bajo
Parana y Rio de la Plata se ha percibido un aumento poblacional, aparentementeacs
con la inclusion de la almeja asiaticennoperna fortuneen su dietdCappato y Yanosky,
2009).En Argentina se distribuye das siguientes cuencas:dRiParaguay y afluentes, Rio
Paran& Superior, Medioleferior, Delta y afluentes, Rio Uruguay Superior, Medio e Inferior
y afluentes, Rio de la Plata y afluentes, Rio Sali, Rio Dulce, Rio Uruefia, Rio Horcones
(Liotta, 2005; Cappato y Yanosky, 200%s unaespeciede valor deportivo y comercial
utilizada para el consumo humarRor su partegs una espé&e sensible en la deteccion de
posibles efectos a la contaminacion ambier@dVéira Moraes y col., 2007En particular ha
sido utilizada como especie prueba en la evaluacién de efectos sulpetategosicion a
diferentesherbicidas utilizados en canmgde arrozen el sur de Brasil tanto en ensayos de
laboratorio (Glusczak y col., 2008raga da Fonseca gol., 2008 Silveira Moraes y al.,

2009 como en ensayos a campuétto y col., 2011).

25



Metodologia General
Capitulo3

« Prochilodus lineatugVValenciennes, 1836)

Clase: Actinopterygii
Orden: Characiformes
Familia: Prochilodontidae

Nombre comuUn: Sabalo

El sdbalo es el recurso ictico mas abunddata Cuenca del Plata constituyendésm
del 60% de la ictiomasag utiliza para consumo, comercio interno y exporta@@ppato y
Yanosky, 2009). Eana especie de habitos migratorios que se encuentra en ambientes I6ticos;
sus juveniles habitan ambientes léntidedas planicies de inundacién de los grandes rios. En
la Cuencabajadel Plata, la mayor parte de las poblaciones del rio Uruguay injedieir Rio
de la Plata se desplazan aguas arriba hacia el Parana inferior y medio a comierin@®,del o
y retornan en primavera, al aumentar la temperatura de las aguas, recorri@rcbadisle
hasta 1.000 km. Por su parte, es una especie de grantangiecoldgia por su papel en el
ecosistema. Es un pez iliofagtetritivoro estrictose alimenta de los detrita®ntenidos en
los sedimentos del fondo del rio y de los cuerpos de agua asockRrégsnta adaptaciones
anatdémicas Yy fisioldgicas pararkecoleccion y digestion eficiente de detri(®wen, 1983).
Posee um boca protractil con rebordes orales que permite sepaiculas inorganicas
gruesas de la materia organft@aculanteseguido por una estructura de filtraéh.estbmago
presentauna region pilérica altamente muscularizada con la que muele el alimento y
numerosos apéndices que facilitan la asimilaciambiénposee numerosos pljees en la
mucosa del intestino la cual incrementa la superficie de absorcion int¢Speabhnza y
Cdombo, 2009)De este modo juegan un rol valioso en el proceso de dramsion de la
materia organicaAl mismo tiempo, de a@udo a los hhitos alimenticios es capaz de
incorporar los contaminantegie se presentan no sélo en la columna de agua, sino también
asociados a las particulas de sedimdghtmmbardi y col., 2010)En el presente tarbajo se
selecciond esta especie pincipalmente debido a la presencia de la misnzama de Punta
Lara y a sus d&litos alimenticios que permiten la incorporacide los COPs alli presentes.
Existen reportes de la capacidad de egtacs de bioacumular y biomagnificado largo de
la cadena alimenticia la concentracion de COPs con los posibles riesgos delafadtal
humana (Colombo y col, 2000, 2007; Aizpun y col, 2004; Speranza y Colombo, 2009). Al
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mismo tiempda sido seleccionada como especie prueba en estudios de evaluacion de calidad
de cuerpos de agua utdido parametros biomarcadores (Almeida y colQ52@amargo y
Martinez, 2006; Simonato y col., 2008; Cazenave y col., 2009)

« Pimelodella laticepgEigenmann, 1917)

Clase: Actinopterygii
Orden: Siluriformes
Familia: Pimelodidae

Nombre comun: Bagrecito, Bagaritobagre cantor

El bagrecito es el mas pequefio de los bagres pampeanos. Es una especiadfreuenta
de fondo yde la vegetacion de los ecosistemas que haBitesgo, 200)f A continuacion se
mencionan algunas caracteristicas que comparten algunas especies del género IRignelodel
PimelodusPoseen barbillas y ojos bien desarrollad®spinas punzantes en su aleta dorsal y
en las pectorales. Son organismos comparativamente lentos y en gran meelidariss.
Presentan una alimentacion omnivora que corresponde a predadores oportunistas, eurifagos,

relacionados con las comunidades beittas (Menni, 2004).

e Corydoras paleatuélenyns, 1842)

Clase: Actinopterygii

Orden: Siluriformes

Familia: Cdlichthyidae

Nombre comun: Corydoratchuela, limpiavidrios

Las Grydoras son especies de amplia distribucidén en el continente sudamericano y de
uso comun en el acuarismo. Es una especie comun en la mayoria de los cuerpos de agua de |z

region pampeana. Se encuentra en ambientes con caracteristicas diversas desdgearroyos
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sierras, poco cargados con sélidos disueltos hasta los ambientes altaumigiols de la
llanura pampeana al noroeste de la provincia de Bs. As. Como adaptacion prameeesl
desbalance hidrigocaracteristica de esta region, cuando un cuerpo da sg reduce
drasticamente, esta especie puede tolerar hasta 800 minutos la exposici@n lidreair
(dependiendo de la humedad relativa del ambiente). Algo similar ocurr®.ctaticeps
aunque con una menor performance (Rosso, 2@&37)ina especibenténica, aunque de vez

en cuando los individuos emergen para intercambiar oxigeno atmosférico cuando su
concentracion en el agua disminuye drasticamente, por lo tanto se la consideadaesp
aéredacultativa (Gomez, 1993A su vez posee la capacidad de responder frente a las bajas
concentraciones de oxigeno en cuerpos de agua contaminados modificandgarérnetros
fisiol6gicos y bioquimicos como por ejemplo el incremento en el nimero de glébulos rojos,
en la concentracion de hemoglobina oaafinidad de esta por el oxigeno (Cazenave y col.,
2005). Es una especie que preda principalmente sobre los invertebrados que habitan en
fondo de los cuerpos de agudl mismo tiempo, esta especie fue seleccionada como
organismo prueba ya qes facilmente adaptable y puede ser mantenida bajo condiciones de
laboratorio y ha sido utilizada dnoensayos deoxicidad asi como en ensayos a campo
evaluando las respuestas de diferentes parametros biomarc@tiazesavey cd., 2006

Monserrat y col., 20Q8esce y col., 2008).

e Hoplosternum littoral§Hancock, 1828)

Clase: Actinopterygii
Orden: Siluriformes
Familia: Cdlichthyidae e il =il
Nombre comun: Cascarudo

Esta especie pertenece al grupo de silurifoymesentaiplacasverticalesque forman
dos filas en cada flanco, entrecruzandose a lo largo de la linea lateral y cubriéndolo
totalmente Son comunmente encontrados en ambiente someros de nuestro pais y son

organismossedentans. Tiene cuerpo alargado ligeramente comprimido, la boca se ubica
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en posicién subterminal inferiogon barbillas y las aletas pectorajela dorsalpresentan el
primer radio espinos@&on respiradores aéreos obligados en los que el érgano respiratorio es
la pared intestinal, son muy resistentes a condiciones ext(®btaasi, 2004) En geriodos de
sequia son capaces de desplazarse sobre elesublssca de nuevos ambientes acuaticos. Es
una especie de valor comerci@ que se la utilizaomo carnadaEsta especie ha sido
seleccionada por su capacidadestir acondiciones extremas y adaptarse a condiciones de
laboratorio ascomo por sus habitos alimenticios, tanto los juveniles como losoadse
alimentanremoviendo el fondo, se han encontradcsu contenido estomacal diferentes micro
crustaceos msectos que hatan enfondos imosos Winemiller, 1987). Al mismo, tiempo ha
sido utilizada como especie prueba en ensayos de exposicion a metales pedadondcev
pardmetros biomarcadores hematoldgicos y enzimaticos (Ale y coR) 04ometidos a
situaciones de estrés evaluando los efectos bioquimicos vy fisiolGgedisinte diferentes

biomarcadores (Rossi y col., 2012).

3.2 Disefiosexperimentales

En el presente capitulo se presenta el disefio experimental y los procedimientos
generales que se llevaron acabt largo de todo el estudio, en los italps siguientes se
detallara el disefio empleado en cada uno de los ensayos asi como las técnicas empleadas el
las determinaciones de los toxicos en las distintas matrices. Se utililaanetodologias
experimetales para evaluar la respuesta de los distintos parametros biolégiassdpecies

prueba: bioensayos de laboratorio y bioensayos de campo.

En todos los casos los peces utilizados en cada ensayo fueron selecciomadoy al
sometidos a un periodde aclimatxion de al menos una semama condiciones de
labordorio con temperatura y fotoperiodo acordes a las condiciones del ensaymmposter
Durante este periodge suministré alimentdiariamentepor medio de alimentadoresn el
1% del pesacorporal (p.c.)promedio con alimento comercial para peces con la siguiente
composicion: proteina cruda 47%, fibras 2%, humedad 10%, cenizas 13% (Figura 3.1).
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Preadaptacion

«=< Periodo de al menos 7 dias

=< Flujo continuo con agua de red no clorada | —
=< Aireacién constante

=« Temperatura y fotoperiodo controlados

=< Alimentacion diaria (1% p.%

=« Densidad de carga 1-2 g pllc.

Figura 3.1. Esquema de preadaptacion. Consideraciones generalesstemdauentadurante el
periodo de prdaptacia de todos los ensayos.

3.2.1 Bioensayos de laboratorio

Serealizaronpor mediode intoxicacioninducidapor exposicion a diferenteééxicos
por medio dauna Unicanyeccién intraperitonegt por exposiciéren distintas matrice&n el
ultimo caso, s realizaron ensayos de intoxicacion a travésndeexposicidmue se asemeje a
lo que puede ocurrir en el ambiente natural, por medio de exposiciérxidel ¢ agua, en

sedimentos fortificados (tipgpiked y muestras de sedimentos ambientales.

a- Inyeccion intraperitonealse utilizaion tres tipostoxicos tales coméidrocarburos
aromaticos policiclicogdBNF, BaP) desorganizadores endocrinos (NP, BR)bifenilos
policlorados (PCB qaanar).Los ensayos fueron del tigtow through estableciendo un
sistema de flujo continuo con aguardd no cloada 40-50ml/min), una densidad de carga
en cada acuario de2Lg/L y bajo condiciones estandar con fotoperiodo12/12h D/N y
temperaturg21+1°C). Los toxicos fueron administrados por medio de una Unica inyeccion
intraperitoneal adminisada en una relacion de 10 nglte peso corporap(c.)y disueltos en
aceite de maiz. En todos los casos los individuos control solo recibiertsndeenaiz en la
misma relacionLa induccion fue de tipo aguda, con un tiempo de exposicién corto de 48-

72h. En la Figura 3.2e resumen el esquema de este tipo de ensayos.
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Preadaptacion
(7 dias)
i Sl
Controles Experimentales
Aceite de maiz Toéxicos modelo
AW
—
A A
- Muestreo
2 “\/
0 48-72h
Tipo “flow throutgh’
Conaireacién constante

Figura 3.2 Esquema de los bioensayos de laboratorio por medio de una Unica inyeccion
intraperitoneal.

b- Exposicién en aguaSe evalué el efestde un HAP por medio de su exposicién en
agua de red no clorada utilizando dos concentraciones subletales del mismelld®ae
partid de una solucion madre del HAfx acetona pura. Las mismas fueron preparadas en
acuarios de 60 Ilgue alimentaban a los acuarios experimentales por medio de una bomba
peristaltica multicanal Cole Palmer manteniendo un flujo continuo denl#@in y una
renovacion diaria de los medi@n cada acuaridDe acuerdo con diversos autores, esta
renowacion del toxico cada 24h permite que las concentraciones del HAP se mantengan
durante odo el periodo experimental (Jifa y col., 2006; Patel y col., 2@08hismo tiempo
se realiz6 un control del solvente utilizado para la disolucion del téaspetando la

concentacion de acetona maxima utilizada en las soluciones ensaf®0&%0). Con el
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objeto de disminuir la concentracién del HAPs en el agua descamaglasistema de flujo
continuo, se confecciond un sistema para realiaarfiltrado previo del agua del eysa
utilizando piedras,arenay carbonactivadoque permieron retener y adsorber este tipo de

compuestos organicos (Figura 3.3).

Preadaptacion ‘ N

(7 dias) = g

vy V.
%
Condiciones Experimentales _
Solucion Madre BaP
Aguadered Solucién Solucién/ N Solucién
No clorada acetona (0,05%) 1ugBaP/L 10ugBaP/L

- Flujo 40 ml/min
- Renovacion diaria de la

\snen cada acuario
N ‘

— — —

) N N N
Acuario control Acuario (Bap 1) Acuario (Bap 10)

solvente (Co. Sv)

4~ Filtrado del agua
con BaP

Camen acivado]

Ensayo deflujo continuo

Con aireacion constante Descarte

Figura 3.3 Esquema del disefio experimental delm®ensayos de laboratorio pexposicionde BaP
enagua
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c- Exposicion a sedimento fortificad&e evalu6 el efecto adverso producido por la
exposicion a sedimento fortificado con distintos tipos de toxicos (HAPs, PCBs y compuestos
desorganizadores enddcrinos) (tispiked. Para estos ensayos se utilizé el sedimento
superficial del arroyo Las Flores, considerado sitio de referenciatentrabajo de tesis
debido al escaso impacto antrépico y el cual se encontraba previamente caracterizado po
Roncoy col. (2008).En primerlugar £ extrajo sedimento de la pomsiduperficial (020 cm)
del arroyo Las Flores en cantidad suficiente para realizar todos lo®enigmspiked Una
vez en el laboratorio, el sedimento colectado se pdoocegnualmente, extrayendo la
hojarasca y macrofauna, luego se homogeneizd y se lo dejé secar a temperaante.amb
Posteriormente el sedimento seco fue molido y pasado por un tad®dgm de apertura
de malla. En cada ensayo el sedimento de referencia seco fue fortificado con cida solu
made de cada toxico disuelto en 3 ml de acefmmapara analisis. Cada soluciéon madre fue
agregada a un d@culo inicial de sedimento en un mortero de vidrio luego se mezclo,
homogeneiz6 y trasvasd a un vaso de precipitados de dlagBgd mas sedimento,
repitiendo los pasos anteriores hasta completar el vaso de precipitadoRnoez
constantemente con una varilla de vidrio. Posteriormente el contenido saskssando a
botellones de vidrio color caramelo hasta completar el total del sedimetiliaa dejando
1/3 del volumen del botellon libre para un mejor mezclado. Finalmente eneedi
fortificado permanecié mezeidose en forma continua entt®-30 diasen sistema Batch
(Figura 3.4 A).

En todos estos ensayos$,disefio experimental incluyoes condiciones un acuario
con sedimento sin fortificar (control) y dos con sedimento fortificado, uno de los cuales fue
considerado como control de la dinamicacdda toxicoya que no contuvo peceSe coloco
en cada acuario una capa de sedimento y dguad no clorada en una relacion 1:8 para
mantener una densidad de carga edlL para cada especie y se dej6 estabilizar el sistema
durante 24 h. Estos ensayos fueron de tipo estatico con un circuito de agua cerrado, con

aireacion constante y 21 dias elxposicion (Figura 3.4 B).

33



Metodologia General

Capitulo3

(A) Preparacion del sedimento Sedimento gontrel:

j sin fortificar
Sedimento superficial:

desecado a temperatura

ambiente y molido
- Sedimento fortificado;

: \ con una solucién concentrada
‘ de cada toxico en acetona

Mezclado en sistent@atch

(B) CondicionesExperimentales ‘

Preadaptacion |

\(7 dias)

=]

— Vi <10
N

Se equilibra el sistema 24 hs

S

| | |

Exposicion
0 21 dias

agua: sediment
(8:1)

Acuario ceoniindividues
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agua: sedimen
8:1)

v
A\ S g

0 21 dias

Smento fortificado Acuario conindividuos
experimentales

21 dias
Acuario siniindividuos.
(Controlde la dinamica del toxico)
Ensayo estaiico Toma de muestras de agua, sedimento
Con aireacion constante y materialparticuladoen suspensién

Figura 34 Esquema del disefio experimental de bdsensayos de laboratorio pexposicién a
sedimento fortificado con los diferentes toxicos. Esayossfijied
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d- Exposicidbn a sedimentos ambientaleé®e realizaron ensayos con sedimento
superficialde uno de los sitios experimentales propuseptra los ensagode campo del
presente trabajo, Punta Lara (Rio de la Plage uiliz6 como sedimento controél
proveniente de la capa superficial del A° Las Flores, el mismo que fuaddilen los
ensayos tipspiked De ambos sitios se recolectd sedimento de la capa superfididlqi®).

El total del sedimento colectado de ambos sitios se proceso manualmdragendo la
hojarasca y macrofauna, luego se homogeneiz6 y se conservé a 4°C durants 24hiakios
fueron preparados con unapa de sedimento humegaguade redno clorada manteniendo

una relacion 1:8lejandoestabilizar el sistemédurante24 h.El disefio experimental de este
ensayo incluyd un acuario experimental y uno control donde los peces permanecieron
expuestos durante 21 dias al sedimento de Punta Lara y del A° Las é$pextivamente. El

ensayo fue estatico con un sistema de aguadoeyraon aireacion constante (Figura 3.5).
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(A) Preparacion del sedimento

N

,_gAO Las Flores (S. LF)
) Sedimento superficial:
=’ Riodelaplata: > recoleccién (610 cm)
Punta Lara (S. PL) , _

I aboratorio;

» Procesado manual
(hojarascay macrofaung

» homogenizaciéon

» conservacion a € por 24h

(B) Condiciones experimentales

Preadaptacion {
\(7 dias)

=]

- Muestreo
N

| EETTET)

70 21 dias

Se equilibr el sistema 24 hs

y

agua: sedimento

'

agua: sediment
(8:1) — 7| .

EXPASICIOn

0 21 diag

Ensayo estatico
Con aireacion constante

Figura 3.5 Esquemalel disefio experimental de los ensayos de exposicion a sedimento ambiental (A)
tareas de campo y (B) de laboratorio.
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3.2.2Bioensayos deampo

En los bioensayos a campe svaludel impactoadversode la actividad antropicde los
cuerpos de agua en estudio (ver Capitulo 1, seccién 1.4) sobre los biomarcadores propuestos

luego de la exposicidim situcon jaulas sumergidas y de la recoleccion de ejemplares

a- Exposicion in situestos ensayos consistieron en la exposicion de los organismos
prueba en jaulas sumergidas el Rio de la Plata (zona costera de Punta Lara) y en el tramo
medio del Rio Luja. Como sitios de referencia se seleccion6 el arroyo Las HBRS),
tibutario del tramo medio del rio Lujan y el arroyo Durazno (§fRdtteneciente a la cuenca
superior del rio Reconquista (FiguB#). Estudios previos reportaron que el agua superficial
del arroyo Las Flores posee un escaso impacto antropico (Feijod y c6). yl€l9sedimento
estd practicamente libre de contaminardiendorecomendado el uso del mismo como de
referencia para estudios de evaluaciéon de toxicidad de la region (Raatp2008). Asu
vez, estearroyo ha sido caracterizadai€ia, quimica y bioldgicamente por Di Marzio y col.
(2003) quienes consideraron apropiado el uso de este sitio comerdgenbcontrol” o de
referenéa y como proveedor de individuos de las especies mas abundantes aliagiason
para ser utilizadas ems&ayos de toxicidad. Por su parte, la cabecera del arroyo Durazno fue
propuesto como sitio de referencia debidesuecalidad del agua (nutrientes bajos y altos
niveles de oxigeno) y a la baja densidad poblacional de la zona (Arrggtahi 2007).Asi
mismq Rigacci y col. (2013) reportarajue el arroyo Durazno es uno de los arroyos de la
cabecera del Rio Reconquisgae presenta mejor calidad de agua, con altos niveles de
oxigeno disuelto y baja demanda biolégica y quimica de oxigeno asi como latremiden
de nutrientesLas jaulasfueron contruidas utilizando bidones de polipropiléo® cuales
fueron perforadoen todas sus carason un tamafio deoro de 8 mm de diaetrq
permitiendo el flujo de agud.as jaulas permanecieron aseguradas al fondo por medio de
“lastre” a una distancia aproximada de 10swhre la superficie del sedimenkEncada jaula

se mantuvo una densiddd carga entre-2 g p.c/L (Figura 3.7A).
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b- Recoleccién de ejemplaresn estos casos se colectaron ejemplares juveniles de
especies nativas presentes en la zona de Punta Lara, Rio de la Plata y dersfiosriia
(rio Parana-Prawcia de Corrientes SR 1l y arroyo Guayraca SR.I8e utilizd una red de
arrastre de 1,75 m de largo con una apertura 2iem y un copo dd00cm provisb de una
malla de3,5 mm Se realizaron varios lancgsse seleccionaron ejemplares juveniles de la

especie nativérecuentadora de fondaredominante en el sitio experimental en ese momento
(Figura 3.7B).

T ST
aat N1
Les
%‘%
Ry
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N ‘:}
& zona ubanzada ?\%
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SR | A°tas Flogg
*

R
S1 #
. udad!ﬂ
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24730
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Figura 3.6. Mapa de la cuenca dRio Lujan, Rio Reconquistyy parte del Rio de la Plat81y S2,
indican la ubicacion de los sitios experimentales locabgaabuas arriba y abajo de la planta de
tratamiento municipal de la ciudad de Lujan respectivéenelunta LaraRL), indica el sitio
experimental del Rio de la PlagR1y SRIl, corresponden a los sitios de refereniddos ensayos
situen el A° Las Flores y A° Durazno respectivamgBte Il y SR IV, corresponden a los sitios de
referenciade los ensayos de recoleccion en el Rio Parana (Cos)igné¢ Guayraca respectivamente.
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(A) Exposicionin situ
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Figura 3.7 Esquema del disefio experimental de los bioensayos de c@mpa situ, (B) de

recoleccion
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3.3Preparacion de muestras biolégicas

Una vez finalizado cadaeriodo experimental los peces fueron extraidos de los
acuarios o de las jaulas e inmediatamente llevados al labonaéoaicu procesado. Luege
los anestesidutilizando una solucion dBIS 222 (metanosulfonato d8-aminobenzato de
etilo. SigmaAldrich, USA). Se registrd su peso corporkdngitud total y se les extrajo sangre
de la vena caudal mediante puncidn con jeringa de tuberd¢@in& <X 1/2"") previamente
heparinizadaa cada muestra de sangre se le agi€gal de inhibidor de proteasamctel
para uso genera(Sigma-Aldrich, USA). Posteriormente se los sacrificO por medio de una
incision en la columna vertebral detras del opérculo, se accedio a la cavidawokpése les
extrajo el higado, registrando el peso del migma vesicula biliar evitandsu rupturay
recolectandolaremicrotubos tipoeppendorfLa sangre se centrifugé a 1000g durante 15 min
a 4°C, el pellet fue descartado, obteniéndose de esta forma el plasma quizadotara la
evaluar la presencia de la vitelogenifiadas &s muestras fueron fraccionadasoyservadas
a -80°C hasta el momento de su procesads. muestras de higado fueron homogeneizadas
individualmente para obtener la fraccion post mitocondriahn buffer pH 7,4 (M
NaHPOy; 0,15M KCI; 1ImM EDTA; 1mM DTT; 10% v/v glicerol) utilizando homogenizador
deteflon hasta obtener desintegracion total del tgjiitsen y col., 1998)Los homogenatos
obtenidos se centrifugaron a 10000g durante 15 min., a 4 °C, se descarto el pellet y se separé
la fraccidbn sobrenadante Sf-para ser utilizada posteriormente en la determinadéos

distintos biomarcadores hepati¢ésgura 3.8)
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Preparacion de las muestras bioldgicas
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Figura 3.8 Esquema de la preparaciéon de las muestras
analizados.
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3.4Parametros biomarcadores

Se estudiaron los siguientes parametros biomarcadores fisiolégogyuimicos y
moleculares en plasma, tejido hepético y vesicula biliar, extraidos asgdasies prueba

segun corresponda.

3.4.1Indices fisioldgicos
« Factor de condicion

Se determino el factor de condicion (FC) segun Bagenal y Tesch (1978) utilizando la

siguiente ecuacion:

FC =[peso corporal (g) / longitud tofalcm®)] x 100

« Indice hepatosomatico

Se evaluo el indice hepatosomético (IHS) de acuerdo con Sloof y col. (1983):

IHS = [peso higado (g) / peso corporal (g)] x 100

3.4.2 Asociados a biotransformacioén

e Glutation-Stransferasa

Se determind la actividad enzimatica de la glutaBdransferasaGST, EC 2.5.1.18)de
acuerdo conHabig y col. (1974), utilizandocomo sustrato el -tloro-2,4-dinitrobenceno
(CDNB) el cual es conjugado por las diferentes isoformas de la GST en paedehci
glutation reducido (GSH) formando GS-dinitrobenceno [B#) que se evaluda una

longitud de onda de 34@m, segun la ecuacidn
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Cl SG
N02 NOZ
GST
+ GSH — + HCI
N02 NOZ
CDNB GSDNB (1)

Las alicuotas de F$ueronincubadas etuffer fosfato de sodio pH 6,5 (@) conteniendo
10 mM GSH y CDNB 20 mM. La actividad enzimatica se expeesto pmoles de GS-DNB

formados por minuto por mg de proteinas.

« Niveles de metabolitos biliares de HAPs

Se determinarofos niveles de metabolitos biliares (M&jlizando los métodos de medicién

de fluorescencia biliar total, a una longitud de onda de excitacididerfija (FF) segun Lin

y col. (1996 modificado. Este método permite estimar la concentracién de estos mesabolit
sin la necesidad de una sepabacprevia por cromatografidnicialmente se realizd una
dilucién de las muestras de bilis con agua miliQ (1:20) y luego una segunda dilucién (1:500)
en etanolagua (50:50 w) la cual permite una mejor extraccion de los metabolAoese y

col., 1993) Las mediciones FF se realizaron en fluorimetro en la siguiente ldrdgtwnda

fija exitacioriemisiéon 380/430 nm para los metabolitos tipo benpo&o. Se utilip el
metabolito thidroxipireno (1OH-P) como estandar de referencia (Lima y col., 2008),
partiendo de una solucién madre de 10 mg 10H-P/L diluido en etanol 50%. La concentracién

de MB fue expresada como ng 10H-P por pl de bilis.

o 7-etoxiresorufinO-deetlasa (EROD)

Se determiné la actividad catalitica del citocromo P4B0expresada en términos de la 7
etoxiresorufin-Odeetlasa (EROD) sgunel método descripto pdrubet y col. (1985) con
modificacionespara microplacas(Carriquiriborde, resultados no publicadoka actividad

enzimética de la EROD cataliza la-d@etilacion del sustrato-@toxiresorufina (fER)
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formando un producto hidroxilado, la resorufina, el cualeealuadopor fluorometria
utilizando una longitud de onda de excitacidbn/emisién528/590 nm. La formacion de
resorufina depende de la presencia de la enzima, del sustrato, de oxigeno y @etan cof
(NADPH) (Ecuacion 2)

0 o) HO ) O
Ty == r 1y
_—
~ ~
N N

7-ER Resorufina )

C:HsO

Las alicuotas d€S fueron incubadas en buffer Tris-HCI (50 mM) con el agregado de,MgCl
(25 mM), pH 7,5; NADPH 125 uM, 7-ER 0,1 mg/ml de DMS& utiliz6 resorufina como
estandar interno. La actividad enzimética se expresé como pmol de resorufindaqor

minuto por mg de proteinas.

e Inmunodeteccion de la proteina CYP1A

Se evalué la prescia de la proteina CYP1A por inmunodeteccion utilizando anticuerpos
policlonales (antCYP1Ar), obtenidos previamente, dirigidos contra la proteina CYP1A
recombinante de€. carpia Las muestras deSFse resuspendieron con 1 vol. lwéfer de
siembra CB2X (500mM 2-mercaptoetanol, 25&M Tris pH 68, 50% glicerol, 10%lodecil
sulfato de sodio §DS, 0,5% azul de bromofendly se hirvieron durante 5 minutos. Se
prepararon geles dmliacrilamida ded,75 mm de espesor entre placa de vidrio utilizando un
gel concentrador de 5% y un gel separador de 12%, la electroforesis se réalg0 mA
(intensidad de corriente constanteh buffer Tris-glicina-SDS (TrisHCI 25 mM pH 8,8;
glicina 190 mM; SDS 0%) (Ausubely col., 2005. Para el ensayo d&/estern blqgtluego de
efectuada la electroforesse desmontarolos geles de poliacrilamidgase equilibraron con
bufferde transferencia (THBICI 25 mM, pH 8,8; glicina 190 mM; metanol 20%). Entonces,
se corté uamembranale nitrocelulosa (tamafio de po@2 um) de tamafio semejante al del
gel y se sumergio 5 min dyufferde transferencia. Posteriormente se procedasrahdo del
cassettale transferencia (BiRad), conteniendo: 1 esponja del tiootch Britg Bio-Rad), 1
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papel de filtrowhatmann3MM, el gel de poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa, 1
papel de filtrowhatmanBMM y 1 esponja del tip&cotch Brie. Se montd etassettalentro

de la cuba de transferencia (Bkad), se llend cobuffer de transferencia y se transfirieron
las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa aplicando un voltstentere 60 V

por 1 h Se verificé la correcta traferencia proteica sumergiendo la nitrocelulosa en una
solucion de Rojo Ponceau 0,1% (en acético 5%) durante 5 min y decolorando cdmmagua.
membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante toda la nothéferrde bloqueo
(TBS-T 0,05%;Tris-HCI 100mM, pH 7,5; NaCl 150 mM; Tween 2@nleche descremada
5% p/v a 4 °C.La deteccion de la proteina CYP1A se realiz6 incubando durante 90 minutos a
temperatura ambiente con antisuero de ratorGY#1Ar (anticuerpo primario) diluido en
bufferde bloqueo (1:2000)d€ la Torrey col., 2003).Luego de 3 lavados de 5 minutos con
TBS-T las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario comerciahamnjug
con fosfatasa alcalingsigma A3562)diluido enbufferde bloqueo (1:15000) durante 1 h'y
posteriamente se realizaron otros 3 lavados de la misma forma. El revelado se reabzé con
ml de buffer de revelado de fosfatasa alcalina (AHiSI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM,;
MgCl, 5 mM) que conteni®3 ul de nitroazultetrazolio (50 mg/ml en dimetilformamida
70%, Gibco) y16,5ul de bromo-cloro-indoifesfato (60 mg/ml en dimetilformamid®Q %,
Gibco). Se incubdl resguardo de la luhasta la visualizacion de bandas reactias
reaccion se detuvo cdfO y la membrana de nitrocelulosa se seco6 sobre papel(klgora

3.9).

3.4.3 Asociados a estrés oxidativo:

« Catalasa

La actividadenzimaticade la catalasa (CAT; EC 1.11.1€determindsiguiendo el método
de Beers y Sizer (1952) el cuak basa en ldescomposicién del perdoxido de hidrégeno
(H205) en el tiempo a una longitud de onda de 240 lmmreaccion que cataliza esta enzima

esta representada en la ecuacion 3

CAT
2 H202 EEE— 2 Hzo + OZ (3)
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Las alicuotas dES fuaon incubadas ebuffer fosfato de sodio pH 7,2 (50 mMpnteniendo
H,O, 20 mM, registrdndose los cambios en la absorbancia cada 30 segundos durante 1,5
minutos.La actividad de la CAT fue expresada como pmoles de HO, consumidos por minuto

por mg de proteinas totales.

e Superodxido dismutasa

La Superoxido dismutasa (SOD; EC 1.15.kdjaliza la dismutacion de aniones superéxido

(O,") en perdxido de hidrégeno £61) y oxigenode la siguiente forméEcuacion 4):

SOD
2 0 +2H —> MO+ O

(4)

La determinacion de la actividad dsta enzimae baé en el método indirecto que involucra

la inhibicion de la reduccion del citocromapen el cual este ultimo compite con la SOD por el
anion radical superoxido ¢Q generado por el sistema xantina/xantinédasa (McCord y
Fridovich, 1969;Bainy y col.,, 1996). EImedio de reaccion estuvo conformado por buffer
fosfato de potasio 50 mM pH&/ solucion de EDTA 100 puM, citocromo € 10 uM y xantina
oxidasa (50 umiade$. Las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de
550nm. Los resultados se expresaron en unidades@®®mDg de proteinas, donde se define

1 unidad (U) SOD como la cantidad de enzima que produce el 50% de inhibicién en la

reduccion del citocromo por minuto (Bainyy col., 1996).

o Peroxidacion lipidica

La peroxidacion liglica (LPO) fue determinada por medio de la reaccién del acido
tiobarbiturico (TBARS) con el malon dildehido (MDA) bajo condiciones de acidez y alta
temperatura, generando un cromogeno que fue medido por fluorometria. Se siguié la
metodologia propuesta por Ohkawaol. (1979) y Oakes y van der Kraak (2003). De esta

forma se tomoé una alicuota del higado de cada individuo y se homogeoiei K&l 115%

46



Metodologia General
Capitulo3

conteniend®35uM de 2,6-diter-butiimetilfenol (BHT), en una proporcién del 10% P/V. El
homogenato 10% fue afiadidda mecla de reaccidon conteniendol® SDS; &cido acético

20% (pH 3,5); TBA 8% y 200 ul BHT, se incubo en un bafio termostatizado a 95 °C durante

1h. Luego de enfriar los tubos se agregdé agua MiliQ, n-butanol (99.4%) y se mezcl6 por
inversion. Por ultimo, se centrifugd a 2000 g durante 10 min, a 15 °C y se extrajo la capa
organicay se evalud pofluorometriacon una longitud de onda de excitacién de 515 siiin (
width 10) y 553 nm de emisioslit width5) la presencia del cromégeno. La concentradién

MDA fue expresada como nmoles TBARS por g de tejido y se usé tetramethoxypropane
(TMP) como estandar externGabe mencionar, que con el objetivo de validar la téaeca
TBARS = utilizé6 FEé" como control positivo dePO, ya que este metal tiene la capacidad de
incrementar la produccion de&ROs(HO, H,O,) por medio de reacciones del tipo Fenton y
HaberWeiss. Utilizando homogenatos de higado (10%) de ejemplare€. dearpio
mantenieds en condiciones estandarizadas deratorio deséptas en la seccion 3.@er

Figura 3.1) se realizaron ensayds vitro de induccién de LPO con ¥e Se incubaron
alicuotasde los homogenatos con concentraciones crecientes *depdigiendo de una
solucion de FeGl(1mM) hasta alcanzar las siguientes concentraciones fif@lés 10 y 50

uM), el control fue incubado con KCI (1,15%). Luego de dos horas de incubacion se
determiné el contenido de MDA descripto anteriormeS¢eregistré un importante aumento

en los niveledde MDA determinado por medio de TBARS cual fue dependiente de la
concentracion de Feensayada, evidenciantiocapacidad de respuesta del tejido hepético de

C. carpiofrente a un agente prooxidante conocido.

3.4.4Asociados a la presencide desorganizadores enddcrinos
e Inmunockteccion de vitelogenina

La presencialevitelogenina Ytg) en las muestras de plasma se evalué mediante la téenica
Western blo{Ausubel y col., 2005)A las muestras de plasr@sus dilucionesgorteniendo

40 pg de proteinasotalesseles agregdl/5 del volumende buffer de siembra CB 5X500

mM 2-mercaptoetanol, 250 mM Tris pH 6,8, 50% glicerol, 1@BS, 05% azul de
bromofeno) y luego se hirvieron durante min. Se prepararon geles de 1 mm de espesor
entre placa de vidrio utilizando un gel concentrador de 5% y uisegarador de 8%, la
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electroforesis se realiz6 @-80 mA, en buffer Tris-glicina-SDS (Tris-HCI 25 mM pH 8,8;
glicina 190 mM; SDS 0,1%)Jna vez finalizada la corrida electroforética, se desmomtas
geles y las proteinas se electrotransfirieron a membranas de nitrocplidd minutos a
100 V enbuffer de transferencia (THEICI 25 mM pH 8,8; glicina 190 mMmetanol 20%)
manteniendo la cuban frio durante todo el procesBe verificd la correcta transferencia
proteica sumergiendo la nitrocelulosa en una solucion de Rojo Ponceau 0,1% (en acético 5%)
durante 5 min y decolorando con ag®asteriormentedas membranasle nitrocelulosase
bloquearon por incubaciéncon una solucién de TBS-T 0,05%ris-HCI 100 mM, pH 7,5;
NaCl 150 mM; Tween 20Jeche descremada 5@ufferde bloqueo), durante toda la noche a
4 °C. Para la inmunodeteccion de Vtg en muestras de plasma se utilizaron alternévament
anticuerpos monoclonales comerciales dirigidos contra VtgCdecarpio (anticuerpo
monoclonal, ND-2D3, Biosense Laboratories, Bergen, Nornwayn anticuerpo especifico
(denominado anti#tg-B) obtenido durante este trabajo de iSapie esta dirigida@ontraun
fragmentode la proteina/tg recombinante d€. carpio (ver Anexo) En ambos casos los
anticuerpos se diluyeron énfferde bloqueo (relacién 1:1000 4000 respectivamentg)se
incubaron con la membrana duramtela la noche a 4 °C en el primer casaurante90
minutos a temperatura ambiente en el segundo. tasgo de 3 lavados de 5 minutos con
TBS-T las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario comerciahaonjug
con fosfatasa alcalingsigma A3562)diluido enbuffer de bloqueo (1:1500Qurante 1 h'y
posteriormente se realizaron otros 3 lavados de la misma.fafmevelado se realizé con 10
ml de buffer de revelado de fosfatasa alcalina (FHiSI 100 mM, pH 9,5; NaCl 100 mM;
MgCl, 5 mM) que contenia 6fl de nitroazultetrazolio (50 mg/ml en dimetilformamida
70%, Gibco) y 33ul de bromo-cloro-indoil-fosfato (60 mg/ml en dimetilformamida 100 %,
Gibco). Se incub6 al resguardo de la hasta la visualizacién de bandas reactikas
reaccion se detuvo coaguay la membrana de nitrocelulosa se secé sobre papel(figara
3.9).
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NBT, BCIP
farblos

NBT(red.)
BCIP(dephos.)
blauviolett

¢ lgG(Fc)-AP-Konjugat

1.Antikirper(lgG) Membran

Protein
y 4

Figura 3.9 Esquema de revelado con fosfatasa alcalina. Se muestra secueacialda union del
primer anticuerpo especifico (af@@iYP 1Ar o antiHis o antiVtg-B) con la proteina de interés, el
segundo anticuerpo asaton conjugado con fosfatasa alcalina y el revetamobuffer de fosfatasa
alcalina conteniendo los sustratos NBT/BCIP.

Cuantificacién de proteinas

El contenido de proteinas fue determinado por medio del mé®dmwry y col (1951)
utilizando sercalbumina bovina como estandar de referenéécontenido de proteinas de
cadaFS fue utilizado para expresar la actividad especifica de las enzimas evaluadas. Al
mismo tiempo se midieron las proteinas totales presentes en las muest@EsTdEq@l el

objeto deestandarizar la cantidad a sembrar para la deteccion de Vtg.

3.5Parametros fisicoquimicosy determinaciones de COPs en sedimento

Sedeterminaron parametros fisicoquimicos basicos del agua superfidiilodaljan,
Rio de la Plata, de los arroyos utilizados como sitio de refergnbéalos acuarios en los
ensayos delaboratorio. Las muestrasde los ensayos a campaeron recolectadas y
preservadas en frio hasta su procesado en el laboratorio. Se deterrdgsiorel reactivo
soluble, amonio, nitritos, nitratos, dureza y material particulado en suspension EVHR&®)
a las determinaciones fisicoquimicas las mugs$treron filtradas con filtros de fibra de vidrio
Munkell® MF/C (similares a Whatm&nGF/C), los cuales fueron prepesados para la

determinacién de MSy materia organica particulada (MOR)das las determinaciones se
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realizaron por duplicado siguiendo los praog@dntos indicados en APHE&005).Las curvas
de calibracion y las diluciones de las muestras se realizaron con aguabniltQdas las
determinaciones espectrofotométricas las mnags fueron evaluadas utilizando un

espectrofotometro Metrolab 1700.

- Fosforo reactivo soluble (PRSgn medio acido (:5Q;) los iones ortofosfato y molibdato
forman acido molibdofosférico que en presencia del acido ascobico see radazul de
molibdeno. Las determinaciones se efectugamespectrofotometria a 712 nm y los valores

se expresa en mgPO, /L.

- Amonio (NH"): se determind segun el método del fenol, el cual se basa en la formacién de
un compuesto azulado (indofenol) a partir de la reaccion del amonio con hipoclorito y fenol
en medio alcalinogatalizada por una sal manganosa. Las determinaciones se efeatuason

longitud de onda de 690 nm y los valoresespresa epg N-NH, /L.

- Nitritos (NGy): se realiz6 por el método de Shinn con sulfanilamida en medio acido.
Este reactivo forma con los nitritos del agua un compuesto complejo quersaecol
violetarojizo al agregarleN-1-naftil etilendiaminaLas determinacioneserealizarona una

longitud de onda de 543 nyrios valores se expresa en mgNi, /L

- Oxigeno disuelto (OD)se determin6 por medio del Método iod&nto de Winkler, en el

cual los iones manganeso (llI) reaccionan etrmedio alcalino con el oxigeno disuelto,
oxidando los hidroxidos de manganeso formados a valencias mayores (lll). En medio
fuertementeacido los iones manganeso (ltxidan el yoduro aylen cantidad equivalente al
oxigeno disuelto; éste Ultimo se titula aorasolucion de tiosulfato de sodiha,S,0s) vy el

manganeso vuelve a su estado divalente.

Las muestrade agua fueron colectadas en campo y/o en el laboratorio segun corresponda con
botellas de vidrio d&0 ml con tapa esmerilada se fijo el OD en la muestravitando
cambios en la cantidad del mismo ocacionados por la activida@ibilo por intercambio

con la atmoésfera, para lo cual se agregaron 0,5 ml de Mn®(h ml de solucién iodada

(50% p/v NaOH, 15% KI, 1% NaNse agité y dejo reposar 1 minuRonsteriormente se
agrego 0,5 ml de 30, concentrado y se agitdo nuevamente. Se tomé una alicuota de 20 ml,

se agregaron unas gotas de almidon y se homogetesmiucion desarrolla una coloracion
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violacea proporcional al contenido de oxigeno. Luego se procede a kiditutan NaS,0s
(0,01N) hasta que vira de color azul a incoloro. La concentraciéon de oxigeno en la muestra

(en mg/L) se determind segun la siguiente formula:

Vg * Nv * F * 8000
Ve * (Vbot - 1)/Vbot

2:

Vg = volumen de N&5,03 gastado
Nv = normalidad de laolucion tituladora (N#5,05)
Vot = VOlUmen de la botella

Ve = volumen transvasado al elermeyer

- Material particulado en suspension (MPSg determind filtrando la muestfsrago> 150

ml) con filtros de fibra de vidrio MunkélIMF/C calcinados y prepesad¢®F). Luego el

filtro se seco en estufa a 60°C hasta peso constante para obtener el pR8=s&za- - PF).
Posteriormente el filtro se calcirgn muflaa 480°C durante 4 horase lo dejo llegar a
temperatura ambiente eiesecadoy sedeterminé el peso seco inorgan{®sl= RBgo-c— PF).

El peso seco organico (peso seco libre de cenizas) se calcutbfggencia de los dos
anteriores(PSO= PSI PS) Todas las pesadas fueron realizadas con una balanza analitica

Mettler +/-0,0001g. Los resultados se expresan en mg/L.

Por su parte, en los ensayosanpose midieronin situ los siguientes parametros:
temperatura, pHOD y conductividad del agua por medio de electrodos de campo Hach multi
sonda HQ40d (pH C101, LDO 101, CDC 401).

En los ensayos con sedimento fortificado spikedy en los ensayos en campo en el
Rio de la Plata se tomaron muestras de sedimento superficial donde sendsdaritas
concentraciones de los diferentes COPs segumespmnda. Las muestras fueron
homogeneizadasecadas a temperatura ambiente y almacena@@s@ hasta ser requeridas
para su analisis. Se determinaron las concentraciones efectivas ddPBREBsy seevalu6

el perfil de HAPs PCBs y POCsegun correspondda metodologia empleada en cada una
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de estas determinaciones se detalla en el capitulo correspori@iepteilos 4, 5, 6 y 8Al
mismo tiempo, sedetermind la composicion granulométrica y el contenido de materia

organica(MO) de los sdimentos mencionados anteriormente.

- MO y Granulometria el contenido de MO fue determinado por pérdida poicign en

mufla a 480 °C durante 4h. La composicién granutoge se determin@or tamizado y el
método de la pipeta para particulas fiflagpetris, 1995)En cadamuestra de sedimento (50

g) previamente mufladae adicioné 100 mide solucién dispersante (Hexametafosfato de
sodio, Nas (PGs)e; solucion de calgon al 5%) permaneciendo en agitacion durante 24h. Se
separ6 la arenan su conjuntale la fraccién limearcillosa mediante tamiz d&3 um de
apertura de malla, la fraccion fina se colectd en probeta de 1008 fradccion fina se separé

por medio del método de la pipetd,cual se basa en la velocidad de asentamiento de las
particulasen medio acuosy consiste en tomar sucesivamente una cantidad fija de
suspension por medio de una pipeta graduada a distintas profundidades y distintos tiempos.
Cada faccion fue vertida en cristalizadorgzeviamente secad y pesados) ysecada en

estuia hastapeso constante. Los calculos se realizaron medissseglaents formulas:
Arena totalg) = Peso seco total
Finos(Limo + arcilla en g) = (peso total fraccibr 0,02) * 50
Arcilla (g) = (peso total fraccién26;02) * 50
Limo (g) = Anos — Acilla
Posteriormente se sepdaarena fina de mediana y gruestlizando un tamiz de 250mde

apertura de malla y se pesaron ambas fracciones por separado. Finalmenteccetafire

expresada en forma porcentual (%).

3.6 Andlisis estadistico

Se analizdla normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos por
medio del test de Kormogorov-Smirnov y el de Levene. Los resultados obtenidos se
analizaron mediante métodos paramétrictss datos que no cumplieron con estos
requerimientos se ajustaron por medio de transformaciones logaritpacasliograr su
normalidad Las diferencias estadisticas entre grupos fueron determinadas por ei¢ekdtd
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de StudentANOVA de una o dos viaseguido por la pruebde Tukey de comparaciones

multiplessegun corresponda (Zar, 1996).

Se realizé un analisis multivariado con el objeto de analizar la existeacia d
diferencias significativas entre los grupos experimentales de los emsalypados en campo,
in situy en laboratoriccon sedimentos ambieéesde lossitios de estudio (Capituld. Para
esto se utilizé el analisis discriminante candnico, utilizando comniables losparametros

biomarcadores.

Todos los andlisis se llevaron a cabo utildmlos pajuetes estadisticos Sigma Stat y
Statistica los gréaficos se realizaron con el software para Windows Graphidad %

Las respueat de los parametrdiomarcadoresevaluadosse combinarorpara la
elaboracion dein indice generale estrés denominado IBRlel inglésintegrated biomarker
responsesegun ha sido propuesto por Beliaeff y Burg@®02)(Capitulo 9) Este indice fue
elaborado para comparar e integrar las respuestas de los biomarcadores saytiss d
laboratorio y de campm situ. Los biomarcadores utilizados para el calculo del IBR fueron
GST, CAT, SOD y TBARS. En primer lugar los datos fuerotaretarizadospara las
comparaciones visuales directas de las respuestas de biomarcpdaesada sitio
experimental (en ensayas situ) y para cada tratamiento (en ensayos de laboratorio). Los

datos estandarizados () se calcularon de la siguiente ananer
Y=X-m)/s

donde X = valor de la respuesta de cada parametro biomarcador,
m = media general de cada parametro biomarcador, teniendo en cuenta los valores de
X paracada sitio o tratamiento experimental,

s = desvio estandar de cada parémigiomarcador.

Luego se obtuvo el valor minim@min) para cada biomarcador a partir de los datos
estandarizados (Y)Por ultimo,el score(S) se calcula como S = Y mij|, donde S>0y
Imin| es el valor absolutdaravisualizar los resultados se utilizaron los graficos de estrella
(start ploty, los cuales fureon realizados con el software EXCEL (Microsoft OffiCajla

uno de los parametros biomarcadores estandarizados fue representado graficamente como un
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vector en el grafico de estrellajando $y S+1 representan loscores de los parametros
biomarcadores consecutivos el IBRdefinidopor el area encerrada en el poligono formado
por la union de todos logectores Al mismo tiempo, elalor del IBR se estimé mediante el

procedimiento propuesto por Beliaeff y Burgeot (2002) de la siguiente manera:

IBR = [(Si * Si+1)/2 + (Si+1 * Si+2)/2 + (Si+2 * Si+3)/2 + (Si+3 * Si)/2]
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4.1 Introduccidn

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), son un grupo de sustancias
guimicas con similar estructura y composicion que contienen dos o mas daill®enceno
fusionadosLos HAPs pueden ser diferenciados en dos grandes grupafe loenor peso
molecular, aquellos con 2 o 3 anillos aromaticos en su estructura y los gesaltmolecular
con 4 a 7 anillos arométicos, algunos de los cuales se los conoce por su efewigérsot
Las estructuras quimicas de algunos HAPs comunnestbeliados sendican en la Figura
4.1.En estado puroos solidos a temperatura ambiente, incoloros, blancos o amemitle
palido, son semivolatiles, solubles diversossolventes organicospracticamente golubles
en aguaesto ultmo seincremena con el aumentdel peso moleculaiLas fuentegle ingreso
de estos compuestos al medio ambiente pueden ser de origen camopalosincendios
forestales, de pastizales, erupciones volcanicas, filtraciones de petrialeasicomo de
origen antropogéico por ejemplo la quema de combustibles fosiles, la incineracion de
residuos solidos urbanosmaderalos derrames y descargas de petrdl¢aritash y Kaushik,
2009).Algunos HAPs han sido clasificados como poluentes prioritarios tanto por la Agencia
de Proteccidon Ambiental de EE.UU (USEPA) como por la Union Europea, 16 de estos
compuestos fueron designados de interés ambiental y 6 de los mismos sedescmmo
posides o probables compuestos carcinbgenes humanos: benzo(a)antraceno,
benzo(bjuoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno, dibenzafaiaceno y el
indeno(1,2,3d)pireno (Figura 4.1) (Barra y col., 2007).

El metabolismo de los HAPs ha sido muy estudiado en peces ya que son
contaminantes comunmente encontrados en el ambiente acuafmr gu condicion
carcirngénicaen peces y otros vertebrados superiores (Schlenk y col., 2DO8J-
naftoflavona (BNF) es uranalogo sintético de una serie de compuestos flavonoides
encontrados naturalmente, es un HAPs modelo que puede ser utilizado para evaluar procesos

de biotransformacion en organismos acuaticos.
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Figura 4.1. Estructura gimica de algunos HAPs cominmente estudiados. (Haritislishik, 2009)

El benzo(a)pireno (BaP) es uno de f&Psmas ubicuos, liberado y distribuido en el
medio ambiente como consecuencia de su formacion durante la combustion de la materia
organica. Dichos aportes se deben principalmente a las actividades antropicas como la
combustion de combustibles fosiles, emisiones de hornos de yeguapes de automdviles.

La principal fuente de BaP en aguas superficiales es la deposicion atmosfériea ldiacal

es proporcional a la superficie del cuerpo de agua. Se ha demostrado que el BaP induce
marcados efectos moleculares, celularessyconsiderado como el HAPs carcinogénico
modela Este compuesto no es carcinogénico por si mismo, pero se vuetherdate el
proceso debiotransformaciorya que losmetabolitos reactivos forman aductos de bases de
ADN, iniciandoel proceso de mutagénesis y carcinogénesislo tanto, el BaP ha recibido

especial atencion y ha servido como modelo para entender miejproeeso de
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biotransformacion de los HARSchlenk y col., 2008)EI metabolismao biotransformacién
del BaP, como el de otrosAlPs, se produce a través de dos fases (fase | ¥m)laFigura

4.2 se ilustra laposiblesrutas de biotransformacion del BaP. metabolismo ddase |,
involucra la accion de oxidasas y la formacion de-epakidos. Un ejemplo de oxidasa cuya
accion esta asociada con la biotransformacion de HAPs es el citocd&@tiy B particular

la subfamiia CYP1A representa la isoformaipeipal que participa activamenten el
metabolismo oxidativo del BaP da mayoria de las especies incluidos [mces.El
metabolismo déase Il incluye la conjugacion con intermediarios como el glutation a traves
de la glutationS4ranferasa(GST), sulfatos y &cidos mercaptirico o glucurdnico. Los
conjugados formados son mas solubles en agua que el compuesto doiginal,permite su
rapida excrecion a través de vesicula biliar. El metabolismo oxidati@al®) degndiente

dd citocromoP450 conduce a la produccion elgpecies reactivas de oxigeno (ER@sjre

las cuales podemos mencionaaaion superéxido y peroxido de hidrégeno.
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Figura 4.2 Rutas de biotransformacién del benzo(a)pireno (Baithado deschlenk y col. (2008).

SULT
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En este trabajee seleccion6 el BaP como HAP caracterisfieser encontrado erl e
ambientey asievaluar su efecto luego de su exposicion por medio de diferentes matrices
(agua y sedimento) aserarflo condicionegue pudiera ocurrir en el ambiente acuatico. Por
su parte, los efectos biol6gicos provocados por estas sustancias sorildeiscde ser

evaluados mediante parametros biomarcaddikzando peces como organismos prueba.

4.1.1Hipé6tesis y Objetivos
Hipétesis:

La exposicion de las distintas especies prueba a los HAPmftoflavona y
benzo(apireno) promueve una respuesta diferencial de los biomarcadmesticos

propuestoprevaleciendo principalmente aquellas relacionadasachiotransformacion.

La expostion del BaP por medio de diferentes matrices induce de forma diferencial el
sistema del citocromo P45l higado de las especies prudklido a las diferentes vias de

ingreso de los téxicos que predominan en cada caso.

Objetivos:

1. Estudiar el efectode hidrocarburos aromaticos policiclicosp-ifaftoflavona vy
benzo(apireno) como inductores especificos de respudst sistema citocromo P450 1A, en
particular sobre la expresion de la proteina CYP1A y su actividad catBR08.

2. Evaluary comparaias respuestas de los biomarcadores propuestos en las especies prueba
frente a un HAP que puede estar presente en el ambetribvenzad)pireno,luego de su
exposicion intraperitoneal, disuelto en agua y en sedimento fortificado.
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4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Bioensayos de intoxicacion adHAPs

Se evaluo el efecto den HAP modelo, Ig3-naftoflavona (BNF)y de un HAP que
puede estar presente en el ambiente acuatidmereio(a)pireno (BaPjobrela respuesta de
los biomarcadores. El efecto deBAIF se evalud luego de una exposicion aguda por medio
de una inyeccion intraperitoneal y se utiligdmo control positivo dda induccion del
citocromo P450 1A.

4.2.1.1 Inyeccion intraperitoneal

Estosensayos fueron del tipitow throughy se realizarorbajo condiciones estandar con un
fotoperiodol2/12h D/N ytemperaturg20£1°C). Los toxicos fueron administrados por medio
de una Unica inyea@n intraperitonealdisueltos en aceite de maipmo se detall6 en la
seccion 3.2.1Luego de 48 lile exposicion los peces fueron sacrificados y procesados como

se detalla en el Capitulo(@er seccion 3.3).

El efecto de la BNFse evaludutilizando unadosis subletatle 50mg BNF /kg pc.
seleccionada en baséos estudios de Washburn y c(1996)y a estudios previos realizados
en nuestro laboratori@scar, 2006) Estosensays se realizaromonejemplares juveniles de
Cyprinus carpiocon un p.c. de 5,& 0,2 g y una longitud total de 7,7 + O¢n (media *
ESM; n=15) y conla especie nativ&€orydoras paleatugon un p.c. d&,9 + 0,1g y una
longitud total de5,3 + 0,1cm (media + ESNIn = 20).

Para evaluar el efecto del BaP se emple6 una dosis subletal de 10 mgy BaPlk
cual fue seleccionada en base a bibliogréfadros y col., 2000; Bonacci y col., 2003;
Malmstrom y col., 2004)Se utilizaron ejemplares juveniles @gprinus carpiocomo especie
prueba con un p.c. de 6,7 £ 0,6 g y una longitud total de 7,9ch(2edia + ESNM n=10).

4.2.1.2 Exposicién en agua

Se evaluo el efectdel BaP por medio de su exposicion en atpiged no cloradautilizando

dos concentracionesubletales de BaRRaraello sepreparéuna solucion madre de BaP en
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acetona pura con una concentracion de 20 mg BaP/L, las concentracioneslasvaleion

de 1y 10 ug BaP/He agua de red no cloradas cuales fueron preparadas como se describio
enla seccion 3.2.1Las concentraciones de BaP en agua y el tiempo de exposicién fueron
seleccionados en base a lo propuesto por Patel y col. (2006) y Vieira y col. (2008). Luego de
dos semanas de aclimatacion como se describe en el capitulo 3 loRipemedivididos en

cuatro grupos y asignadosaaar aos distintos acuariosxperimentales

- Grupo 1, pecesxpuestos a 1dg BaP/L @ agua (BaP 10)

- Grupo 2 pecesxpuestos a fig BaP/L deagua (BaP 1)

- Grupo 3 pecesxpuestos a una solucion aeetona),05 % v/v (Co. Sv)
- Grupo 4 pecesexpuestos al agua de red no clorada (Co)

Las condiciones experimentales fueron constantes a lo largoaleltperiodo de exposicion,
el fotoperiodo fue fijado en 12/12 B/(), la temperatura en los acuarios fue de 21 + 1°C, la

aireacion fue constante y se los alimentd una vez al dia con el 1% del pcapvio 3).

Estos ensayos se realizaron con la especie prueba estandarizada y la especie nativa
Pimelodella laticepsEjemplareguveniles deC. carpiocon un p.cdell,1 + 0,4 gmedia +

ESM; n = 31) permanecieron expuestos duraiMediascon una densidad de carga ded/16

por acuario. Al mismo tiempo, ejemplaresRlelaticepscon un p.cde3,7 = 0,1 g(media +

ESM; n = 80) permaneciendo durante 7 y 14 diagxposicion manteniendo una densidad

de carga dd.,8 g/L por acuarioEn este caso se consideré ademas un tiempo de exposicidon
menor para evaluar la existencia de respuestas tempranas en la especielriatalezaA el

periodo experimental los peces fueron sacrificados y procesados comoicse eindel

Capitulo 3 (ver saxion 3.3).

4.2.1.3 Exposicién a sedimento fortificado

Se evalug el efecto adverso producido por la exposicion a sedimento fort{tipadspiked
conBaP. Para estos ensayos se utilizo el sedimento superficial del arroyliess el cual
fue extraido y procesado como se describié en el Capitulo 3 (ver seccionE3.getlimento

fue fortificado utilizando una solucién madre de BaP en acetonar@@aP/ml) para lograr
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una concentracion teérica de 1,3 mg BgRiks. de sedimentoLa concentracion de BaP
utilizada fue seleccionada en base a bibliografia y a concentraciones reporeldast@ante
(CCME, 1999-2002; Colombo y col., 200@stos ensayos Sealizaron con juveniles de
Cyprinus carpiocon un p.c. dé&,5 + 0,2 g fhediax ESM; n = 20) y de la especie nativa
Hoplosternum littoralecon un p.c. dd8,0 + 1,1 gifhediatz ESM; n = 16), los mismos fueron
de tipo estatico con aireacion constante y 21 dias de expodidid@lisefio experimental
utilizado fue descripto en €apitulo 3 (ver Figura 8). Los peces fueron divididos al azar en
los diferentes acuarios mantemi® una densidad de carga de 1,3 g p.c./L faraarpio
(n=10) y 2 g p.dL paraH. littorale (n=8). En tres momentos diferentes de los ensayos (inicio,
mitad y fin) se tomaron muestras de agua donde se midieron parametiguiisicos
basicos, material particulado en suspension y muestras de sedimergcsedomnadieron las

concentraciones efectivas del téxico

4.2.2 ParAmetrosevaluados
4.2.2.1 Paametros biomarcadores

Sedeterminaron los indices fisiologicos (FC e IH&8)domo fueron descriptos éan seccion
3.41. Se evaluaron los biomarcadores asociados a la biotransformacionecawtovitiad
enzimatica de GST, la inmunodeteccion de la prot&ii&1lA asi como su actividad
catalitica por medio de la EROD y se determinaron los niveles de metaboi#taeskikel BaP
segun han sido descriptoslarseccior3.4.2. Por dltimo de los parametros asociados al estrés
oxidativo se evalué la actividad enzimatica de la CAT y SOD asi comiavkiesade TBARS

siguiendo las condiciones ya descriptas en la se8c#8.

4.2.2.2 Parametros fisicoquimicog determinacién de HAPs en sedimento

Se registraron los parametros fisicoquimicos basicos del agua de los a@ugdotr de
muestras tomadas en al menos dos oportunidades a lo largo del periedmexpl. Se
determindel pH, la conductividad y el oxigeno disuelto (OD) asi como la concentrdeion
amonio (NH"), nitrito (NO,) y fésforo reactivo dable (PRS) mediante las técnicas

especificadas ela seccidér3.5.En los ensayos con sedimento también se evalué el contenido
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de materia orgénica particulada (MOP) y el material particulado en suspen§iSy ¢bbun
han sido descriptas en la seccién B&r:. Ultimo se determinaron las concentraciones gfeti
del BaP en sedimento y MPyr cromatografia gaseosa con detector de masa (G@MS)
laboratorio deMicrocontaminantes acuaticos de la Universidad FedezaRid Grande
(FURG), Rio Grande, RS, Bsil (Niencheskiy Fillmann, 2006) (ver apitulo 7. Los
resultados se presentan como concentraciones medias de BaP en sedimentocavieS y
cantidades (masa) de BaP para los distintos sistemas experimdptatgsdo en cuenta los

niveles de MPS y la cantidad de sedimento en el sistema (acuario)

4.2.3 Analisis estadistico

Enlos ensayos de inyeccion intraperitoneal las diferencias estadésttcagrupose
evaluaron mediantel testt de Studen{p < 0,05) En los ensayos de exposicion en agua las
diferencias se evaluaron por medio de ANOVA ddagtory las comparaciones multiples
entre los distintos grupos experimentales se analizaron ¢testé¢ Tukey (p < 0,05)Por su
parte en los ensas de exposicion a sedimento fortificado se utilizo6 ANOVA de dos factores
evaluando las diferencias entre los ejemplares expuestos a BaP y los expuestoeatcsed
control y al mismo tiempo las diferencias entispecies pruebaeguido por la pruebde
Tukey (p < 0,05).

4.3 Resultados

No se observO mortalidad durante el periodo experimaigahinguno de los
ejemplares enos ensayos realizadospnfirmandoque las dosiy concentraciones de los

toxicos ensayados fuersnbletales par®s ejemplares de las distintas especies.

4.3.1 Inyeccion intraperitoneal

Con R-naftoflavona

Tanto @& el ensayo realizado co@yprinus carpiocomo con Corydoras paleatusen
condiciones estandar de laboratorio no se observaron diferencias sigagieat los indices
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fisiolégicos de ninguna de las dos especies luego de la intoxicari@0ang/kg p.c. de BNF
(Tabla 4.1).

Tabla 4.1. indices fisiologicos deCyprinus carpioy Corydoras paleatuduego dela
inyeccion dauna dosis subletal de BNF en condiciones estandar de laboratorio

indices C. paleatus

S

Factor de 1,17+0,03 1,18+0,02 1,95+0,09 1,92 +0,06
Condicién (7) (8) (10) (10)

indice 2,08+0,17 2,040,009 1,04+0,07 1,01£0,11
hepatosomatico @) (8) (10 (10)

Los datos se expresan como media + ESM, entre paréntesis se indicaeed de muestraBNF,
peces inyectados con 50 mg/kg.ple B-naftoflavona Control peces inyectados con aceite de maiz
Las diferencias estadisticas respecto al grupo control k@eawadiante etestt de Student (0,05)
para cada especie prueba

Respecto a los parametros bioguimicos evaluados en estos ensayos se evidencié u
incremento significativo en la actividad de la GST de los peces inyectados caari@blen
C. carpio (48%) como enC. paleatus(52%). Respecto a la actividad de las enzimas
antioxidantes, la actividad de la CAT evidencié un aumento significativondrasespecies
prueba, siendo 2 veces mayor en las carpas y un 32% en las Corydoras inyectadas con BNF
respecto a los ejemplares control de cada especie. La actividad de la Séixiévitha
respuesta diferencial en ambas especies observandose un incremento del 588arpaday
una disminucién del 39% en las Corydoras inyectadas con Bslfni8mo se detecté dafio
oxidativo a nivel de lipidos e@. carpiq observandose un incremento de 2,2 veces en los
niveles de TBARS de los ejemplares inyectados con BNF. Se detecté un incremento en la
actividad del citocromo P450 1A tanto en las carpas como en las Coryd@emdas con
BNF a nivel de la expresion de la proteina CYP1A. El anadlisWetern bloevidencioé una
banda reactiva del peso molecular esperado (55 kDa) correspondiente a la @& pdces
en los ejemplares inyectados con BNF (Figud. No se observaron bandas reactivas en los
ejemplares control inyectados con aceite de maiz. Al mismo tiempo, en las carpas se

evidencié un incremento en la actividad catalitica de la CYP1A. En la Fiddiise fpuede
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observar un aumento significativo de 11 veces en la actividad de la EROD en &s carp
inyectadas con BNF respecto de los ejemplares control (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Parametros bioquimicos d& carpioy C. paleatusluego dela inyeccion deunadosis
subletal de-naftoflavona.BNF, peces inyectados con 50 rkg/p.c. de B-naftoflavona(C. carpion
=8y C. paleatus n10);, Co, peces inyectados con aceite de nf@izcarpio n=7 y C. paleatus n10).
Los datos se expresan como metliaSM. Las diferencias estadisticastre los grupos se evaluaron
mediantetestt de Studen{p < 0,05)para cada especie pruelfg) Indica diferencias significativas
respecto al contrale cada especie

65



Efecto de hidrocarburos aromaticos policiclicos sobrebiosnarcadoresexposicion en diferentes matrices

Capitulo 4

Cyprinus carpio Corydoras paleatus

BaP Co.Ac BNF M BNF Co.Ac

70kDa w——p

55kDa wp-

Figura 4.4.Inmunodeteccion pdNestern blotle la expresion de la proteina CYP1AGlecarpioy la
especienativa C. paleatusluego de 48h de exposicion a HAPs por medkouna Unica inyeccion
intrapeitoneal. Muestras de la fraccidS de peces inyectadason 50 mg B-naftoflavonakg p.c.
(BNF), 20 mg benz@a)pirenokg p.c. BaP), aceite de maiz como control negativ@o( Ac); M,
marcador de peso molecul@age Ruler". Prestained Protein LaddgFermentas).

Con benzo(a)pireno

No se observaron cambios significativos en los indices fisiolége&s darpioluego de la
aplicacionde una unica inyeccion intrafeneal de 10 mg/kg p.c. de BaP (Tabla 413).
evaluacion de los parametrbsoquimicosanalizados en este caso no evidencié cambios
significativos a nivel de actividad enzimatica de GSih.embargo, se observo un incremento
significativo en el contenido de metabolitos biliares de los peces inyeatadoBaP (16
veces mas) respecto a los controles (FiguB. Respecto a la actividad de las enzimas
antioxidants no se observo cambios a nivel de CAT, pero se evidenciéo un aumento del 67%
en la actividad de SOD de las carpas inyectadas con BaP. Al mismo tiempo, se evidencio
dafio oxidativo a nivel de lipidos detectandose un incremento del 39% ervétes rde
TBARS de los peces inyectadosncBaP. Por su partel andlisisde Western blomosto

una respuesta inmune pataaitocromo P4501A, observandose una banda reeactdel

tamarfo esperado (88 kDa) enlos peces inyectados con BaP (Figlrd).
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Tabla 4.2 indices fisiologicos d€yprinus carpiduego de la inyeccién de una dosis subletal
de BaP en condiciones estandar de laboratorio

indices fisiologicos BaP

Factor de Condicion 1,29 + 0,03 1,30 + 0,05
) 5)

indice hepatosomatico 2,23 +0,17 2,79 +£0,38
5) 5)

Los datos se expresan como media + ESM, entre paréntesis se indicaceo de muestra8aP,
peces inyectados con 10 mg/kg mle.benz¢a)pireno; Controlpeces inyectados con aceite de maiz.
Las diferencias estadisticas respecto al grupo controbfgdanediante etestt de Student (p0,05).
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Figura 4.5. Parametros bioquimicos @yprinus carpiduegode la inyeccién de una dosis subletal de
benzda)pirena BaP, peces inyectados con 10 mg/g.c.de benz@)pireno;Co, peces inyectados con
aceite de maiz. Los datos se expresan como media + BESlpara cada grupo. Las diferencias
estadisticas signifit@as entre los grupos se evaluaron mediaes¢t de Studenip < 0,05). (*)
Indica diferencias significativas respecto al control
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4.3.2 Exposicion en agua

Cyprinus carpio

Luego de 14 dias de exposicidén a dos concentraciones subletales de BaPnersagua
observaron cambios significativos en el FC, sin embargo el IHS de los peoestegm 10
Hng/L de BaP incrementd significativamente respecto al de dtigidinios control (59%) (Tabla
4.3). Respecto a los biomarcadores bioquimicos asociados al @stiagvo, se observo un
incremento significativo en la actividad enzimatica de SOD en los peces espad€ug/L
de BaP respecto los controles y a los expuestop@L1(3®6 y 6”6 respectivamente). Sin
embargo no se detectaron cambios significativos en la actividad de la CAT ni @éreles n
de TBARS Figura 4.9. Acerca de los biomarcadores asociados a la biotransformacion no se
observaron cambios da actividad de la GST (Figurd.6) sin embargo se evidenciaron
cambios a nivel de la expresion @eproteina CYP1A. Como se observa en la Figurae
detect6 una débil banda reactiva especifica del tamafio esperadc @b kDa) en los
individuos expuestos a BaP (10 pg/A su vez se evidencié un importante incremento en
los niveles de metabolitos biliares del BaP en las carpas expuestpg/ i@ 42 veces mas
respecto al control y 4 veces mayores a los niveles medidos en losundigxpuestos a 1
pa/L (Figura 4.6).

Pimelodella laticeps

Luego de 14 dias de exposicionRidaticepsa dos concentraciones subletales de BaP
en agua no se observaron diferencias significativas en ninguno de los pasdisielbgicos
evaluados (Tabla 4.4). Respecto a los parametros bioquimicos no se detdiéésemcias
significativas en la actividadle GST de los peces expuestos a ninguna de las dos
concentraciones de BaP (Figur@)4Sin embargose detect6é un incremento en los niveles de
metabolitos biliares del BaP tanto en los peces expuestpg/ tomo a 1Qug/L respecto a
los controles (43 W17 \eces respectivamente) (Figur®)4.Los parametros asociados al
estrés oxidativo evidenciaron un incremento significativo tanto a niveladactividad
enzimética de la SOD y CAT, asi como en los niveles de TBARS. En los peces expuestos a
BaP 1pg/L se evidencié un incremento del 74% en la actividad de la CAT respecto a los

controles. Al mismo tiempo, en los peces expuestos a BaB/L&e observo un incremento
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en la actividad de ambas enzimas respecto a los controles (84 % SOD y 71 % CAT)
respecta los expuestos alg/L la SOD incremento6 su actividad en un 50 %. La exposiciéon
de los bagrecitos a esta ultima concentrad®BaP también propicié un incremento del 60%
en los niveles de TBARS respecto a los peces expuestegyd ¥ a los controlegFigura
4.9).

Un periodo de exposicion de 7 dias a las dos concentraciones de BaP en agua tampoco
produjo variaciones en los parametros fisiologico® daticeps(Tabla 4.4. Respecto a los
parametros asociados al estrés oxidativo determinadest@periodoal exposiciéon a BaP no
modificé la actividad de la CAT & mismo tiempo no promovio amespuesta uniforme en
los niveles de TBARS, aunque hubo un incremento en los peces expueps eespecto a
los ontroles (53%). Sin embargo,e sevidencié un importante efecto a nivel de
biotransformacién, detectandose un incremento significativo en ladactide GST de los
peces expuestos a BaP [16/L respecto a controles (0 Co) Asi mismo, & observo un
incremento en los niveles de metabolitos biliares del BaP tanto en los pecest@x@u
1pg/L comoa 10pug/L respecto al control (1§ 197 veces respectivamentéfigura 4.9).
Respecto a los pardmetros moleculares evaluados, seddetecinedio dk analisis por
Western blotunabanda del tamafio esperado (55 kDa) correspondiente a la CYP1A sélo en
los peces expuestos BaP /L y en los inyectados con BNBO mg/kg p.o. utilizadocomo

control positivo (Figura 4.8).

Cabe mencionar que tanto pdta carpio como paraP. laticepsno se observaron
diferencias significativas entre los peces que permanecieron en agua de red|¢€0)
expuestos a la maxima concentracion del solvente utilizado como vetiétuBaP (CoSv)

en ninguno de los biomarcadores evaluados.
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Tabla 4.3. indices fisiologicos deCyprinus carpioluego de 14 dias de exposicién a dos
concentraciones subletales de BaP disuelto en agua bajo condiciones estandeatdddabo

= (ei(e)f e cN @ plol{elelg| 1,22 £0,034 1,35+0,05 1,34 +0,04 1,31+0,03

) (8) (8) (8)
indice 1,25 £ 0,06 1,82 £ 0,02 1,72+£0,12 1,99 £0,14*
hepatosomatico M ©)) (8) (8)

Los datos se expresan como media £ ESM, entre paréntesigsecindimero de muestras. Co, peces
en acuario control expuestos a agua de red no clo@maSv, peces en acuario control solvente
expuestos a una solucion de acetona 0,05 ¥Bak 1 y 10peces expuestos a 1y 10 pug BalR4s
diferencias estadisticas significativas entre los grupos aleagon mediante ANOVA (p < 0,05) y
comparaciones multiples Prueba de Tukey. (*) Indica difgas significativas respecto a individuos
control(Co).

Tabla 4.4. indices fisiologicos d®imelodella laticepsuego 7 y 14 dias de exposicion a dos
concentraciones subletales de BaP disuelto en agua bajo condiciones estandeatdddabo

J A ——

0,71+0,02 0,72+0,01 0,73+0,03 0,71+0,01 0,75+0,02 0,78+0,02 0,79+0,01 0,78+0,02
(20) (20) (20) (20) (20) (10) (20) (10)

1,17+0,05 1,13+0,06 1,18+0,05 1,19+0,07 1,13+0,08 1,23+0,06 1,45+0,06 1,35+0,09
(10) (20) (10) (20) (20) (20) (10) (20)
Los datos se expresan como mediESM, entre paréntesis se indica el nUmero de muestrage€as
en acuariocontrol expuestos a agua de red no clgr&ta Sv, peces en acuario control solvente
expuestos a una solucion de acetona 0,05 ¥Bak 1y 10, peces expuestos a 1 y 10 ug BaR4.
diferencias estadisticas significativas entre los grupos aleagon nediante ANOVA (p < 0,05y
comparaciones multiples Pheede TukeyFC: factor de condicién; IHS: indice hepatosomético.
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Figura 4.6. Biomarcadores bioquimicos d€. carpio evaluados luego de la exposicion a dos
concentraciones de benzo(agpb BaP) en agua bajo condiciones estandar de laborat@ig peces

en acuario contraxpuestos a agua de nea cloradgn=7); Co. Sy peces en acuario control solvente
expuestos a ureplucion de acetona 0,05 % {h=8); BaP 1y 10, peces expuestoslay 10ugBaPL
(n=8 para cada grupo). Los datos se expresan como mé&fdM. Las difeencias estadisticas entre
grupos fueron analizadas mediante ANOVA (p<0,05) y coagianes multiplespruebade Tukey;

(*) indica diferencias significativas respecto al resto dgiapos evaluados.
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Exposiciéon en agua Inyecciénintraperitoneal

Cosv BaP1 BaP10 BaPi10 BaP20 M BNF

72kDa—

55kDa— ——

I

Figura 4.7. Inmunodetecciérpor Western blotde la proteinaCYP1A de C. carpio luego de la
exposicién a BaP en agua y por medio de inyeccién intrapeatoMuestras de ES: Co sy, control
solvente;BNF, control po#tivo de B-naftoflavona (50 mgiy); BaP, expuestos a una concentracim
benzo(a)pireno en pg/L en ensayo de exposicion en agua/kg neg ensayo de inyeccion
intraperitoneal; M, marcador de peso moleculaPage Rule™. Prestained Protein Ladder
Fermentas).

BaP1 BaP10 Co Cosv BaPl1 BaP10 M BNF Coac

72kDa—
55kDa —

Figura 4.8. Inmunodeteccion poWestern blotde la proteinaCYP1A deP. laticepsluego de la
exposicion a dos concentraciones de BaP en agua. Se sembrastrasnde la fraccioRS de peces
en las siguientes condiciond8NF y Co ag inyectados conf-naftoflavona 50mdsg p.c. Control
Positivo) ycon aceite de maiontrol Negativo)Co y Co sv,expuestos en agua de red no clorada
(Control) ycon acetongControl solvente)BaP 1 y 10,expuestos a 1 y 10 ug/L de BaP disuelto en
acetona en agua de red no clorddamarcador de peso molecul®age Ruler™. Prestained Protein
Ladder, Fermentas).
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Figura 4.9. Biomarcadores bioquimicos & laticeps evaluados luegde 7 y 14 diasle exposicidén

a dos concentraciones de befgpireno(BaP) en agudajo condiciones estandar de laborato@m,

peces en acuario contrexpuestos a agua de red no clorda Sy, peces en acuario control solvente
expuestos a una solucién de acetona 0,05 ¥BaR 1y 10, peces expuestoslay 10ugBaP/L Los

datos se expresan como mediBSM; n=10 para cada grupo. Las diferencias estadisticas entre grupos
fueron analizadas mediante ANOVA (p<0,05) y comparaciongtpies Testde Tukey;(*) Indica
diferencias significativas respectbantrol y (# a la otra concentracién para el mismo tiempo de
exposicion. (V) Indica diferencias respecto al tiempo de exposicion para el mismo tratamiento.

4.3.3Exposicion a sedimento fortificado

La exposicion de 21 dias a sedimento fortificado con BaP no promevibios en los
indices fisiolégicos de ninguna de las dos especies prueba (Tabkuddile se evidencid
una diferencia significativa entre los niveles de ambas especies. Respecto ares pside
estrés oxidativo, se observo urcremento significatio a nivel de las actividades de las

enzimas antioxidantgedanto CAT (34%) como SOD (4@) en las carpas expuestas al
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sedimento fortificado con BaP respecto a las que permanecieron en el sedimé&wolp con
mientras que los niveles de TBARS por el contratisminuyeron {25%) respecto a
controles Por el contrario, la exposicion a BaP en sedimento de la especie nativa nm propi
cambios significativos en estos parametfiégura 4.10).Sin embargpen ambas especies
pruebase evidencié una respuesta a hde biotransformacion. Como se observa en la Figura
4.10un incremento en la actividattla GST y de la EROD se evidencié tantorcarpio
(51% y 58% respectivamente) comoténlittorale (23% y 526 respectivamente) expuestos
al sedimento fortificadocon BaP Por su partelos procesos de detoxificaciGineron
evidenciade por el incremento en los niveles de metabolitos bili@@'2s,16 veces maycen

las carpas y cascarudos expuestos al sedimento fortificado respecto a los peces que
permanecieron en sedimento control (Figuré.10).Respecto a la expresion de la proteina
CYP1A, en la Figur&.11se observa élVestern blote las muestras de la FS de ejemplares
de ambas especies luego de la exposicién a sedimento fortificado cobaBaBsencia de
bandas reactivasdica la expresion de la proteina CYP&A las muestras de ejemplares de
H. littorale y de menor intensidad en las @ecarpioexpuestos a sedimento fortificado con
BaP. Seevidencio la presencia deanda del tamafio esperaden las muestragle FS
obtenidasle los ejemplares de ambas especies que recibieronyecaion intraperitoneal de
50 mg BNFkg (control positivo)al mismo tiempo nee observaron bandas en las muestras

correspondientes a los ejemplares que permanecieron expalestdsnento control.

Tabla 4.5.indices fisiolégicos d€yprinus carpioy Hoplosternum littoralduego de 21 dias
de exposicion a sedimento fortificado con BaP en condiciones de laboratorio.

elEEs s.Co S. BaP s.Co S. BaP
fisiolégicos

Factor de 1,11+0,02 1,13+£0,02 1,47+0,03 1,47 +0,03
Condicion (10) (10) (8)# (8) #
indice 1,64+0,07 161+£0,06 0,73£0,03 0,73+0,05
hepatosomatico (10 (10 (8) # (8)#

Los datos se expresan como mediaSM, entre paréntesis se indica el nimero de mueStr&n,
peces en acuario con sedimento control proveniettards/o Las Flores; S. BaP, peces en acuario
con sedimento fortificado con benzo(a)pirebas diferencias entre los grupos se evaluaron mediante
ANOVA de dos viagp<0,05) (#) Indica diferencias significativas respect@ acarpia
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Figura 4.10 Biomarcadores bioquimicos @ carpioy H. littorale evaluados luego de la exposicion
a sedimento fortificado con benzo(a)pireno bajo condiciones estandar de laboBat@d, peces en
acuario con sedimento control proveniente del arroyo Rlases;S. BaP, peces en acuario con
sedimento fortificado condmzo(a)pireno. Los datos se expresan como meBM; n=10 yn=8 para
cadatratamiento deC. carpioy H. littorale respectivamentd_as diferencias estadisticas se evaluaron
mediante ANOVA de dos vias y comparaciones multiples de Tukey0(p3. (*) Irdica diferencias
significativas respecto al contr@#) Indica diferencias significativas respect@ acarpia
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Hoplosternuniittorale Cyprinus carpio

S.BaP S.Co S.BaP BNF M BNF BaP S.BaP S.BaPS.Co

70kDa ==p

55kDa—> h-.- —

Figura 4.11 Inmunodetecciémpor Western blotle la expresion de la proteina CYR deC. carpioy

la especie nativaH. littorale luego de 21 dias de exposicibn a sedimento fortificado con
benzo(a)pirenoMuestras de la fracciORS de peces expuestos a sedimento control del A° Las Flores
(S.Co) sedimentdfortificado con benzo(a)piren(s BaP); inyectadoscon 50 mg p-naftoflavonakg

p.c. como control positivéBNF); M, marcador de peso molecul®@age Ruler™. Prestained Protein
Ladder, Fermentas).

4.3.4Parametros fisicoquimicos y determinacién de HAPs en sedimento

En la Tabla 4.6 se incluydos valores de los parametros fisicoquimicos evaluados a
lo largo de todo el estudio registrados por medio de electrodos y detevmieadel
laboratorio. Los valores registrados que se presentan en esta tabla cdeesplms primeros
ensayos realizadaen agua durante el periodo de aclimatacion. Considerando que durante el
ensayo los peces no reciben alimento y que los ensayos son de flujo continuo o de renovacion
diaria, los valores de los nutrientes debieran mantenerse entre los valisgades o
menores.Los valores registrados se encuentran por debajo de las cantidades maximas
permitidas(MPQ) tanto de acuerdo con la Ley 240pdra la proteccion de la vida de agua
dulce como con Berdn (1984n base a los resultados obtenidos y dada la edtabilie los
valores registrados en los pardmetros del agua, el seguimiento de estostrpardne

realizado solamente en los ensayos con sedimento.
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Tabla 4.6.Parametros fisicoquimicaeterminados ediferentes ensayos en agua

‘ Parametros N V.R MPQ
Temperatura (°C) 27 21,7+0,5

pH 27 825+003 7,585
OD (mgO,/L) 27 76+0,2 > 4°
Conductividad (uS/cm) 27 9399+1,3

N-NH4" (mg/L) 9 032+009 1,13
N-NO, (mg/L) 10 0,04+0,01 0,06
PRS(mg/L) 10  0,08+0,01

V.R, valores registrados de cada parametro en diferentes ensayaguadurante periodos de
aclimatacion, se expresan como media + ES8Mnumero de muestras evaluadsl?Q, maximas
cantidadepermitidas de acuerdo confaLey 2408 para la proteccién de la vida de agua dyl&&
Berdn (1984).

Por su parte,a caracterizaciordel sedimento del A° Las Flores permitio determinar
gue todos los valorede HAPspermanecieropor debajo de los niveles guianfirmando que
es apto como sitio de referenciagdimento control (Tabk.7).En particularapropiado para
fortificar con BaP ya que los valores de este HAPs se encuentran muy por debayjeld
guia. En la Figurad.12seindicael analisis granulométrico del sedimento del A° Las Flores
procesado y utilizado en todos los ensayos $ipieed donde seuede observamn mayor

porcentaje de particulas finas (limo y arcilla).

Arena

gruesay
Arcilla mediana
17%

Arena fina
27%

Figura 4.12 Composicién granulométrica dstdimento de referencia utilizado en los ensayos tipo
spiked
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Tabla 4.7.Caracterizacion de HAPs del sedimento del A° Las Flores utilizado enskgosn

tipo spiked
# V.R NGCS
HAPS (ng/g p.s)  (ng/g p.S)
Naftaleno 0,26 34,6
§ 2-metil naftaleno 0,15 20,2
'g': 1-metil naftaleno 0,25 -
~ 2,6dimetil naftaleno 1,89 --
Bifenil 0,68 -
Acenaftileno 0,10 5,78
& Acenafteno 0,17 6,71
£ Fluoreno 0,86 21,2
o Fenantreno 4,15 41,9
Antraceno 0,50 46,9
«» Fluoranteno 5,48 111
= Pireno 4,78 53
< Benzo(a)antraceno 3,23 37,7
< Criseno 7,51 57,1
Benzo(b)fluoranteno 6,0 --
«» Benzo(k)fluoranteno 2,71 --
% Benzo(e)pireno 3,58 --
< Benzo(a)pireno 3,45 31,9
Y Perileno 20,68 --
Dibenzo(a.h)antraceno 0,79 6,22
< Indeno(1,2,3-cd)pireno 2,47 -
©  Benzo(g,h,i)perileno 18,75 --

V.R: valores registrados de cada HAPs en el sedimenta’dehs Flores (SR)lutilizado para todos
los ensayos tipgpiked NGCS: niveles giade calidad de sedimensugeridos poCanadd CCME,

19992002)
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Los pardmetros fisicoquimicos del agua evaluados durante el ensayo con t&edimen
fortificado con BaP se presentan en la Tabla #ahto elOD, como pH y conductividad
presentan valores similares entre los acuarios con sedimento &€ol)y sedimento
fortificado con BaRS.BaP)asi como en relacion al acuario que no contuvo peces durante el
periodo experimental, esto se observa para ambas especies Rasg@tia los pardmetros
evaluados en laboratorio tanto los niveles dgNNO, y PRS presentan valores menores en
los acuarios con S.BaP para ambas especies y en esto se acentla en el acuario sin peces. Es
patron también se observa tanto en los niveles de &dR® en los de MOP, pudiendo ser

atribuido a una menor movilidad de los peces expuestos al sedlifoeificado.

Por dltimo, las concentraciones medias efectivgslas cantidades del BaP

determinadas en los diferentes sistemas experimesglpseden observar em Tabla 4.9

Las concentraciones de BaP en el sedimento fortificado a lo largo del periodo ensayad
fueron similares para ambas especies prueba, siendo un poco mayor en el acuario que no
contuvo peces, asi mismo los valores en el S.Co fuesiargialmente menoresspecto al
fortificado. Al mismo tiempo el BaP fue detectado adsorbido al MPS evidenciando una
mayor masa del mismo en el MPS del acuario con S.BaR. digtorale. Asi mismo, la

relacion de BaP presente en el sedimento respeditP8lfue mayor en el acuario d€.

carpio respecto a los dé. littorale, indicando que en estos ultimos el BaP se distribuyé mas

en el MPS en relacién al sedimento.
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Tabla 4.8 Parametros fisicoquimicos del agua de los acuarios de ensayos de exposicién con
sedimento fortificado coBaP

OD (mg/L) 5,39+0,84 5,02+1,31 5,94+0,85 6,62+0,85 7,30+0,85

g 8,4+0,1 8,4+0,2 84401  85+0,1 8,5+0,1

Conductividad
(uS/cm)

NH," (mg/L) 0,28+0,11 0,19+0,11 0,26+0,09 0,20+0,07 0,11+0,01
NO; (mg/L) 0,43+0,07 0,04+0,03 0,32+0,04 0,04+0,03 0,06+0,01
PRS (mg/L) 0,23+0,11 0,09+0,11 0,19+0,10 0,09+0,05 0,19+0,10

954+10 960+8 955+7 964+8 943+7

MPS (mg/L) 441+200 213452 573+268 274+144 1044
MOP (mg/L) 53+18 35+7 67425 39+14 6+2

Los datos se expresan como media + E&W3. S. Co, acuarios con sedimento contr8l; BaP,
acuarios con sedimento fortificado con bgajgreno.

Tabla 4.9. Concentraciones medias efectivas y cantidadeBaPpresente®n los distintos
sistemas experimentales

H_ littorale

Sedimento 3,6+0,3 623,1+10,7 44+12 624,1+40,2 647,8+52,6

(ng/g p-s)
MPS 141+36 13484593 188,4+31,4 1249+350 512,3+73,4
(ng/g p-s)

)
BaP en MPS 3.42 15,83 6,48 20,53 0,33
Relacion de BaP 53 196,9 3,7 167,2 13550,3

(sedimento/MPS)

Los datode concentraciones efectives expresan como medicESM, n=3. (*) valores calculados a
partir de lasconcentracionemedias de BaP en MPS vy los valores medios de Mir&sente®n los
distintossistemas experimentales.
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4 .4 Discusion

La contaminaciorde los ecosistemas acuatioosn HAPs es un fendmeno de gran
importancia debido a las propiedades mutagénicas, carcinogénicas de estostosm@uss

capacidad de bioacumularse en los organismos acuaticos.

En el presente trabajo se evalué por medio de una inyeccion intraperébaésto
de una dosis subletal de HAPs modelo, IBNF, sobre las respuestas de biomarcadores de
biotransformaciéon y de estrés oxidativo @yprinus carpioy una especie nativ@orydoras
paleatus Al mismo tiempo se estudio el efecto AP, un HAP presente en el ambiente
acuatico aportado tanto por fuentes naturales amtrépicasque puede ser incorporadmr
los organismoscuaticos a través de diferentes rutasdeeso En particularse evaluaron las
respuestas de los biomarcadore€dearpioy dos especies nativag>( laticepsy H. littorale)
luego de exposiciones a dicho compugxipo medio deliferentes viasuna unica inyeccion
intraperitoneal, disuelto en agua y en sedimento fortifichdoto la dosis ensayada de BNF
como las de BaP en diferentes matrices fueron toleradas por los peces ya que no&e obser
mortalidad en ninguna de las especies prueba utilizadas.

Los indices fisiolégicos en general pueden ser indicadores de efecto tdzidos,
permitiendo realizar una primera aproximacion e identificar potencetessiciones y
efectos de los poluentes por medio de medicisegillas (Mayer y col., 1992) os
resultados de todos los ensayos realizados con HAPs en el preserie ésatb@nciaron que
el FC de ninguna de las especies prueba se vio modificado como consecuencia de la
exposicion aBNF y a BaP Estos resultados coinciden con los reportados en ejemplares de
Morone saatilis (Washburn y col., 1996y en ejemplares d€. capio luego de 72h de
exposicion (Ascar y de la Torre, 2005) inyectados con la misma dosis de BBlferdlencia
similar fue observada en el IHS excepto en la exposicidd. @arpioa 10 pg/Lde BaP en
agua, donde se observo un incremento del 59 % en relacion a los ejemplaresEdit®l.
generalmente provee informacién sobre la actividad metabdlica del l{Rggkenaly Tesch,
1978).0tros autores han reportado valores elevados del IHS como resultado de la exposicion
a hidrocarburos, interpretando que los mismos fueron causados por hipertrofia en el higado
(Corsiy col., 2003).

El metabolismo del BaP, como el de otiddPs, consta de dos pasos: grimer

lugar, los procesos de biotransfacion defase Ique involucrara accion de oxidasas y la
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formacién de dickpoxidos.Se ha reportado que la induccion del citocromo P450 1A,
componente terminal de laxidassde funcién mixta, tiene lugar como consecuencia de la
exposicion a estos compuestq$&soksgyr y Husgy, 1998En el presente trabajo, dicha
induccion medidaya sea a travéde lainmunodetecciorde la proteina CYP1A como por
medio de la actividad cataliti de la7-etoxiresorufin-Odeetlasa(EROD) fue confirmada en
los ensayos de exposiciéBaP. EnC. carpiose observd una induccién en la expresion de la
CYP1A tanto en los pecesyectados con BaP (20mg/k@NF (50 mg/lg) y expuestosa
BaPen agua (10 pgjL En los peces inyectados cbd mg/lg de BaPse indujo su expresion
aunquela bandareactiva correspondiente a CYP1A fue observada débilmAhtaismo
tiempo, la induccion de esta proteina fue observada en los ejempl&estileepsexpuestos
durante7 diasa 10ug/L de BaP en agua y luego de la induccion con 5G&gig BNF. Cabe
mencionar, que en ambas especies prueba este parametro no fue inducidgesnplases
expuestos a la concentracion mas baja de BaP en aguglLjlni enninguno de los grupos
control. Resultados similares fueron reportados por diversos autores luego de la induccién de
diferentes especies con BNF, por ejemplo: el bac&adys morhup (Husgy ycol., 1996,
la trucha arcaris (Aluru y Vijayan, 2004) yen el lenguadoScophthalmus maximu$g (Hart
y col.,, 2007). A su vez Patel y col. (2006) reportaron un incremento concentracion
dependiente de la CYP1A luego de la exposiciorFdedulus heteroclitus las mismas
concentraciones de BaP en agua que las utilizadas en este trabajo. Estos aui@ges tam
observaron la expresion de la CYP1A en los ejemplares expuestpg/h de BaP.Por su
parte, la exposicion a sedimento fortificado con Ballencié una induccion del citocromo
P450 1A principalmente a través del incremento en la actividad de la ER@Dd&6t
carpio como deH. littorale con un incremento similar de ambas especies respecto a su control
(Figura 4.13 A)Bonacci y col. (2003)eportaron una relacion dosisspuesta en la actividad
de la EROD de anguilas europeas expsdstato a BNF como a BaP dentro del rango-0,1
10 mg/lg de exposicion intraperitoneal.

Por otra partedurante Emetabolismo ddase lIseincluye la conjugaciomle ciertos
HAPs (entre ellos el BaRpn intermediarios como el glutation, a través de la actividad de la
GST. El incremento de la actividad de la GST ha sido reportada por diversossaeior
ensayos de laboratorio como consecuwerg laexposicion adiversos agentes inductores
tales como los HAPs (van der Oost y col., 2003) y en particular con BNF (Ascar y de la

Torre, 2005; Scarcia y de la Torre, 2008). En el presente estudio la exposi€ionaipioa
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BaP por medio de una inyeccion intraperitoneal de (10Bafgkg) no evidencié cambios
significativosen la actividad de esta enzinféin embargo, se observd un incremento en la
actividad de la GST en los ejemplaresecarpio(48%) y deC. paleatug52%) inyectados

con BNF. De la misma manera, Ascar (@D@eportéun incremento en la actividad de esta
enzima enC. carpio bajo las msmas condiciones experimentales que se utilizaron en este
trabajo. Al mismo tiempo, la exposicion @e carpioa BaP eragua (1 y 1Qug/L) tampoco
evidencié cambios significativos en la actividad de la GST. Resultadosrsesnfueron
reportadospor Jifa y col. (2006) pardateolabrax japonicusconsiderando tiempos de
exposicion similares (125 dias) para concentraciongs BaP en agua en el orden de las
evaluadas en el presente estudio. Sin embargo estos autores observaron inog&id@ism
significativa en un tiempo menor (6 dias) y luego un incremento sigtvd en un periodo
mayor al de este estudi®or su parteal evaluar la respuesta de esta enzima en la especie
nativa @. laticep3 luego de 7 y 14 dias de exposicion a dos concentraciones de BaP en agua
observamos en el tiempo inicial un incremento significativo respegiiad control y luego

una disminucion en la actividad sin diferenciarse del control. Esto fue abeaimicarante

para la mayor concentracion de BaP en agua. Por otra parte, la exposicion de 21 dias a BaP
por medio de sedimentos fortificados favorecié un incremento en la actdedadsST tanto

en C. carpio (51%) como erH. littorale (23%). En este estudio tarién se observd un
incremento en la actividad de la GST en los ejemplar€s darpio(48%) y deC. paleatus

(52%) inyectados con BNF.

Finalmente, en la Figura 4.13 A se pueden obseevarforma comparativdas
respuestas de los parametros biomarcadores a nivel de biotransformaCi@agnoy en las
especies nativas luego de la exposicion a BaP por medio de diferentes niatrices los
casos se evidencio una tendencia de incremento tanto a nivel de fase |, ya sea a & medio
la expresion de la CYP1A como de su actividad catalitica (EROD), como a nivededd f
(GST). El incremento de esta Ultima enzima fue mas evidente frente a laceExpdsi BaP

por medio de sedimento fortificado y en la esp€ciearpia
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Figura 4.13. Pardmetros biomarcadorés) de biotransformacidly detoxificacion (B) y de estrés
oxidativo evaluados e@. carpio (barras vacias) y las especiwtivas (barras rayadas) luego de la
exposicion a BaP en las diferentes matrit@s, peces expuestos a BaP por medio de una inyeccién
intraperitonealAgua BaP1, peces expuestos a BaP en aguag/l); Agua BaP1Q peces expuestos a
BaP en agua (1Qg/L); Sedimento BaR peces expuestos a sedimento fortificado con BaP. Las barras
representan el porcentaje de incremento o disminucién defdaeasta de cada parametro respecto a su
control respectivo. (*) Indica aquellos parametros que seathi€iaron significativamente de su grupo
control.
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El metabolismo de estos poluentes puede generar especies reactivas de oxigeno
(EROs)capaces de reaccionewnmacromoléculas produciendo lesiones, por ejemplo a nivel
de lipidos.Dentro de las defensas antioxidantes enzimaticas la actividad de la CAT y SOD
pueden ser alteradas por la exposicion a este tipo de poluentes (Monserrat y colLa2007).
exposicion dos HAPs evaluados en este trabajo por medio de una inyeccion intraperitoneal
provocO cambios significativos en la actividad antioxidante de lasiaszvaluadas tanto en
C. carpiocomo en la especie nativa. La actividad de la CAT incredrsgpificativamente en
ambas especies frente a la dosis ensayada de BNF, mientras que con la dosisede BaP
aumento no fue significativo. su vez la SOD tuvo una respuesta diferencial entre ambas
especies, incrementando su actividad en las carpas luego de la exposiidosaH&APs y
disminuyendo en la especie nativa frente a la dosis de BNF. Asi miswoar, YAde la Torre
(2005) reportaron la ausencia de cambios en la actividad de CAT y un incremento en la
actividad de la SODOde C. carpio utilizando la misma dosis de BNF bajo las mimas
condiciones experimentales que en este estirtio.su parteen C. carpio se observd un
incremento en los niveles de TBARS, evidenciando el dafio oxidativo a nivpldies IEomo
consecuencia de la exposicion a ambos HAPs. Esto ultimoapestar evidenciando que
frente a este tipo de exposicion la actividad de las enzimas antioxidariteson suficientes
para prevenir el dafio oxidativo a nivel de lipidasego de 14 dias de exposiciamBaP en
aguaC. carpioevidencié un incremento Unicamente en la actividad de al SOD en los peces
expuestos a 1Qg/L, por su parteno se observaron cambios a nivel de TBAR8sultados
similares han sido reportados por Jifa y col. (2006) quienes observaron luego de la induccién
con concentraciones similares de BaP en agueicremento en la actividad de la SOD, sin
cambios en CAT. Estos resultados podrian estar indicando la ausencia de dafloda niv
lipidos como resultado del incremento en la actividad antioxidante evidareiatvel de
SOD. Al mismo tiempo, el efecto del BaP soBrdaticepsen el menor tiempo de exposicién
no promovié cambios en la actividad de CAT ypoco um respuesta uniforme en los
niveles de TBARS, aunque hubo un incremento en los pexmsestos al pug/L. Sin
embargo, luego de 14 dias de exposicion a BaP promovié un incremento en la respuesta
antioxidante de ambas enzimas (SOD y CAT) asi como en los niveles de TBARSe esto
manifesté de forma mas evidente en la mayor concentracion d€Bai®.en el caso de otros
peces expuestos a distintos HAPs y a otros poluentes organicos todaszitaasen

antioxidantes medidas resultaron inducidas, probalvitaméebido a un incremento en la
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cantidad de aniones superoxido originados y g@,ldomo consecuencia de la actividad de
SOD, los cuales requirieron de la actividad de CAT para su descomposicionLApegay

col., 2008). Sin embargo el incremento en ddvadad de estas enzimas no fue suficiente
como para impedir el dafio producido en lipidos. Esta interpretacion iétampiede ser
aplicada a los resultados obtenidos @n carpio luego de la exposicibn a sedimento
fortificado con BaP con la diferencia que en este caso se observé una disminucién en los
niveles de TBARS. Esta disminucién podria deberse al incremento de la actividad
antioxidante enzimatica (SOD y CAT) ya que la disminucion en lodasd de TBARS vy el
incremento de las enzimas podria ser un ejemplo de recuperacion del dafosaelipil
tiempo, esto ha sido observado principalmente asociado al incremento d¥éi&L dpez y

col., 2008). Estosesultados sugieren que los procesos de biotransformacién generados por
compuestos del tipo de los HAPs involucran también la induccion deddéensas
antioxidantes.Respecto a la exposicion de la especie natialittorale, a sedimento
fortificado con BaP ngeevidencio ua clara respuesta antioxidante ya que no se observaron
cambios en los niveles de ninguna de las dos enzimas (SOD y CAT) pero tampbserso

dafio oxidativo a nivel de lipido&s importante tener en cuenta que la GST cataliza la
conjugacion del GSH cooompuestos electrofilicos aunque también puede hacerlo con los
derivados del proceso de peroxidacion lipidica tales coméniglrdxinonenal. De esta forma

y dado que la técnica utilizada no permite identificar las distintas tipos leestss, no se
puade descartar una accion combinada detoxificante y antioxidante por conjugacen de |
GST. Generalmente una induccién simultanea en la actividad de ambas enzimas ha sido
observada luego de la exposicion a una variedad de poluentes organicos y matales, si
embargo dichas respuestas pueden ser transitorias y variar para las diferpatéss es
(Livingstone, 2001). Sin embargo, las actividades antioxidantes hepddigeses expuestos

a HAPs han mostrado una amplia variedad de respuestas, observandosecdesdatios,
disminucion y hasta ausencia de cambios, indicando una complejidad en lossmesale
regulacién En la Figura4.13 B se observan las respuestas de todos los parametros
biomarcadores de estrés oxidativo evaluado€ eparpioy especies nativas luego de su
exposicion a BaP a través de diferentes matrices. El incremento en este tipo dérgmrame
estuvo dado principalmente en la especie nativa luego de su exposicion a BaP en agua,
pudiendo reflejar la sensibilidad de esta empaceste tipo de exposicion. Por su patte,

carpio evidencié un mayor incremento en la respuesta de ambas enzimas antioxidgsytes |
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de la exposicion a sedimento fortificado, sin detectarse dafio oxidativel @aiipidosEsto
estaria indicandque los procesos de biotransformacion generados por compuestos del tipo de
los HAPs involucran la induccion de sistemas de defensa antioxidante, tant@bdichas
respuestas estarian condicionadas por la variabilidad entre espegpes el tipo de
exposicid.

Por su parte,relos peces la vesicula biliar es la ruta mn&sortante de excrecion de
los HAPs. Luego de la biotransformacion, los metabolitos de HAPgxaoetados hacia la
bilis y concentradosEn el presente trabajo, se evidenciéo un importante incremento en los
niveles de metabolitos biliares tanto @ncarpiocomo enP. laticepsy H. littorale luego de
las diferentes vias de exposiciym segpor medio de unanyeccion intraperitoneal, en agua 1
y 10 ug/L y en sedimentdortificado (Figura 4.13 A)Este incremento en los niveles de MB
fueron mas evidentes en la especie n®Riviaticepduego de la exposicion a la concentracion
mayor de BaP en agua, mientras queCercarpio la exposicion a sedimento fortificado
también evidencio incrementos importantes en los niveles deEBB8s resultados evidencian
gue la exposicion a BaP induce los procesos de detoxificacion a través de la\@barul
Resultados similares fueron oepados por diversos autores luego de la induccion con BaP
por medio de inyeccion intraperitongaan der Hurk, 2006) asi como por recolecciéon de
ejemplares de sitios con sedimentos contaminados con BaP Hé#rss(Richardson y col.,
2004; Yang y Baumma, 2006).

Finalmente, los niveles de BaP a los que estuvieron expuestos los ejemplareasde amb
especies prueba durante los ensayos con sedimento fortificado fueron eaeltd niveles
guia de calidad de sedimentos para la proteccion de la biota acuatica sugerido pocia Ag
de Proteccibn Ambiental de Canada (31,9 ng/g; CCME, 2092). Asi mismo, las
concentraciones medias efectivas de BaP en el sedimento de todos los acuaa® 8. B
encuentran en el orden del nivel de efecto mas probagkrido por Canada (782 ng/g;
CCME, 19992002) y en el rango de niveles reportados por diferentes autores en ambientes
contaminados (Sojinu y col., 2010; Cachot y col., 2006; 2007). Si bien las concentraciones de
BaP en el sedimento fortificado a lo largo del periodo ensayado fueroaresylara ambas
especies prueba se evidencié una mayor masa de BaP en el MPS en el a¢tdritodde
gue al mismo tiempo se relaciona con una menor relacion sedimento/MPS del (t@xi

Tabla 4.9). Por lo tanto estossultados podrian evidenciar una distribucion del BaP en ambas
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matrices diferente para cada especie prueba, que a su vez puede estar relacionado con une
mayor movilidad de la especie nativa lo cual también se ve reflejlado en la mayor

concentracion de MP&etectado en el mismo acuario.

Cabe destacar que se evidencid una mayor respuesta de los biomarcadores en
carpiorespecto de la especie nativa tanto a nivel de biotransformacion y deto&ificamo
los relacionados con el estrés oxidativo (Figura 4.13). Una posible interpretacion de estos
resultados podria estar relacionada con la incorporacién del BaP via inged&a al
sedimento, matriz en donde el téxico tuvo mayor presefda.vez, se podria relacionar con
el habito detritivoro predominanés C. carpiorespecto &. littorale que si bien se alimentan
removiendo el fondo, la dieta de esta especie se basa en diferentes micro cyustectos

gue habitan en fondos limosos (ver capitulo 3, seccion 3.1).
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5.1 Introduccién

En los dltimos afios se lexidenciadajuenumerosos compuestos quimicos de origen
antropogénicdiberados al ambiente acuatico son capaces de alterar el normal funcionamiento
del sistema endocrino de lasganismos que lo habitan y por ello se los ha denominado
desorganizadores endocrinos (ED@s| inglésendocrine disruptingchemicaly. Entre los
EDCs artificiales se encuentran insecticidas (diclorodifeniltricloroetabd y metabolitos,
aldrin, paration), herbicidas (atrazina, triflouralin), biocidab(tilestaReTBT), estrégenos
artificiales como el dietilestilbestradustancias de uso cotidiano en el haganla industria
(alquilfenoles PCBs, bisfenol-A). Existen diversos mecanismos por los cuales estos
compuestos pueden perturbar la funcion endocrksa los mismospueden modificar,
bloquear o imitar el efecto de las hormosaguales esteroideas (estrogenos y andrégenos)
por medio de launion al receptor de la hormonataral, pueden alterar la sintesis y
degradacion de las hormonas naturales o modificar la produccién y funcionamiento de los

receptores de las mism@&zquez-Duhaldt y col., 2005).

Los alquilfenolespolietoxilados (APES) son ugrupo de tensioactivogmpliamente
utilizados una molécula de APEs consta de dos partes: alquilfenol (AP) y un resto de
etoxilato (EO), esta estructura hace soluble en agua y ayudispersar grasas y suciedad
de superficies en agua. LOBPEs pueden ser utilizados como detergentes, agentes
humectantes, dispersantes, emulsionantes, solubilizantesmadoresde espuma.Son
importantes para una serie de aplicaciones emdiastriadel papel, texti] plasticos aceites
lubricantes comosurfactantes en pesticidas agricofasombustiblesasi como para el uso
doméstico etta fabricacion deproductos de limpieza principalmentéirfg y cd., 2002. Las
formulaciones industriales estamompuestas generalmente por mezclas en laslapie
principalesAPEs usados sorctilfenol y nonilfenol polietoxiladoscon una longitud de la
cadena del polietoxilatmjue puede variaentre 1 y 50 unidades, dependiendo sie
aplicacién.Los APEs pueden ser biodegradados por medio de mecanismos que implican la
pérdida gradual de grupos etoxi haciagéneres mas cortos, estos procesos pueden realizarse
bajo condiciones aerdbicas como anaerdbicas siendo las primeras mas €éatvasol.,

2002). Por su parte, la temperatura también tiene una fuerte influencia en ladadlale
biodegradacion detoxilatos de nonilfenol, se ha demostrado que la biotransformacién de

estos compuestos es dd@ veces superior a mayor temperatura (Soares y col., ZQ83.
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los principales productos de la degradacién microbiana se encuentran el actilfeh
nonilfenol los cuales son conocidos por ser mas toxicos y persistentes que sus precursores
(Ying y col., 2002 Toyama y col., 2011

El nonilfenol (NP)es un compuesto xenobibticaya estructura quimigaresenta un
anillo fendlico y una cadena de nueveboaros en la posiciopara (Figura 5.1 A).En
condiciones ambientales se presenta como un liquido viscoso, no metilslgua yse
produce industrialmente palquilaciénbajo condiciones de catalisis aciffdoares y col.,
2008).Es un compuesthpofilico con un elevado coeficiente de particion octanol/agua (log
Kow=4,48) y baja solubilidad en agua (4,9 mg/pjesenta baja movilidad limitando su
capacidad de difusién en la fase acuosa del suelo y sedimento y tiende a adsothers
materia organicala presion de vapor y la constante de la Ley de Henry (2,8P4l§ 0,84
Pa ni/mol respectivamente) indican que se trata de un compuesto organico seimivolati
(Vazquez-Duhaldty col., 2005; Soares y col., 2008n aguas superficiales la concentracion
del NP puede disminuir debido a la fotdlisis inducida por la accion de la luz solar, sin
embargo en sedimento presenta un tiempo de vida media mayor de GGzdingy col.,
1999). El NP ha sido identificado como uno de los metabolitos méas criticos de los APEs
debido a su resistencia a la biodegradacion y posibilidad de acumularse egtirfeentos y
bioacumulase en organismos acuaticoBor su parte, diversos autores han reportado la
actividad xenoestrogénica del N8ofé y col., 2000; Ying y col., 2002; Lalah y col., 2003;
Vazquezbuhaldt y col., 2005; Soares y col.,, 2008 se ha determinado que imita el
comportamiento de la hormona enddgéig-estradiol(E2) y compite con la mismgor el
sitio de unién del complejo de receptor de estrégeno (Figura.3.aBctividad enddcrina del
NP se debe principalmente a la posicgara del grupo-OH fendlico ya la cadena lateral
alifdtica ramificada, caracteristicas que acenttan la similitud estructuted ambos
compuestos (Figura 5.1Apoares y col., 2008)Jn aspecto a destacar es do® isbmeros
con cadena lateral ramificada presentan mayor resistencia a la degradacionetjos qge

poseen una cadena lineal (Toyamaly, @911).

Debido al uso intensivo de los APEs en el ambito doméstico, en kstriaddel papel
y textil, gran parte dl NPE producido por la industria se degrada a tralesratamiento de
aguas residuales industriales y municipales y se libemaedlo acuatico en forma de NP
(95%) y otros metabolitos intermediosas persistente®or lo tanto,d principal fuente de
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NP en las aguas superficiales (arroyos, rlagps y estuariosy en los sedimentos parece

estar estrechamente relacionada con la descarga de efluentes de plantas de trammiento d
aguas residuales, cola proximidad a zonas industrialesurbanas y otras actividades
antropogeénicas tales como descargas de aguas pluviales y esc@aetyacol., 200Q Ying

y col., 2002; Lalah y col., 2003; Soares y col., 2008).

OH

(A) (B)

@ I )EW Respuesta biologica

5 Membrana
HO plasmatica

17B-estradiol (E2) Receptordeé & @

Hormona Proteina

-~
A 4 < & ANA
Nucleo ﬁg DNA
HO

Nonilfenol (NP)

(ramificado)

Figura 5.1.Estructura quimica del 17 B-estradiol y nonilfenol ramificado (A) y esquemaut® de los
mecanismos de accionld®nilfenol la competencigor la union al receptor de estrogestm 17 f-
estradiol(B) (adaptado de Soares y col., 2008)

La distribucion del NP eal medio acuatichasido reportad&n varios rios en Europa
y EE.UU., donde se habservadaue se concentra principalmente en los sediméb&dah y
col., 2003) Se han reportado concentraciones deddsde 0,0232 pg/L en aressrcanas
zonasurbanizadas (Li y col, 200415 pg/L aguas abajo de la descargausha planta de
tratamientade aguas residuales (Petrovic y col., 200Basta 343 g/l muestras del efite
de plantas de tratamiento (Ying y col., 20023s concentraciones de NP en sedimentos de
diferentes rios cercanos a zonas urbanizadass@®232 |g/g) y en zonas influenciadas por

descargas de plantas de tratamiento da &mpinieles van desde,645 g/g (Petrovic y col.,
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2002) a 13 pg/g (Ying y col., 2002). Por su panen@estro pais, dean detectadniveles de
hasta 5 pg y 20 ug/L de NP en los sedimentos y aguas superficialeardeyos del

conurbano de la provincia de Buenos Aires, @epamentdMeijide, 2007).

Diversos estudios en teledsteos han demostrado que la exposicion a algsilfen
produce trastornos a nivel reproductivo enpeses, los cuales conducen anu@nor éxito
reproductivo, pudiendafectar el crecimiento poblacional y la biodiversidados cuerpos de
agua.En particular, un efecto conocido de compuestos xenoestrogenos sobre peces oviparos
machos o juveniles es la induccion de la vitelogenina (ytgieina precursora teyema de
huevo, que se produce en el higado en retpades niveles elevados de fi-éstradiol (E2)

y esta presente en altos niveles en la sangre de los peces hembra. A pesar de que el gen Vic
esta presente en los machos no se exgrasdo tantolos niveles plasmaticos de Vipn
normalmentebajos o inexistentes, por lo tanto la deteccion de los niveles de Vigapilassn

ha sido ampliamente utilizado como biomarcaderexposicion a xenoestrogertasto en

estudios de laboratorio como @ampo (Schwaiger y col., 2002; Hennies y col., 300
Vazquezbuhaldt y col., 2005; Mitchelmore y Ric006; Porte y col., 2006; Genovese y

col., 2011).

Si bien el NP es conocido por su efecto catesorganizadagnddécrino, se dispone de
menor informacion respecto a los posibles efectos adversos oagiipad subproductos de
procesos de biotransformacién que den origen a especies reactivas de oxigeno EEROSs).
este contexto, el efectsobre biomarcadores hepaticos a nivel de bisfaamacion fue
reportado potJguz y col.(2003 y Vaccaro y col.(2005)para el NP y el E mientras que
Pérez Carrera y co{2007) reportaron efectos a@etividad antioxidantérente a NP Por su
parteSolé y col. (2000) han evaluado el efectaudessteroide sintéticl 7 a-etinilestradiol)
sobre las respuestas de enzimas de fase Il y antioxidantes.
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5.1.1Hipdtesis y Objetivos
Hipétesis:

La exposicion de ejemplares juveniles de las especies prueba a compuestos
desorgaizadores enddcrinos estrogenizantes proguoeipalmentauna respuesta a nivel de

la inducciébn dela expresién de la vitelogening también promueveprocesos de

biotransformacién pudiéndose origireapecies reactivas de oxigeno

Objetivos:

1. Estudiar el efecto deompuestosnductores especificos de la expresion de la vitelogenina

(17B-estradioly nonilfenol) sobre los biomarcadores propuestos.

2. Evaluarbajo condiciones de laboratora efecto adverso producido plarexposicién a
sedimentdfortificado con un compuesto desorganizador endocrino presente en el ambiente

acuatico gonilfenol).

3. Evaluar el antisuero anti \4 dirigido contra la proteina vitelogenina @gprinus carpio
como herramienta para la deteccion de los efectos desorganizadores endd@rings d

compuestos evaluados en el presente capitulo espeeies nativas

5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Bioensayos de intoxicacion inducida

Se realizaron ensayos de intoxicacion inducida por medio de una Unica inyecci6
intraperitonealip) bajo condiciones estandar de laboratorio como se ha sido descripto en el
Capitulo3 (ver seccion 3.24). Previamente a los ensayos fteces fueron aclimatados bajo
condiciones controladas de laboratorio como se describe en la seccién 3.2 (ver Fig8ea 3.1).
evaluaron las respuestas agudasoddiomarcadores propuestérente a una dosis subletal
de 17 B-estradiol (10 md=2/kg p.c.) ononilfenol (100 mgNP/kg p.c.) disueltos en aceite de
maizluego de 72 h de exposicidastos ensayos se realizaron con ejemplaresniles dda

especie prueba estandarizg@gprinus carpi9 con un p.c. de 17,4 + 0,5 g y longitud total de
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10,4 + 0,1cmrphediat ESM; n = 24); y la especie nativRimelodellalaticepscon un p.c. de
1,4 £0,1 g y longitud total de 5,9 £ 0,1 (medE&S&M; n = 21).

Las dosis de E2 y NP se basaron en estudios querdpmortado un efecto
desorganizador endrino luego de la inyeccion ighe estos compuest@€hristensery cd.,
1999; Cainiy col., 2002 PerezCarrera y col., 2007).

5.2.2 Exposicion a sedimentos fortificados con nonilfenol

Se evalud el efecto adverso producido por la exposicion a sedimento fortificado con
NP. Se utilid sedimento seco proveniente del arroyo Las Flores (sedimento de referencia)
previamente procesado como se indicé en el Capitulo 3 (ver seccid). ERskedmento fue
fortificado con NP (Fluka, 85% de pureza basado en el contenidasdengros con mezcla
de compuestos con cadena lateral ramifiradidizando una solucion madre de en acetona
(13 mg NP/ml) para lograr una concentracién teodrica de 3 mg NiP&de sedimento. &
solucion madre fue agregada al sedimento seco como se describié en la secaon 3.2.1
permaneci6 mezclandose durar2@ dias (ver Figura 3.4A). La concentracion fue
seleccionada en base a bibliografia y a concentraciones reportadas en el aivbigdéee (
2007 Soares y col., 2008Estos ensayos se realizaron qoreniles deCyprinus carpiocon
un p.c. de 7,1 £ 0,3 g y una longitud total de 8,6 £ 0,1 cm (media = BESN)) yejemplares
de la especie nativ&, paleatuson un p.c. de 3,3 £ 0,2 g y una longitud total de 5,9 £ 0,1 cm
(media £ ESM;n=24). El disefio experimentaltilizado fue descripto en el Capitulo 3 (ver
Figura 3.4).Los peces fueron divididos al azar en los diferentes acuarios manteniendo un
densidad de carga de 2,0 g f.@araC. carpio(n=10) y 1,8 g p.¢L paraC. paleatugn=12).
Durante el ensayo, se tomaron muestras de agua donde se midieron parancetogtisios
basicos, material particulado en suspensién y muestras de sedimerdgcsdonaidieron las
concentraciones efectivdel toxica Con el objeto de minimizar la degradacion microbiana a
las muestras se les agreg6é formaldehido hasta alcanzar una concentracion(ABHE/
2005), las muestras de sedimeritego se homogeneizaron y dejaron secar a temperatura
ambiente.Luego de 21 dias de exposicion los peces fueron anestesiados, sacrificados y
procesados como se describio en la secBiBry las diferentes muestras fueron almacenadas

a-80°C hasta su procesado.
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5.2.3 Parametrosvaluados

5.2.3.1 Parametros lmmarcadores

Se determinaron los indices fisiologicos (FC e IHS) tal como fueron jgkescen la seccion

3.4.1. Se evaluaron los biomarcadores asociados a la biotransformacionecawctovitlad
enzimatica de GST segun ha sido descripttaeseccidr3.4.2. Asociados al estrés oxidativo

se evaluo la actividad enzimética de la CAT y SOD asi como los niveles de TBARSId0

las condiciones ya descriptas en la sec8idtB. Por ultimo en los bioensayos de intoxicacién
inducidase evaludnedianteinmunodetecciote presencia de la proteina Vtg en plasmiao
biomarcador asociado a la presencia de compuestos desorganizadores enddécrinos, segun he
sido descripta ela seccior8.4.4 Para esto se utilizé el antisuero anti-Btgbtenido durante

este trabajo de Tegfger Anexo).

5.2.3.2 Parametros fisicoquimicog determinacion de NP en sedimento

Se registraron los parametros fisicoquimicos basicos del agua de los acyaaitis de
muestras tomadasn al menos dos oportunidades a lo largo del periodo experimental. Se
determiné el pH, la conductividad y el oxigeno disuelto (OD) por medio de electrodos de
campo. En los ensayos prolongados se tomaron muestras denagjugempoy se determiné

la con@ntracion de amonio (NfJ, nitrito (NO,) y fosforo reactivo soluble (PRS) mediante
las técnicas especificadas en la sec8i6nEn los ensayos con sedimento también se evaluo
el material particulado en suspension (MPS) y la materia organica partigM@d) segun

han sido descriptas en la seccién 3.5.

Las determinaciones de las concentraciones efectivas del NP en sedimentaasenezii el
laboratorio del Centro de Investigaciones del Medio Ambiente (CJ¥Magultadde Ciencias

Exactas de la Universidad Nacional de La Plets muestras de sedimerit@ron secadas al

aire, homogeneizadas y tamizadas. Submuestras dee8ligpersarorcon sulfato de sodio
calcinado a 550 °C. La extraccion del NP de los sedimentos se realizd peacEmn
utilizando 3 contactos de metanol acidificado, como solvente de extraccion en una relacion
1:5 (solido:solvente). Los extractos obtenidos fueron unificados y secados en corriente
nitrogeno hasta sequedad. Las muestras fueron resuspendidas en 1 ml de agua: metanol

(50:50) v filtradas por membrana de 0,45 micrones para su posterior analisis instrumental.
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Para el andlisis instrumental se utilizo un HPLC, marca Agilent, madé¥o, acoplado a una
columna de C18 usando como fase movil una mezcladigmzide metanol: fénico 0,1%
(90:10). Como detector se utihzin espectrometro de masas marca Agilent, modelo VL, con
fuente de ionizacion ESI operando en modo negativo, por monitoreo del ion selectivo (SIM)
de las especies moleculares-Bl m/z=219 y sus fragmentos de m/z= 147 y 133. La especie
mAas intensa se agara cuantificar (m/z=219) y las transiciones de masas derivadas de ella
para la confirmacion de identidad. La validacion del método se estudidlpeagregado de

NP a los niveles esperados en el ensayo, tanto en su proceso de almacenamieneo como d
recuperacion analitica. De esta forma, submuestras de sedimento de refeexiaepte
hidratadas fueron fortificadas con una solucién madre de NP en metanol. Luego se agreg6
formaldehido hasta alcanzar una con@ariébn del 1%, se homogeneizaron y dejaron secar a

temperatura ambiente y se almacenaron de igual forma que las muestras.

5.2.4Anélisis estadistico

En el presente capitulo las diferencias estadisticas entre grupos expuestdmizaina
inyeccion ipse evaluaron medianfeNOVA de un factor y las comparaciones mdltiples entre
los distintos grupos experimentales se analizaoyrmedio de la prueba de Tukey (p < 0,05)
En los ensayos de exposicidbn a sedimento fortificado se utilizd6 un arddisvariaza,
ANOVA de dos factores evaluando las diferencias entre los ejemplares expuestgdas NP
expuestos al sedimento control asi cdasodiferencias entre especies prueba, seguid@apor
prueba de Tukey (p < 0,05).

5.3 Resultados
5.3.1 Bioensayos dmtoxicacion inducida

Luego de la induccion d€. carpioy P. laticepscon NP y E2, no se detectaron
diferencias significativas en ninguno de los indices fisiolégicoseots a los individuos
control (Tabla 5.1). Sin embargo, se observé un incrementifisigivo enel FC delas
carpas inyectadas con NP (29%) respecto a las inyectadas con E2. En laSRgea
muestran los resultados correspondientes a los parametros bioquimicos evalu&los en
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carpioy P. laticeps(Figura 5.2A). No se observaron diferencias significativas en la actividad
de la GST de ninguna de las especies prurbspecto & actividad antioxidante de la CAT,

se evidencié una respuesta diferenagm ambas especies, detectando un incremento
significativo del 4% en las carpas inyectadas tamtun NP como con EPespecto a los
ejemplares control; mientras que en los bagrecitos inyectados con NP se evidencid
disminucion respecto a los ejemplares control y a los inyectados ceR) (Figura 52

A). Como sepuedeapreciaren la Figura 2 B se evidencié un incremento significativo en la
actividad de SOD de las carpas inyectadas tanto con NP (71%) como con E2 (34%) eespect
los individuos control. Al mismo tiempo no se observaron cambigsificativos enlos
niveles de TBARS deC. carpioen ninguno de los dos tratamientba.actividad enzimatica

de SOD vy los niveles de TBARS no se pudieron determinar en las muestrasodeeiggitico

de P. laticepsya que existieron inconvenientes por los cuales se (eatie del material
bioldgico, por lo tanto no fue suficiente para las necesidades metodoldgicas de ambas

determinaciones.

Tabla 5.1 indices fisiologicos deCyprinus carpioy Pimelodella laticeps luego dela
administracion deina dosis subletal de NP o E2 en condiciones estandar de laboratorio.

indices Cyprinuscarpio Pimelodela laticeps

S
Factor de 1,39t0,06 1,5710,0i 1,22+0,03 0,64+0,03 0,69+0,04 0,66+0,01
Condicion 14 (8) (8) (7) @) (7)
indice 2,03+0,06 2,04+0,09 2,38t0,12 1,55+0,15 1,55+0,14 1,42+0,09
hepatosomatico 149 (8) (8) (7) @) (7

Los datos se expresan como medias + ESM, entre paréntesis se lindicaeso de muestra€o,
peces inyectados con aceite de maiz; NP, peces inyectados citfen@nE2, peces inyectada®n
17 p-estradiol Las diferencias estadisticas significativas entre los grupas qmda especiese
evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y comparaciones nié#tif’rueba de Tukey#)( Indica
diferencias significativas respecto a individuos inyecanmE2.

98



Efecto de empuestos desorganizadores endécrismtzre losbiomarcadores

Capitulo 5

CAT

0.3 4004

2001

02—++%

0.14

1001

0.0

umoles HO, consumidos/min./mg prot.

Co NP E2 Co NP E2

pmoles GS-DNB formados/min./mg prot.

Co NP E2 Co NP E2

C. carpio P. laticeps C. carpio P. laticeps
SOD TBARS
407 100
* 4 T I
T o
4+ 304 L o 801 J. I
5 . )
Qo o
o)) = ?)m 60
g 204 E(:
® 0 )
- ©
104 E
< 204
0 0
Co NP E2 Co NP E2
C. carpio C. carpio

Figura 5.2. Biomarcadores bioquimicos evaluados luego de una dosi&tadude nonilfenolIP) o 17
B-estradiol E2) en C. carpio(A y B) y P. laticeps(A) bajo condiciones estdndar de laborato@o;
peces inyectados con aceite de maiz. Los datos se expresamedias + ESMn=8 para los grupos
experimentales yn=14 paraCo. Las diferencias estadisticas significativas entre los grupos s
evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y comparaciones multiffieaeba de Tukgypara cada
especie.(*) Indica diferencias significativas respecto al contrespectivo (#) Indica diferencias
significativas respecto al otro grupo experimental.
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Los resultados demunodeteccion pdVestern blotlela proteina Vtg emuestras de
plasma de juveniles d€. carpiorevelaron la presencia de bandas reactivas de alto peso
molecular (130170 KDa) en las carpas inyectadas con &2onNP. Sin embargo, efas
muestras dejemplares inyectados con NP tambiénobservam bandas reactivas intensas
de menor peso molecular. Por otro lado, no se observaron bandas reactasmsaastras
provenientes dpecesinyectados con aceite de maéoiitrol Co) (Figura 5.8 Por su parte
los resultados del andlisis Wéestern blotle muestras de plasma de juvenilefdéaticeps
no revelaron bandas reactivas en los ejemplares inyectados anoB2NP (resultadosno
mostrados). B base a los resultadadbtenidosmediante la técnica d@/estern blotde
muestras de plasma fleseniles deP. laticeps se procedié a evaluar el antisuero anti-Btg
obtenido en el laboratoricontra muestras daras especies nativas. Se inyectaron ejemplares
juveniles de Hypostomus commersoni, Cyphocarax voga, Hoplosteriiiiorale vy
Loricariichthysanuscon E20 aceite de majzomo se detalla en keccion 5.2.1y seevalud
la presencia de la proteina Mtgr Dot blot y Westerrblot como se detallan elAnexo y en
el Capitulo 3respectivamenteEn la Figua 5.4se presentan los resultados obtenidos en el
Dot Blot donde sedetectd una marca reactiva, indicatidde la presencia de Vigen las
muestras de plasntelos ejemplares d€. carpioinyectados con EA bien en las muestras
de plasma ded. commersoninyectado con E2 se pudo detectar una marca muy tenue
(posicidn B5) no se obserran marca reactivas en las muestras de plasma correspondientes
a lasotras especies nativasComo control positivo del ensayo d@ot Blot se utilizo la
proteina VtgB purificada(ver Anexo) posicién donde sevidencia una marca reactide
gran intensidadCon respecto & inmunodeteccion de faroteinaVtg por medio deNestern
blot, se observaron bandas reactivas del tamafio esperado gadeiaaVtg solo en las
muestrasie los ejemplares de. carpioinyectados con Egientras queen ningun caso fue
posible evidenciar bandas del peso molecular esperdo muestras de plasma
correspondientes a l@species nativad-igura 5.5)Si bienen lasmuestragorrespondintes
alos ejemplares del. commersony L. anusinyectados con E&e pueden observaandas
reactivasmuy tenues, no serian especificas de Vtg ya que no coinciden con el PM esperado y
ademas se deteotg en las muestrage los individuosnyectads conaceite de maiz (Cojl
comparar los resultados obtenidos porbastécnicas de inmunodetecciée observan que
los mismos se corresponden ya que las marcas reactivas que serabssrias muestras de

plasma deC. carpioen elDot Blot coincidiers conlas bandas délVesternblot del peso
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molecular de la VtgPor su parte la marca tenue detectada en la posicion de la ndestra
commersoninyectada con E2 se evideddambiénen el Westernblot pero con un peso

molecular menor.

E2 Co M NP

170kDa —
130kba —

72kDa —

Figura 5.3. Inmunodeteccién paWestern blotela proteina/tg en plasma de juveniles @ carpiq
luego de 72 h de exposici@n 17 B-estradiol E2), nonilfenol (NP) o aceite de maizqo). Se utilizd
como anticuerpo primario ehfisuero anti VteB deC. carpio. M: marcador de peso moleculdage
Ruler™. PrestainedProtein Ladder, Fermentas)

Figura 5.4. Inmunodeteccid por Dot Blot de la proteina Vtg en ejemplares juvenilesCdecarpioy
especies nativagijego de 72 h de exposici@nl7p-estradiol B1 - B6) o0 aceite de maizAQl - A6).
Muestras de plasmaon 20 g de proteinas totales pocillo, provenientes d€. carpio (columnas
1y 2), C. voga(columna 3), L. anus(columna 4), H. commersonfcolumna 5), H. littorale (columna
6) y 1 ug de la proteina Vi@ recombinante purificadac¢lumna 8. Se utiliz6 como anticuerpo
primario el antisuero anti VB deC. carpia
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C.carpio H.commersoni C.carpio C.voga
M Co E2 Co E2 E2 Co E2 Co
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<
130kDa —
72kDa —
C. carpio H. littorale L. anus
E2 Co M E2 E2 E2 Co E2 Co
170kDa — ’ —
130kDa —— |
72kDa —

Figura 5.5. Inmunodeteccién paWestern blotlela proteina/tg en plasma de juveniles @ carpiq

H. commersoniC. voga,H. littorale y L. anusjuego de 72 h de exposici@n 17 B-estradiol E2) o
aceite de maizQo). Se utiliz6 como anticuerpo primario ettesuero anti VtgB de C. carpia M:
marcador de peso molecul&age Rule!. PrestainedProtein Ladder, Fermentas). La flecha indica
la posicion de la proteina Vtg @ carpio.

5.3.2 Exposicion a sedimentos fortificados con nonilfenol

La exposiciorna sedimento fortificado con NBego de 21 dias no evidencié cambios
en los indices fisiolégicos en ninguna de las dos especies prueba, aunque si seuobserv
diferencia interespecifica para amipasametros(p <0,05 (Tabla 5.2)Las respuestas de los
parametros bioquimicos evaluadosCrcarpioy C. paleatuse pueden observar en la Figura
5.6. Se evidencié un incremento significativo en la actividad enzimatica de GS¥§ pades

expuestos al sedimento fortificado con NP tanto farearpio(44%) como par&. paleatus
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(47%). Respecto a los parametros deéssixidativo se evidencio un incremento significativo

en la actividad de la CAT solo en I@srydoras expuestas al sedimento fortificado con NP,
siendo éste 2,1 veces mayor que la actividad de las que permanecieron en el sedimento d
referenciaSin embargo, la actividad de la S@Bincrementé en los ejemplares expuestos a

NP de ambas especies respecto a los controles (61% ca@e&s @orydoras). Al mismo
tiempo, se evidenéiun incrementaignificativo en laLPO de ambas especies, observandose

un aument en los niveles de TBARS dé&(% en las carpas y 2,5 veces mayor en las
Corydoras expuestas al sedimento fortificado con NP respecto a los ejsmuiateol.
También seobservouna diferencia significativa en la respuesta de ambas especies en la
actividad enziméticde la GST y SOD

Tabla 5.2indices fisiologicos de&€yprinus carpioy Corydoras paleatutuego de 21 dias de
exposicion a sedimento fortificado con nonilfenol en condiciones estandar de laboratorio.

indices Cyprinuscarpio Corydoras paleatus

e

Factor de 1,11+0,01  1,07+0,03 152+0,04  1,52+0,03
Condicién (10) (10) (10) # (10) #

indice 1,31 +£0,08 1,33 +0,08 0,67 + 0,06 0,70 £ 0,04
hepatosomatico (10 (10 (10) # (10) #

Los datos se expresan como medias + ESM, entre paréntesiscaeeindiimero de muestré. Co,
peces en acuario con sedimento control provenientardgba_as FloresS. NP peces en acuario con
sedimento fortificado con nonilfenoLas diferencias e¢adisticas entre los grupos se evaluaron
mediante ANOVA de dos vias con comparaciones mdultiples de Tufey 0,&B). (#) Indica
diferencias significativas respecto a la especie estandafiz carpia
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Figura 5.6. Biomarcadores bioquimicos @ carpioy C. paleatusvaluados luego da exposicion a
sedimento fortificado con nonilfenbhjo condiciones estdar de laboratorids. Cg peces en acuario
con sedimento control proveniente del arroyo Las Fldge$yP, peces en acuario con sedimento
fortificado con nonilfenolLos datos se expresan como medias + EBMQ para cada grupo. Las
diferencias estadisticas se evaluaroredianteANOVA de dos vias y comparaciones mdltiples de
Tukey (p < 0,05). (*) Indica difeencias significativas respecto al control. (#) Indicardiieies

significativas entre especies
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5.3.3Parametros fisicoquimicos y determinacion de NP en sedimento

Los pardmetros fisicoquimicos del agua evaluados durante el ensayo con t&edimen
fortificado con NP se presentan en la Tabla Ba3. niveles de OD se mantuvierestables a
lo largo del ensayo y sobre los niveles aceptables segun Berdon (1984). Al n@spo, ti
tanto el OD como el pH y la conductividad presentaron valores similaresdes lms
acuariospara ambas especies prugidependientemente de la condicién ensayada. Respecto
a los nutrientes evaluados en el laboratorm se obsed& una clara relaén entre la
concentracion de estos parametros y la presencia del NP en el sedimento, camo &amp
relacién a la presencia de los peces, por ejemplo la concentracion,did@®ayor en el
acuario sin peced.a presencia de peces también determinaremento en los niveles de

MPS y MOR siendo mayor en acuarios con sedimento fortificado con NP.

Tabla 5.3 Parametros fisicoquimicos del agua de los acuarios de ensayos de exposicién con
sedimento fortificado coNP

Saldmeiros S. Co S. NP S. NP
OD (mg/L) 7.97+016 7,83+0,18 834+005 7,84+0.14 8.48+0.11
8,76+0.04 876+005 8,87+0,04 877+0,04 8,93+0.06

AR 1030423 1032621  1037+23  1052¢36  1018:14

N-NH4"(mg/L) 1,97+1,30 1,74+1,11 0,53+0,02 1,87+1,06 0,75+0,41
NENOPR(EEIIBE  0.29+0,14 0,43+0,24 0,26+0,08 0,31+0,22 0,53+0,15
PRS (mgl/L) 0,45+0,32 0,23+0,13 0,27+0,13 0,18+0,09 0,15+0,07

MPS (mg/L) 367+68 708+400 277+50 499+104 52 +33
MOP (mg/L) 41 +7 80 + 43 34+4 61 +11 9+5

Los datos se expresan como medias + E8MB. S. Co, acuarios con sedimento contr8; NP,
acuarios con sedimento fortificado aomnilfenol.
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Por ultimo, se determinaron las concentraciones medias efectivas del NP en el
sedimento de los diferentes acuarios. Los niveles de NP detectados en el teedenen
referenciatanto del acuario d€. carpio(3,4 £ 4,6 ng/g p.s.) como d& paleatuq6,5 £0,2
ng/g p.s.) fueron sustancialmente menores respecto a los niveles guia sugeridos por Canada
(1400 ng/g; CCME, 1999-2002). Por su parés, ¢oncentraciones de NP en los acuarios con
sedimento fortificado a lo largo del periodo ensayado fueron simparasambas especies
prueba, siendo 14,6 + 4,6 ng/g p.s. paraarpioy 15,3 = 1,9 ng/g p.s. pafa paleatuslas
cuales a su vez fueron similares a la concentracioén del acuario sin peces (13,9¢®4.)ng/

En todos los casos las concentracionesexgaresan como media ESM (n=3). Debe
mencionarse que a pesar de que el procesado de las muestras previo la degradaciéon del NP.
los resultados obtenidos indicarian una degradacion del mismo. A sloyvearsultados
obtenidos en el ensayo de prueba evidenciaron que durante el proceso de secado de las

muestras de sedimento se pierde el 50% de NP respecto de la concentracion teética inici

5.4 Discusién

Si bien el NP es cona@ por su efecto como desorganizadondocrino, se dispone de
menor informacion respecto a los posibles efectos adversos originados sobre los procesos de
biotransformacion y generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)) presente
trabajo,los indices fisiologicos (FC, IHS) de las especies prueba analinadagdenciaron
modificaciones luego de la exposicion a E2 y NP por inyeccion peritaneal; exposicion a
sedimento fortificado con NRJna respuesta similar fue reportada pérezCarrera y col.

(2007) luego déa exposicion por medio de una inyecciprtanto conla misma dosis de NP
utilizada en este trabajd00 mg/kg)como con una dosis superior (200 mg/kg). Por su parte,

los mismos autores evidenciaron un incremento en el IH®jemplares inyectados con la
misma dosisde E2que la utilizada en este estudio (@kg) cuando & exposicion fue
prolongada en el tiempo (10 dias). Es probable que en el presente estudio el tiempo de
exposicion (72 h) de los ejemplares inyectados no haya sido suficiente para evidenciar
cambios en los indices fis@icos, sin embargo luego de la exposicibn mas prolongada a
sedimento fortificado tampoco se observaron cambios significativos seiindlices.De
manera similar Mitchelmore y Rice (20@&)rpoco detectaron diferencias significativas en el
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FC respecto a ejemplares recolectados de sitios de refeesrestudios realizados a campo
con ejemplares d€. carpiorecolectados de sitios afectados por el impacto de plantas de

tratamiento, donde sietect6 la presencia de NP y NPEs

Respecto a los biomarcadores bioquimicos evalyadego de la exposicion a NP y
E2inyectados intraperitonealmentie se observaron cambios significativos en la actividad de
GST. En cambio la exposicion a sedimento fortificado con Rdujo un incremento
significativo en la actividad de esta enzima tantdCerarpiocomo enC. paleatusSe han
reportado respuestas diferenciales en la actividad de esta enzima de fase Il retpecto a
expasicion a E2 y NP asi como a la forma de administracion del toxico y al tiempo de
exposicion. Se ha observado una inhibicibn de la actividad de GST tiempo y dosis
dependiente frente a la inyeccionde E2 (Vaccaro y col., 200P¢érezCarrera y col., 2007)
sin embargano se han evidenciado cambios frente a la exposicion a NP (Vaccaro y col.,
2005). La respuesta frente a NP coincide con nuestros resultados encontrados en los ensayos
de inyeccion con dosis y tiempos de exposicion comparables. Al mismootiemp
incremento en la actividad de esta enzima ha sido obseemdeespuestaa NP en
Onchorynchusanmykissluego de una semana de exposicibnéaico en agua (Uguz y col.,
2003) en Sparus auratuguego de una exposicién conjunta a E2 y NP disueltos en agua
(Teles y col., 200py en la misma especie luego de la inyecciprfPérezCarrera y col.,
2007).En este ultimo caso, la exposicion fue mas prolongada en el tididmba3 la cual
podria asemejarse a la exposicion a sedimento fortificado codeNéste trabajoPérez
Carrera y col. (2007) atribuyerste comportamiento diferenciale la GST luego de la
exposicion a E2 o NP a las vias alternativas del metabolismo de estaordpuestos
estrogénicos. & mismo, las diferentedosis yvias de expasion (inyeccion ip exposicion
enaguay sedimentd son factores a considerar como moduladores de las respuestas incluso

para una misma especie.

Las enzimas antioxidantes evidenciadiferentes cambiodependiendo de laspecie
y el tipo de exposiciarLa actividad de la CAT evidencié un incremento significativaCen
carpio luego de la inyeccién ip de NP y B2en C. paleatuspor exposicién a sedimento
fortificado con NP.Al mismo tiempg se observé una disminucid@n su actividacen P.
laticeps por el efecto del NP y no se observaron cambios por la exposicion a sedimento
fortificado con el mismo compuesto €n carpio.Se evidencié ademas un incremeetola
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actividad de la SOD d€. carpioluego de la exposicion a E2 y NP tanto por medio de una
inyeccion ip como por exposicion a sedimento fortificado con NP. Respecta altasia
forma deexposicion, se observo la misma respuesta en la especie Qatpaldatus Una
disminucion en la dividad de CAT también ha sido reportada por otros autores luego de la
exposicion a E2, sin encontrar diferencias significativas por el efecto dedsia@ép a NP
(Pérez Carrera y col., 2007). Sin embargao, general se observdé un incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantes evaluadas principalmente luego de deciérpa
sedimento fortificado con NenC. paleatusA su vez eneste tipo de exposiciée observo

un importanteincremento en los niveles de TBARS evidenciandadafidativo anivel de
lipidos, sin embargo en la exposicion por medio de inyeccién ip no se observaron cambios a
nivel de LPO. Esto ultimo podria estar relacionado con las respuestashaltalds enzimas
antioxidantes y con los tiempos de exposickor lo tanto,d ausencia de dafio oxidativo en

C. carpio luego de la inyeccion ip de2 y NPpodriaexplicarse tanto por el incremerde la
actividad de las enzimas antioxidantes como por el corto periodo de exposZidnRor su

parte luego de la exposicion a sedimento fortificado con NP el incremento de ldattie

las enzimas antioxidante® fue suficiente para prevenir el dafio oxidativo evidenciado en
ambas especies prueba ya que en este caso fue una exposicibn mas prolongaeian el ti
(21 dias).

La inmunodetecciénde los niveles de Vtg plasmaticos ha sido utilizada como
parametro biomarcador asociado a la exposiciébn de compuestos desorganizadores enddcrinos
estrogenizantes tales como APEs y sus metabolitos persistentes entre $esemcuentra el
NP. La exposicion de peces a este tipo de compuestos bajo condiciones de laboratori
evidenciauna induccién de Vtg tanto concentracién como tiempo dependiente (Casini y
2002;Vaccaro y col., 2005; Kirby y col., 2007; Genovese y col., 2011). De acuerdo con esto,
se observé una induccion en los niveles de Vtg.exarpioluego de la inyeccioip con E2 y
NP, evidenciado pda presencia de bandas reactivas del peso molecular esperado para la Vtg
(130-10 kDa). Sin embargo, en los ejemplares expuestos al NP se observé la presencia de
bandas reactivas adicionales de menor peso molePal@ones similares han sido descriptos
en otras especiake teledsteos expuestas a diferentes compuestos xenoestrogenos similares al
NP (octilfenol, OP; etinilestradio). La presencia de estas bandas podrian ser atribuidas a

subproductos de ladegradaciéon de la proteina Vtg ya qle estabilidad de esta
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fosfoglicoproteina de alto peso molecular es variable entre las digspasies, siendo en
algunas altamente establedenciandouna Unica banda inmunorreactipar Western blqt
mientras que en otras se pueden detectar bandas adiciengiésndouna mayor labilidad

de Vtg (Hennies y col., 2003; Rey Vazquez y col., 2009). Por su parte, un patron diferencial
de bandasvidenciado por medio de la técniddestern blotde muestras de plasma de
hembras estrogenizadas (E2) @echlasoma dimerusrespecto a muestras de machos
inducidos con OP ha sido atribuido a una probabtkiccion diferencial de E2 y OP,
relacionada con la potencia estrogénicaedes doscompuestogGenovese y col., 2011 y
2012).Respecto ¢os resultadosbtenidogel andlisis d&Vestern blotle muestras de plasma

de juveniles ddas diferentes especies nativ&s laticeps H. littorale, H. commersonil,.

anus y C. vogano se observarobandas reactivas ni en los ejemplares inyectados con E2 ni
con NP, indicando que el antisuero arii-B de carpa no posee reactividad cruzada con las
proteinas Vtg de las especies nativas evaludtaslo tantoestosresultados indican que el
antisuero antVtg-B obtenido durante este trabajo de Tesis es de utilidad para la deteccion
especifica de Vtg so6lo en muestras proveniente€.dearpia Teniendo en cuenta que el
antisuero se obtuvo contra un fragmento dprtdeina Vtg (ver Anexo) que no debe estar
altamente conservado entre las carpas y las especies nativas en estudio, rseipedea
nuevos antisueros contra los otros fragmentos de Vtg expresados en bacterias (A o F, ver

Anexo) o contra la proteina Vapmpleta.

Finalmente, los niveles de NP detectados en los ensayos con sedimentadortif
fueron considerablemente menores a lo esperado asi como a los niveles guia de Canada
(CCME, 19992002). Trabajos previos han reportaronrésistencia a la biodemptacion del
NP en sistemas agua/sedimento, mostrando sélo una ligera pérdida de ®%el66¢dias y
de 4,2% después de 28 diaaléh y col., 2003), asi como la alta persistencia en sedimentos
evaluada en estudios de laboratorio y cafif®tinetti y cd., 2002, Heinis y col., 1999). Asi
mismo, eniendo en cuent posible degradacion microbiana del mismo se tomaron los
recaudos necesarios en el momento de la toma de las muestras de sedimento y en las
determinaciones del compuesto (ver seccion 5.3.3), por lo tanto una posible interpretacion
seria la disminucién de la concentraciéon de NP durante el periodo de ensasmb&rgo,
esta Ultima interpretacién no concuerda con los resultados biolégicasdast ya que se

evidenciaron notables cambios en la respuesta de los biomarcadores tanto a nivel de
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biotrasformacion de fase Il como de estrés oxidativo en ambas especies psilehsmo,

las respuestas en los parametros biomarcadores son similares a las easldnegm de la
administracion de una inyeccion ip de NP, principalmente a nivel de las enzimas
antioxidantes.Otra posible interpretacion de los resultadespecto dos niveles de NP
observados en el sedimento podria surgir de los resultados obtenidadapoy col.(2003)
qguienes reportarogue mezcla deNP donde predominen los isémeros ramificatiostraron
sermas persistentes en los medios acuosST®NO0S persistentes en sedimentos y maagofit
debido a sus propiedadisicoquimicaspor disipacion a traves de la difusion, la particion y

la volatilizaciénen relacion a los isomerde NP de cadena linedPor lo tantogn base a los
resultados obtenidos en este capitulo surge la necesidad de realizar nuevasogiesaps
permitanconfirmar los niveles de NP obtenidos en las determinasien sedimentédemas

se considerarfa evaluacion de los niveles de NP en agua y MPS, de esta forma analizar la

particion del mismo en los distintos compartimentos.
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6.1 Introduccion

Otra clase de compuestosjanicospersistentes en el ambiente es el de los bifenilos
policlorados (PCBs) son un grupo de compestos quimicos sintéticogontaminantes
ambientales ubicuos y persistentes que se encuentran representados porcoraptigass de
209 posibles congéres. Cada uno de los cuales puede tener entre 1 y 10 atomos de cloro
(CI), variando en namero y posicion en la molécula de biferfie denominathomaologo$ a
todos los PCBcon el mismo numero de atomos de cloro (por ejempldgetra, penteoro-
bifenilos, etc). De esta forma,egin el nimero de sustituciones cloradas que presentan, los
congéneres suelen denominarse “livianos” (entre 1 a 4 cloros) o “pesados” (desde 5 a 10
cloros). Las sustituciones de los atomos de hidrégeno por Cl en los carlmueo se
encuentraren las posiciones 2, 2', 6, 6' de la molécula de bifesgl@lenominan posiciones
orto; lasde los carbonos 3, 3', 5, y 5' se denominan posicimets y por Ultimo los ddas

posiciones 4 y 4 'se denomingara (Figura 6.1).

meta orto

3 2 2' 3
para 4 4'
Cl Cl
(Chn 3 A & ’ (Clin
meta orto

Figura 6.1 Estructura quimica de los bifenilosliglorados (PCBsYy sistema de sustitucion numérica
de atomos de cloro

A su vez, s anillos de benceno puedgirar alrededor del enlacé-C que conecta los
mismos permitiendo dos tipos de configuraciones: plana, los dos anillos de benceno en el
mismo plano y aquella en la que los anillos esénun angulo de 90° entre dia
configuracion planasta determinadaor el nUmero y posicion da sustitucion permitiendo
clasificar a los congéneres de la siguiente manera:

- No-coplanarescongéneres con dasmas sustituciones en posiciorio las cuales

debido da repulsiore impedimento estérico de los atomos de ¢ldeamayor tamafio quies
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de hidrogenampidenla libre rotacion de los anillode benceno manteniéndolos en diferentes
planos.

- Coplanarescongénereson sustituciones de cloro en las posiciometay para y
sin sustituciones en las posiciome (PCBs noerto sustitudog o con una Unica sustitucion
en esta posicion (PCBs moodo sustituidoy. Entre los primerosse encuentran los
congéneres 77 (3,3',4,4étraclorobifenilo), 126 (3,3,4,4’,5-pentaclokifenilo) y el PCB
118 monoerto sustituido(2,3’,4,4’,.5pentaclorobifenil.

Por lo tanto, dpendiendo de la posicion y el nimero de sustituciones de atornlmsaléos
congéneres dd’CBs individuales difieren en sus propiedadefisicoquimicasy en su
toxicidad Dichas propiedademfluyen enla acumulacionabsorcién y el metabolismde
estos compuestos en el medio ambiente y en los organa@ipsesentes, observandose un
espectro complejo de respuestas biologjcaicas en modelos vivo ein vitro (Bonefeld-
Jargensery col., 200). Los PCBsmono-y no-orto sustituidos tienemayores capacidades
de adsorcion a superficies organicas que otros congéneres, por lo tadigiribucion
ambiental ydinAmica en la cadena tréfica puedigerir de otros homodlogogMetcalfe y
Metcalfe, 1997).A su vezestaconfiguracion, al igual que en las dioxinas y furanos, le
permite interactuar con diferentes receptores celulares produciendo efectos aORricy
bajas concentracioneta toxicidad de los PCBscoplanares, se centra en afinidad y
capacidad de actuaomo ligandos del receptor Arilo hidrocarbonado (Ahr) que finalmente
induce la sintesis de la proteina CYP1A (Schlezinger y Stege2fi@f). En particular el
3,3,4,4’ 5pentadorobifenilo (PCB-126)ha sido reportado como uno de los congéneres mas
toxicosen peces con un factor de toxicidad equivalente (TEF)Idedicando que este PCB

es aproximadamente una décima parte tan potente como la d{@xdRd) (Metcalfe y
Metcalfe, 1997).Al mismo tiempo tanto el PCB 126 como el PCB77 estan entre los
congéneres agonistas del Ahr npasentes yoxicos (Van Veld y Nacci, 2008) inductores del
citocromo P450 (CYP1A) y de lactividad de las monooxigenasaspor lo tanto se ha
identificado como un prééma ambientalHuuskonen y col., 1996; Palace y col., 1996;

Schlezinger y col., 2006).

Debido asus propiedades fisicoquimi¢assu naturaleza no inflamable, estabilidad
caracteristicasle aisladoresestos compuestosah sido utilizadcss en numerosos rpductos
industriales tales como disolventes, fluidos hidraulicos, fludielctricos para capacitores y

transformadores, etcBénefeld-Jargensey col., 200). Los PCBs han sido comercializados
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en diferentes mezclas entre las que se encuentran las denominadas Aroclor, las cuales se
identifican por un cddigde cuatro digitogn el que los dos primeros digitos indican el tipo

de mezcla y los dos ultimosdican el contenido de cloro aproximadopasoexpresado en
porcentajeEn nuestro pais, las mezclasmercialesnas utilizadashan sido elAroclor 1254

y 1260 las cuales tienen una composicion dominada por @8s penta y hexaclorados,

con un contenido medio de cloro del 54 y 60% respatiente(Aizpun de Moreno y .,

2004). H impacto adverso de la contaminacién antropica gxte tipo de compuestos se
evidencia en diversos cuerpos de agua de la Provincia de BuenosEAriparticular, las
costas del estuario del Rio de la Pkt largo de la zona comprendida entre la Ciudad de
Buenc Aires y La Plata, la composicion de PCBs en el sedimento ha sido caracterizada por
Colombo y col. (2005a) quienes determinaron la presencia mayoritaria (67%) de 13
congénees de 3-4 a 7 atomos de cloro, evidenciandoimpartante contribucion la mezcla

de Aroclor 1254:1260 en una proporcion de 1:3 respectivamente.

Al mismo tiempo, en los ecosistemas acuaticos la toxicidad de cada poluedée pu
verse afectada por la presencia de oyrakar origen anteraccionegjuimicasque pueden
tener profundas consecuencias ya que los organismos, incluyendo peces, estan expuestos &
mezclas complejas de contaminantes ambient&@gan(y col., 2005. Los efectos de las
interacciones entre compuestos quimicos dentro de una mezcla sobre lanbtoiagiejos y
dependen tanto de los componentes de la mezcla, de las caracteristicas de thassustan
guimicas, de las concentraciones y del organismo priRdra los organismos que estan
expuestos a combinaciones destancias toxicas al mismo tiempo existen tres tipos de
respuestaposibles aditiva, sinérgia, o antagonistéAbel, 1989).Se ha reportado que ciertos
congénerexoplanaresle PCBs poseen en los peces capacidaeksaimtigénica dambién

agonista deleceptor AhrYaccaroy col., 2005; Gunawickramgy col., 2008).

En este contexto se selecciomd PCBcoplanarno-orto sustituido (PCB126) y una
mezcla comercial de PCBsuya presegia fue reportadaen el Rio de la Plata (Aroclor
1254:1260) y asi evaluar su efecto luego de una exposicion aguda y prolongada en el tiempo,
siendo esta Ultima a través de sedimento fortificado. Al mismo tiempo,atgamn las
posibles interacciones que pueden dcen el ambiente acuatico entre los diferentes tipos de
COPsanalizados en el presente trabajo (HAPs, desorganizadores enddcrinos)yFeCBu
parte, los efectos biolégicos provocados por estas sustancias son desceptier evaluados

mediante parametros biomarcadores, principalmente a nivel de biotransbormac
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6.1.1Hipotesis y Objetivos
Hipétesis:

La exposicion de las distintas especies prueba a los PCBs (coplanar y mezcla de
Aroclor) promovera una respuesta diferencial de los biomarcadores propuestos,

principalmente a nivel de la biotransformacion.

La administracion conjunta del PCB coplanar com hidrocarburo aroméatico
policiclico o con un compuesto desorganizador endégunodlucira unanayorrespuesta en

el primer caso y antagonica en el segundo.

La respuesta de los parametros provogaada exposicion de los organismos prueba
al sedimento fortificado con Aroclor sera diferencial y permitiiatinguir el aporte

predominante deste tipo dedxico al evaluar muestras ambientales.

Objetivos:

1. Estudiar el efecto deompuestos bifenik policloradossobre las respuestas de los

biomarcadores propuestos.

2. Estudiar el efecto de un inductor especifico de respuesta del sistema citoetotho P
bifenilo policlorado (PCB) coplanar y comparar con la respuesta ejercidmmaanezcla de
PCBs (Aoclor 1254:1260) presente en el ambiente.

3. Evaluar la interacciéon de un PCB coplanar con un desorganizador endoécrino (17 B-
estradiol) y un hidrocarburo aromatico policiclico (benzo(a)pireno) por medio de la co-

exposicion de estos toxicos.

4. Evaluar el efecto adverso producido parexposicibna sedimento fortificado de una
mezcla de PCBs presente en el ambiente (Aroclor 1254:1260) bajo condiciones de

laboratorio.
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6.2 Materiales y Métodos

6.2.1 Bioensayos de intoxicacion inducidaor medio de inyeccion intraperitoneal con
PCB126 y mezclas de COPs

Estosensayos fueron del tigtow through estableciendo un sistema de flujo continuo
con agua deed no clorada y bajo condiciones estandar corfatoperiodo12/12h D/N y
temperaturg20 + 1°C) como se detall6 en ehpitulo 3 (ver seccion 3.2l Los téxicos
fueron administrados por medio de una Unica inyeccion intraperitonealtdésan aceite de
maiz. Los individuos control solo recibieron aceite de maiz en la misma relgdidego de
48 h de exposicion los peces fueron sacrificados y procesados como se detaladeivh
3.3. Previamente a los ensayos fieces fueron aclimatados bajo condiciones controladas de
labaratorio como se describe en la seccion 3.2 (ver Figura 3.1)

Se evalud el efecto de un P@Bplanar(PCB 126)y la interaccion con un HAPs
presente en el ambienfieenzo(a)pirendBaP y con un compuesto desorganizador endécrino
(17 B-estradiol, ERsobre los biomarcadores propuesfs.empled una dosis subletal &
ng PCB126/g p.c. disuelto en aceite de maiz (Vaccaro y col., 2005). La solucion a inyectar
fue preparada en el momento a partir de una solucion madre de 2,5 mg PCB126/ml de
hexano, se realiz6 una solucién intermedia disuelta en aceite de maiz con el objeto de
disminuirla proporcion de hexano siendo finalmente despreciable (0,04%) en la solucioén final
a inyectar.Para las mezclas se utilizaréas mismas dosisubletalescon las que fueron
inyectados cada toxico déarma individual(ver Capitulos 4 y 5)Los peces se dividieron al

azar en gatro grupos experimentalas=00) de la siguiente manera:
PCB, peces inyectados con 10 ug PCB126/kg p.c.
Mz 1, peces inyectados con la mezdiaplg PCB126/kg + 10 mg BaRylp.c.
Mz 2, peces inyectados con la mezttaug PCB126/ + 10 mgE2/kg p.c.

Co, peces inyectados con aceite de maiz

Estos ensayos se realizaron con ejemplares juvenil@s apiocon un p.c. de 4,8 £ 0dy
longitud total de7,4 + 0,1(media £ ESMn=40).
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6.2.2Exposicion a sedimentos fortificados con mezclas de PCBs

Se evaluo el efecto adverso de una mezcla comercial de Aroclor luego de 21dias de
exposicion de las especies prueba a sedimento fortificado con la misigaalfdue el resto
de los ensayos tipgpikedse utilizé el sedimento superficial del arroyo Las Flores, extraido
procesado como se describié en el Capitulo 3 (ver seccior)3ER. $edimento de referencia
fue fortificado con una mezcla de Aroclot254:1260 (1:3) disuelta en acetona para lograr
una concentracion inicial tebéa de210 rg/g p.s.expresado como X PCBs. La concatracion
fue seleccionadan base a bibliografia y a concentraciones reportadas en el anfBreniey
Wong, 2000; Aizpun de Moreno y col., 2004 y Colombo y col., 200Bstps ensayos se
realizaron con juveniles d€. carpio (n = 20; 5,1 £ 0,4 g p.L.y de la especie nativa
Corydoras paleatugn = 22; 2,7 £ 0,2 g p.k. El disefio experimental destos ensayos fue
similar al resto de los ensayos con sedimento fortificado que se describ€agitelo 3 (ver
seccion 3.2.4) con la diferencia que los ensayos con las dos especies no se realizaron en
forma contemporanea. En primer lugar inmediatamente después del fortifedasalidhento
se llevé a cabo la exposicion @e carpioy posteriormente la d€. paleatus el sedimento
fortificado permanecié a20°C hasta su utilizacianEn el comienzo de cada uno de estos
ensayos, ds peces fueron divididos al azar en los diferentes acuarios manteniendo una
densidad de carga de 1,7 g fL@araC. carpio(n=10) y1,5 g p.c.L paraC. paleatugn=11).
Antesde comenzatada uno de losnsays se tomo6 una muestra por duplicado del sedimento
para determinar la concentracion efectivaaeéaexposicion, la cual fue considerada como la

concentracion inicial.

Una vez finalizado cada periodo de exposicion losepdgeron anestesiados,
sacrificados y procesadosmo se describi6é en la seccidn BIas diferentes muestras fueron

almacenadas-&0°C hasta su procesado.

6.2.3 Parametrosevaluados
6.2.3.1 Parametrosiomarcadores

Se determinaron lomdices fisiologicos (FC e IHSalt como fueron descriptos ém

seccion3.41. Se evaluaron los biomarcadores asociados a la biotransformacion como la
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actividad enzimatica de GST y la inmunodetecciénadproteina CYP1A segun han sido
descriptos ema seccion3.4.2. Por ultimo de los parametros asociados al estrés oxidativo se
evalué la actividad enzimatica de la CAT y SOD asi como los niveles de TBA&RSnsio

las condiciones ya descriptas en la sec8idt8.

6.2.3.2 Parametros fisicoquimicog determinacion de PCBs en sedimento

En el presente capitulo, en los ensayos con sedimento fortifieadggistraron los
pardmetros fisicoquimicos béasicos del agua de los acuamogietermind el pH, la
conductividad y el oxigeno disuelto (OD) por needie electrodos de camp®e tomaron
muestras de agua al inicio, a la mitad y al finalizar los ensayos y se détdamin
concentracion de amonio (MB, nitrito (NO;) y fésforo reactivo soluble (PRS) mediante las
técnicas especificadas en la sec@dh Al mismo tiempo,se evalu6 el material particulado
en suspension (MPS) y la materia organica particulada (MOP) segun hdestdptas en la

seccion 3.4.

Previo a la implementacién de los ensatipe spikedse determind la presencia de
PCBs en ekedimento del A° Las Flore®osteriormente durante los ensagestomaron
muestras de sedimento en tres tiempos como se detall6 en el Capsedoi8n(3.2.L) y se
determinaron las concentraciones efectivas de las mezclas de BICBgalisis cuak
cuantitativo dePCBs se realizéen el laboratorio de Ecotoxicologia de la UNMdbe
determindla presencia déos congéneresi, tetra, pentahexa heptay octaclorinados de
PCBs. Las muestras de sedimento seco fueron homogeneizaslaismuesas de 5 gse
molieron con sulfato de sodio anhidro y se extrajeron con una mezcla 50:50 de hexano y
cloruro de metileno en un aparato Soxlilelville, Nueva Jersey, EE.UU.) durante 8.bs
extractos obtenidos se concentraemnatmaosfera de midgenohasta 2 ml y se sometieron a
cromatografia en silica gel activada utilizando como eluyente hexeno ha sido descript
previamente por Metcalfe y Metcalfe (1997). La determinacion -cualntitativa se realiz
por medio de cromatografia gaseosa con detector de captura electrorEE€DREGe utilizd
un cromatoégrafo Shimadzu—17A equipado con detectSfNiey columna capilar DEs de
Supelco, de @5 mm de didmetro intern®,25um de espesor de fase, 30 m. de longitud y
operada en modasplitles' a 275 °C. El transporte de los compuestos dentro de la columna
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capilar se realiz por medio de Helio AP, con velocidad de 1,5 ml/min. (Miglioranza y col.,
2003). La identificacion y cuantificacion se realiz6 de acuerdo los tiempos decigeten
relativa(RRT) del PCB #108tilizado como estandanterno(Ultra Scientific, Rl, USA)En

las muestras de los ensayos tigiked Unicamentese determindla presencia ddos
congéneresetra, penta, hexa y heptiorinados de PC® Los congéneresralizadosfueron

los siguientesegun nomenclatura [IUPAG2, 44, 66, 95, 101, 110, 123, 149, 118, 153, 138,
187, 180 los cuales fueron considerados en la sumatoria (X PCBs) y a los que se hace
referencia como PCBs totaJeya que son los congéneres que Se en@rentnas
representados en las mezclas de Aroclor utilizaddagxtraccion y purificacion de los PCBs
se realiz6 de acuerdo a la metodologia de Metcalfe y Metcalfe (1997) con modiéisad@n
Miglioranza y col. (2003).

6.2.4Andlisis estadistico

En el presente capitulo las diferencias estadisticas entre grupos expuestosiaaina U
inyeccion intraperitoneal se evaluaron mediante ANOVA de un factor y las compasacio
multiples entre los distintos grupos experimentales se analiparomedio de la pruebde
Tukey (p < 0,05)Por su parte, en los ensayos de eij@s a sedimento fortificadtas
diferencias estadisticantre los ejemplares expuestos a la mezcla de PCBs y los expuestos al
sedimento control se evaluaron mediantestt de Student (g 0,05) Este analisis se realizé

para cada especie por separado dado que los ensayos no fueron contemporaneos.

6.3 Resultados

No se observo mortalidad durante el periodo experimental en ninguno de los grupos de
los ensayos realizadospnfirmandoque lasdosis empleadas de PCBs y las mezclas fueron
subletales partms ejemplares de las especies prueba.
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6.3.1 Bioensayos de intoxicacion inducidgpor medio de inyeccion intraperitoneal con
PCB126 y mezclas de COPs

En la Tabla 6.1 se observan los indices fisiol6gicosCdecarpio luego de la
exposicion al PCB126 y mezslaon BaP y E2no se detectaron diferencias significativas
entre ninguno de los grupos experimentales. En la Fig@&aesindican los resultados
obtenidos para los pardmetros bioquimicos evaluadds earpioluego de la induccién con
el PCB126 y mezclas de COPs. No se observaron cambios significativos gruéstesle la
GST en ninguno de los tratamienfosin embargo las enzimas antioxidantegsentaron
diferentes respuestas frente al PCB y maszclas ensayadas. La actividad de la CAT
disminuyo significativamente luego de la induccién con el PCB1P®/4) mientras que se
evidencié un incremento significativo con K425%) respecto a los ejemplares contrasuA
vez se evidencio un incremento en la actividad de esta enzima en las carpas que recibieron
ambas mezclas en comparacion con los ejemplares inyectados con PCB (4R% 32%

Mz 2). Respecto a la actividad enzimatica de S@bservo uincremento significativo en

las carpas inyectadas con la mezcla de PCB+BaPL Jvizspecto a los peces control (57 %) a
los inyectados con el PCB126 (66%) y a los que recibieron la Mz 2 con E2 (32%). El dafio
oxidativo a nivel de lipidos se evidencié porirdremento significativo en los niveles de
TBARS tanto en las carpas inyectadas con el PCB 126 (54%p con la mezcla de
PCB+BaP (680) respecto a los ejemplares control (Figus.6.

Tabla 6.1. indices fisiologicos d€yprinus carpiduego de la inyeccién de una dosis subletal
de PCBy mezclade COP%n condiciones estandar de laboratorio.

Factor de Condicion 1,18 £ 0,02 1,19+0,01 1,17+0,01 1,21 +0,02
(20 (20 (20) (20)

indice 2,33+0,08 245+0,09 236+0,13 2,74+0,14

hepatosomatico (10 (10 (10) (10)

Los datos se expresan como medieSM, entre paréntesis se indica el nimero de mueStmageces
inyectados con aceite de maiz; PCB, peces inyectadod@qmy PCB126/kg p.cMz 1, peces
inyectados con la mezcla 10 pg PCB126/kg + 10 mg BaP/kgNdzc 2, peces inyectados con la
mezcla 10 ug PCB126/kg + 10 mg E2/kg p.as diferencias estadisticas significativas entre los
grupos se evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y companasimultiples Prueba de Tukey.
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Figura 6.2. Biomarcadores bioquimicos @& cargo evaluados luego de una dosis subletaP@®
126y mezclas de COHszajo condiciones estandar de laborato@io, peces inyectados con aceite de
maiz.PCB, peces inyectados con 10 pg PCB126/kg Me.l, peces inyectados con la mezcla 10 pg
PCB126/kg + 10 mg BaP/kg p.®z 2, peces inyectados con la mezcla 10 ug PCB126/kg + 10 mg
E2/kg p.c.Los datos se expresan como media + ESM]10 para cada grupo. Las diferencias
estadisticas significativas entre los grupos se evaluaron medisi@VA (p < 0,05) y comparaciones
multiples Prueba de Tukey. (*) Indica diferencias signiifiees respecto al control; (#) Indica
diferencias significativas respecto al PCB126
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En la Figura 6.3 se observan los resultadels\destern blotde laexpresion de la
proteina CYP1A d&. carpioluegode la administracion de diferentes COPs y mezclas por
medio de unanyeccion intraperitoneabe deteab una banda del tamafio esperado (Ba)k
correspondiente a la CYR en los pecesyectados con BaP y BNF, este ultimo utilizado
como control positivo y en aquellos inyectados con la mezcla PCB+BaP. (Ma¥mbargo,
no se observo la presencia de banda reactiva en las carpas inyectadas con el PCB126 ni con
mezcla PCB+E2, asi mismm se detectaron bandas en los peces inyectados con aceite de

maiz (control negativo).

PCB E2 CoAc BaP BNF M Mzl Mz2

70KDa ==

55KDa ==p — o

Figura 6.3. Inmunodeteccidpor Western blotlela expresion de la proteina CYR deC. carpio48h
después de la administracién de diferentes COPs y mezclamguiy de una Unica inyeccidn
intraperitonealMuestras de la fraccioRS PCB, bifenilo policlorado 126E2, 17 B-estradiol;BaP,
benzo(a)pirenoBNF, control pogtivo de p-naftoflavona (50 mgky); Mz1, mezcla de PCB126 y BaP;
Mz2, mezcla de PCB126 y EZo Ac, control negativo de aceite de maik], marcador de peso
molecular Page Ruler™. Prestained Protein LaddgFermentas).

6.3.2Exposicion a sedimentos fortificados con mezclas de PCBs

Luego de 21 dias de exposicion a sedimento fortificado con undanoeraercial de
bifenilos policlorados, AroclSr1254:1260, no se observaron diferencias significativas en los
indices fisiologicos de ninguna de las especies prueba (T@pld@6r su parte, en la Figura
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6.4 se observan las respuestas de los parametros bioquimicos evalu&tiosagpioy la
especie nativ&. paleatusNo se observaron cambios en la actividad enzimética de GST en
ninguna de las dos especies, sin embargo las enzimas antioxidantes ewidewmtsar
respuesta diferencial. Se puede observar un incremento significativcetafd actividad de

CAT (32%) como de SOD (25%) ¢as Corydoras expuestas a la mezcla de Aroclor, mientras
gue no se vieron modificadas las respuestas de estas enzirGascapio respecto a la
exposicion al sedimento de referencia. Sin embargo, en ambas especies se daigervo
oxidativo a nivel de lipidos, evidenciado por el incremento signi¥icagin los nieles de
TBARS en C. carpio (60%) yC. paleatus(82%) expuestos a sedento fortificado con la
mezcla de AroclorRespecto a la inmunodeteccién de la proteina CYP1A, no se detectaron
bandas reactivas emingunade las dos especies luego de la exposicion de los peces a
sedimento fortificado con la mezcla de Aroglein embargo eta muestra deino de los
ejemplares d€. carpioseobservéuna banda muy tenue del peso molecular espéFagiara

6.5). Sin embargo, leanticuerpo antCYP 1Ar reconocié una banda proteica en el rango de
peso molecular apropiado para la CYP1A de pésa$5 KDa)tanto en los ejemplares e

carpioy C. paleatusnyectados con BNF (control positivo).

Tabla 6.2. indices fisiologicos d€yprinus carpioy Corydoras paleatutiego de 21 dias de
exposicion a sedimento fortificado con Aroclor (1254:1260) en condiciones estandar de
laboratorio.

indices Cyprinus carpio Corydoras paleatus
fisiologicos

Factor de 1,16 £ 0,04 1,11 + 0,03 1,54 + 0,04 1,57 + 0,03
Condicion (10) (10 (12 (11)

indice 1,82+0,06 1,88+0,07 0,69 £ 0,09 0,86 +0,11
hepatosomatico (10 (10 (12 (12

Los datos se expresan como mediaSM, entre paréntesis se indica el nUmero de mueStra3n
peces en acuario con sedimento control proveniente del arroydores; 5. Ar, peces en acuario con
sedimento fortificado con Aroclor (1254:1260as diferencias estadisticastre los grupos S. Coy S.
Ar se evaluaromediante etestt de Studen{p < 0,05)para cada especie
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Figura 6.4.Biomarcadores bioquimicos @& carpioy C. paleatusevaluados luego da exposicion a
sedimento fortificado con Aroclor (1254:12@f8jo condiciones estdar de laboratorids. Cq peces
en acuario con sedimento control proveniente del arroyo laedr5. Ar, peces en acuario con
sedimento fortificado con Arocldi254:1260)Los datos se expresan como mediSM; n=10 para
cada grupo. Las diferencias estadistimaise los grupoS. Co y S. Aise evaluaronmediante etestt

de Student(p < 0,05)para cada especi€¢*) Indica diferencias significativas respecto al control
respectivo
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Corydoras paleatus Cyprinus carpio

S.Co S.Ar S.Ar BNF M BNF S.ArS. ArS.Co

70KDa =—»

55KDa =p

Figura 6.5. Inmunodeteccién pdNestern blotlela expresion de la proteina CYR deC. carpioy la
especie nativeC. paleatusluego de 21 dias de exposicibn a sedimento fortificado con Aroclor
1254:1260.Muestras de la fracci6RS de peces expuestos a sedimento control del A° Las Flores
(S.Co) sedimentdortificado con Aroclor(S.Ar); inyectadoxon50 mgp-naftoflavonaKg p.c. como
control positivo(BNF); M, marcador de peso molecul®@age Ruler’™. Prestained Protein Ladder
Fermentas).

6.3.3Pardmetros fisicoquimicosy determinacion de PCBs en sedimento

En la Tabla 6.3 se presenta la caracterizacion de PCBs del sedimento del A° Las
Flores utilizado en los ensayos tippiked previo a la fortificacion del mismo con la mezcla
de Aroclor.Se detecté que la mayoria de los congéneres analizados se encuentran por debajo
de los limites de deteccion y la concentracion de PCBs totales se encuentramjoodel&is
niveles guia de calidad de sedimento para la vida acuatica recomendados gar(8ana/g
p.s.) (CCME, 1999-2002).
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Tabla 6.3.Caracterizacion de PCBs del sedimento del A° Las Flores utilizado ersbgsen

tipo spikedantes y después del fortificadmmposicién del Arocl$t1254 y1260.

Aroclor Aroclor A°. LF S.Ar S.Ar
1254 1260 (ng/g p.s) inicial C.c inicial C.p
RO PCBH (o) (%) (ng/g p.s) _(ng/g p.s)
3 28+31 0,19+0,28 0,003+0,04 <LD
3 33 0,16 0,033 (<LD-1,79
4 52 5,38 0,24 <LD 20,78 1,55
4 49 1,1 0,01 <LD
4 44 2,31 0,003 (<LD-0,48 4,40 2,01
4 74 0,84 0,05 <LD
4 70 3,49 0,04 (<LD-0,05
4 95+66 6,25+1,01 2,45+0,02 <LD 4,95 8,32
5 101 8,02 3,13 <LD 0 9,34
5 99 3,02 0,04 <LD
5 87 3,99 0,41 <LD
5 110 9,29 1,33 <LD 13,32 6,20
5 82 1,11 -- <LD
6 151 0,69 3,04 <LD
5+6 | 123+149 0,15+3,65 --+8,75 <LD 12,68 15,99
5 118 7,35 0,48 <LD 2,19 4,66
6 153 3,77 9,39 (<LD-1,5 12,36 16,91
5+6 | 105+132 2,99+2,29 0,22+2,9 (<LD-0,26
6 138 5,8 6,54 (<LD-0,29 10,73 16,03
7 187 0,25 5,4 <LD 5,13 5,18
7 183 0,18 2,41 <LD
6 128 1,4 0,53 <LD
7 177 0,2 2,57 <LD
7 171 0,14 1,11 <LD
6 156 0,82 0,52 <LD
7 180 0,67 11,38 <LD 8,04 12,30
7 191 -- 0,17 <LD
6 169 -- -- <LD
7 170 0,52 4,11 <LD 4,34 6,96
8 199 0,01 1,78 <LD
8 | 195+208 --+0,01 0,84+0,13 <LD
8 194 0,01 2,07 <LD
>PCBs ng/g p.s (<LD-4,38* 98,92 105,46

#Cl: cantidad de atomos de cloRCB#: niUmero de los congéneres analizados, A°LF: sedimento del
arroyo Las Flores utilizado en los ensayos 8piked(los datos se expresan como range3), S.Ar
inicial C.cy C.p: sedimento fortificado con Aroclor a tiempo iniciakpio al comienzo de los ensayo
conC. carpioy C. paleatugespectivamente.rEnegrita se indican los congéneres mas representados
en el Aroclor 1254 y 126[bs cualesse tuvieron en cuenta para las determinaciones del ensayo y s
consideran en la sumatoria de PCBs (ZPCBs). 'se consideran en XPCBs todos los congéneres
determinados en el setento A°LF.
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Los parametros fisicoquimicos del agua evaluados durante el ensayo con wedimen
fortificado con la mezcla de Aroclor 1254:1260 se presentan en la Tablao$.garametros
evallados con los electrodos coreb OD, pH y conductividad pres@am valores similares
entre los acuarios con sedimento controlG8) y sedimento fortificado con Arocl@8. Ar 1)
asi como en relacion al acuario que no contuvo peces durante el periodo expef8némtal
2), esto se obsebvpara ambas especies prueBaspecto a los parametros deteadios en
laboratorio los niveles de NHy NO, presentan valoresimilares entre loacuarios cors.

Co yS. Arl para ambas especies, sin embargo en ambos casiogeles de estos parametros
son menores en l@cuaris sin pecesPor ultimo, los niveles de MPS y MOP han sido mas
elevados en los acuari8s Arlrespecto a los respectivos controles, mientras que los acuarios
gue no contuvieron peces (S. Ar2) presentaron una marcada disminucion ereles dév
estos pandetros respecto a los acuarios con ejemplares de ambas especies Fsteeba.
patron se acentla en los acuarios del ensayo. darpio pudiendo inferir que esta especie

presentd una mayor movilidad respecto. paleatus

Tabla 6.4. ParAmetros fisicoquimicos del agua de los acuarios de ensayos de exposicion con
sedimento fortificado con Aroclor 1254:1260

Cyprinus carpio Corydoras paleatus

Parametros

OD (mglL) 6,1+0,8 6,7+04 8,1+0,6 8,0+0,2 7,6+0,3 8,0+0,3

84+01 85+01 88+01 86+01 86+01 8701

S 1076221 1101£22 1098£22 1076:41 1069+63 996 £15

NH," (mg/L) 34+29 34+21 12+05 0,7+0,4 0,7+0,3 0,2+0,1
NO; (mg/L) 0,8t0,5 0,5t0,1 0,5+0,3 0,4+02 0,806 0,3+0,1

MPS (mg/L) 347+ 175 787+10 26+10 121+16 422 +48 87
MOP (mg/L) 46 +21 96 +8 9+2 25+13 52 +6 13

Los datos se expresan como media + E®M3. S. Co, acuarios con sedimento control; A3,
acuarios con sedimento fditado con Aroclor (1254:126); $r 1 y S.Ar 2: acuarios con y sin peces
respectivamente.
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En la Tabla 6.3 se presentan Emcentracionegfectivas de los congéneres mas
representados en la mezcla Aroclor 1254:1286, como la sumatoria de los mism@as
PCBs), las cualeshan sidodeterminadas en el sedimento fortificado inicial previo al
comienzo de cada uno de los ensapumshubo una disminucién en la concentracion de PCBs
en el sedimento inicial durante el tiempe almacenamientandicando queen ambos
ensayos se parti6 da mismaconcentracién efectivaPor su partelas concentraciones
medias efectivagle la £ PCBs determinada en los diferentes sistemas experimentales
durante cada uno de los ensageasindican en la Tabla 6.5Las concentraciones en el
sedimento fueron mayores durante el ensaydd@aleatus las cuales a su vez fueron
similares a la concentracion del sedimento inicial. En cambio en el ens&ocdepio se
observé una disminucion em Iconcentracion de PCBs durante el ensayo respecto al
sedimento inicial. Asi mismo los valores en el §o fueron menores a los niveles geia
ambos ensayos, aunglaeX PCBs en S. Co deC. paleatusue superior al d€. carpia Sin
embargo esto no séo reflejado en la concentracién de PCGBisorbidoen el MPSya que la
cantidad de PCBs detectada en el acuario contr@.dmleatuses menor que la cantidad
detectada en el acuario control @e carpia Respecto a los acuarios con S. Ar en ambos
ensayos la concentracion de PCBs en los acuarios S. Arl fue similar a la de SinAr2,
evidenciar un efecto aparente de la presencia de los peces en la dinamica del tdxico. Si
embargo,se evidencié una mayaorcentraciony masa de PCBs en el MPS del acuario S.
Arl deC. carpio,que podria estar relacionado con una mayor movilidad de esta especie que
también se ve reflejado en la mayor concentracion de MPS (Tabla 6.4). Asi ragmo,
podria estar relacionado ctmmenor concentracion de PCBs en el sedimento fortificado de
los acuarios d€. carpiointerpretando que éstos pasaron a estar mas disponibles en el MPS
gue en el sedimento. Por ultimo, la relacion de PCBs presentes en el sedespatioral
MPSfue mayor en elsistema experimentale C. paleatugespecto al d€. carpiq indicando

gue en estéltimo los PCBs se distribuyeron mas en el MPS en relacion al sedimento.
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Tabla 6.5. Concentraciones medias efectivas y cantidad de PCBs tpt@ssntesn los
distintos sistemas experimentales

C-paleaus

ol ol

SEUE 53:08 519448 53041 174425 81.1+#45 101,8+18,9
(ng/g p.s)

MPS 300:15 1055:725 952667 584:09 680,9:397,4 900 51,8
(ng/g p-s)

*)
PCBs en MPS 055 33,21 0,50 0,32 11,49 3,13
(Mo/sist. experim.)
Relacion de PCBs 381 6,3 214,1 2180 28,2 130,0

(sedimento/MPS)

Los datode concentraciones efectives expresan como medicESM, n=3. (*) valores calculados a
partir de las concentraciones medias de PCBs tqEP€EBs) en MPS y los valores medios de MPS
presentegnlos sistemas experimentales

6.4 Discusioén

En el presente capitulo se evalué el efecto de la exposicion a PCBs y mezclas de COPs
sobre las respuestas de biomarcadores hepatico€. ecarpio y C. paleatus Estas
exposiciones fueron de tipo aguda, por mediouda inyeccion intraperitoneal snas
prolongada en el tiempo mediante sedimento fortificado con una mezotec@rde PCBs

Aroclor (1254:1260) que se encuentra presente en el ambiente acuatico.

Los indices fisiol6gicos no evidenciaron cambios respecto al control aseratpas
inyectadas con PCB126 y mezclas de C@Psgn losejemplaresexpuestos a sedimento
fortificado con la mezcla de Aroclor en ninguna de las especies prueba. Esttloes
coinciden con otros trabajos dontdato lainyeccion intraperitonealle la misma dosis de
PCB126a ejemplaresle Stenotomus chrysopesmo la exposicion a sedimento fortificado con
mezclas comerciales de PCBs (Arofldt242, 1254, 1260) de Limanda limandano
mostrarorvariaciones en el IH8i en el FC §chlezinger y Stegma&001 Hutchinson y col.,

2003).Al mismo tiempo, los periodos @xposicion en estos trabajalsarcan tiempos cortos
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(3 dias) asi como mas prolongados (18 dias) loesyaleden ser comparables con los

periodos utilizados en este trabajo.

Se sabe que en los pedes, PCBsactian a nivel dprocesos de biotransformacign
sonpotentes inductores de complejos enzimaticos tales como el sistema de igemasas
del citocromo P450 1Ay el sistema de enzimas de conjugacion de fase Il (ej.Kapdhén
y col., 2000). En relacién a los mecanismos de la fase | catalizados por el sistema de
monooxigenasas del citocromo P450, diversos autores han reportado la inductgdn de
expresion de la proteina CYP1A (Huuskonen y, d8196;Straus y col., 200Bchelezinger y
Stegeman, 20Qlasi como la actividad catalitica de la ER(Hal@ce y col., 19965oponen
y col., 2000; Straus y col., 200@an Schanke y col., 2008yukwe ycol., 2001) luego de la
exposicion de diferentes especies de peces a PCBs coplgnawezclas comerciale€n
particular, enCyprinus carpiola exposicion a Aroclor 1254 y congéneres morto-
sustituidos provoc6é un aumento en la actividathliticade la CYP1A (EROD) (Whyte y
col., 2000).Sin embargo ® el presente trabajo no se evidencié una marcada induccién en la
expresion de la proteina CYP1A @e carpioluego de la inyeccién intraperitoneal con el
PCB126, ni luego de la exposicién a sedimenttficado con la mezclae PCBs (Aroclor
1254:1260)aunque en uno de los ejemplares seopapreciar una tenue banda reactiva
correspondiente a la inmunodetecciéon de esta proteina. Del mismo moplocdase
evidencié una induccién de la CYP1A €én paleatusuego de la exposicion al sedimento
fortificado con la misma mezcl&lgunos autores han reportado que ciertos congéneres co-
planares de PCBs (3,3,4,&traclorobifenilo PCB77 3,3'4,4’,5,5-hexaclorobifenilo
PCB169; PCB126en altas concentraciones tambimen la capacidad de inhibir el sistema
del citocromo P450 1AQYP1A) en algunas especies de peces tanto en ensaybi® como
in vivo (White y col., 1997 Schlezinger y col.1999 2006; Schlezinger y Stegeman, 2001)
Estos cambios a nivel molecular est@mculados con el desacoplamiento y la inactivacion de
la CYP1Alos cualesocurrena nivel postranscripcional por lo tanto puede observarse una
induccion hepatica de la expresion del ARNm de CYP1A y una minima induccié
inhibiciéon de la expresion de la proteina y/o su actividad catalitica (ER@WBife y col.,
1997; Schlezinger y Stegeman, 2001). Los resultados obtenidos con estos congéneres son
consistentes con el hecho de que favorecen el desacoplamiento del ciclo catliico d
CYP1A con la consecuente formacién de EROs, las cuales pueden migrar hacia el medio
subcelular o permanecer en el sitio activo produciendo una inactivaciéativexieén la
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enzima Por lo tanto, los congéneres oiwe sustituidosque son los mas toxicos y mas
potentes agonistas del receptor Ahr también estimulan mas fuertementatadibde EROs
inhibiendo e inactivando la CYP1¢Schlezinger y col., 2006)Si bien en el presente trabajo
no fue objeto de estudio los mecanismos de activacion o inhibicién de |2AC¥Ra Ultima
podria ser una explicaciode la ausencia de induccion de la CYP1A por medio de la
inmunodeteccion de esproteina. Al mismo tiempo, esta explicacion podeaconfirmada
por el dafio oxidativo a nivel de lipidos evidenciado en ambas especies y amizs de

exposicion, cuyos resultados se discuten mas adelante.

Respecto a los procesos de biotransformacion de fasstdmas enzimaticos como el
de la GST facilitan la conjugacién de este tipo de compuestos con grupasiétexstrcon el
fin de hacer estos xenobidticos mas hidicds para su trasporte y excrecid@n nuestros
ensayos, @ se observaron modificacionegstenivel ya que la actividad enzimética de GST
no evidencido cambios en los ejemplaresClecarpioinyectados con el PCB126 ni en los
expuestos al sedimento fortificado con Aroclor respecto a los ejemplared,cesttltimo
también fue observado pafa paleatus Al igual que nuestros resultadode exposicion
aguda,Huuskonen y col. (199600 encontraron una clara relaciéon entre la exposicion al
PCBL26 y la actividad enzimatica de GST@ecorhynchus mykissinque un incremento de
esta enzima fue detectado en el higado de la misma especie luego de la idedde{©B77
(PCB coplanartetraclorado) Asimismo, la actividad de GST no fue alterada en lenguados
luego de 8 dias de la administracion de una inyacd&la misma dosis del PCB126 (van
Schanke y col., 2000). Sin embargeta via dérasformaciorpara este tipo de compueshas
sido reportada e@. carpioobservando un incremento en la actividad de la (88do de 21
dias de exposiciéa la mezcla coercial Aroclor 1254nagua(Schmidt y col., 2005).

La generaciorderadicales libreslurante los procesos de biotransformacion promueve
la induccion de mcanismos enzimaticae defensa celular contra el dadxdativo entre los
gue se encuentra la actividad de la SOD y CER. el presente trabajo las enzimas
antioxidantes evidenciaron una respuesta difereeci@. carpio frente a la exposiciéon al
PCB 126, se observo una disminucion en la actividad de la CAT mientras qu® lacSO
manifesté cambiosPor su parteJa exposicion prolongada al sedimento fortificado con
Aroclor mostré una respuesta de las enzimas antioxidantes especie aspgifjue no se

observaron cambios en ninguna de las enzimas antioxidan@sacampiq mientras quec.
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paleatusevidencié un incremento tanto en CAT como en S@[pesar de esta respuesta
diferencial en la actividad antioxidante de ambas especies, se detecté utaritepdafio
oxidativo a nivel de lipidos evidenciado por el incremento en los nidel@d8ARS en ambas
especies y en ambos tipos de exposicién. Resultados similares fueron report&ddageoy
col. (1996) en truchas expuestas por medio de inyeccion intraperitoneal d2BCguienes
no observaron cambios en ninguna de las enzimas antioddevaduadas (SODCAT y
glutation peroxidasa) y los niveles de TBARS se vieron incrementatosismo tiempo,
Vegalopez y col. (2007§letectaron inhibicion en la actividad de la SOD y un aumento en la
CAT acompafado del incremento en los niveles de TBARS0 de la exposicion de
ejemplares deGirardinichthys viviparusa concentraciones subletales de una aaez
comercial de PCB en el agua.

Finalmente, los niveles de PCBs a los que permanecieron expuestos los ejaeplares
ambas especies prueba durantednsayos con sedimento fortificado con Aroclor 1254:1260
fueron superiores a los niveles guia de calidad de sedimentos para la protedeidnoth
acuatica sugerido por la Agencia de Proteccién Ambiental de Cé3vadg/g; CCME, 1999-
2002). Bstosnivelesse encuentran en el rango de niveles reportpdosliversos autoresn
ambientes contaminaddsiutchinson y col., 2003; Vane y col., 2007; Burgess y col., 2009) y
en particular en el estuario del Rio de la Plata (Colombo y col.a28@&rcia ycol., 2012
ver Capitulo . Por su parte, en el ensayo@ecarpiose evidencizinamenorconcentracion
de PCBs durante el ensayo respectla aoncentracion dededimento inicial. Al mismo
tiempq se detect@na mayor concentracigncantidad de PCBs et MPSenel acuariocon
ejemplares d€. carpia Si bien esto podria estar vinculado con la mayor movilidad de est
organismo prued en presencia del toxico, tambigodriaasociarse&onun eventual aumento
de la disponibilidad de los PCBsn el MFS promovidodesde sedimenttortificado; esto
ultimo también estaria evidenciado en la baja relacién (sedimento/MPS; Tapl&if
embargo, la concentracion de PCBs detectada en el acuario sin peces tambgmofugue
en el sedimento inicial, pudiendo inferir que la presencia de los pecesln® ish la
concentracion del toxico. Otra explicacion posible podria estar relacionadalacon
concentracion de los congéneres individuales analizados en el sedimeatoyidigiante el
ensayo.Se puede observajue el sedimento inicial utilizado en el ensayoQlecarpio
presenta una alta concentracion de ciertos congéoanesienor nimero de atomos de Cl y

con una configuracion no plana de los mismos (ej. PCB 52, 44), los cuales presentan una
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menor capacidad de adsorcion al sedimento (TaB)a Al. mismo tiempo, en el sedimento
analizado durante el ensayo se ob&env particular una disminucion en la concentracion de
estos mismos congéneres (informacion no detallada en Bd)lale estaforma se podria
explicar la disminucion en la concentracion de PCBs en el sedimento del daSayearpia

Por ultimo, ambas explicaciones podrian estar relacionadas con unaincenporacion del

toxico por los ejemplares de. carpiodesde el sedimento y finalmente asociado a la menor
respuesta biol6gica nivel hepaticaobservadan los niveles de los biomarcadores evaluados
respecto a la respuesta evidenciada por la especie mdival contrario, en el ensayo Ge
paleatuslas concentracionate PCBsen el sedimentéueron similares a la concentraciéon del
sedimento inicialy tampoco se evidenciaron diferencias con el acuario sin ejemplares
pudiendo inferir quéa presencia ds peces néue determinante de los niveldsl toxicoen
sedimento Cabe mencionar que los niveles de PCBs en el S. Co fueron mayores que los
determinados en el S. Co del ensayddearpia Sin embargo esto no se vieflejado en la
concentracion de PCBs adsorbidos en el MPS ya que la cantidad de PCBs detectada en el
acuario control deC. paleatuses menor que la cantidad detectada en el acuario cont@l| de
carpio. Asi mismo, los niveles de PCBs el S. Co se encuentran por debajo tanto de los
niveles guia(CCME, 19992002) como delmenorvalor que se considergue raramente

pueda producir efectos biolégicos adversos (22,7 ng/g; Colombo y col., 2005a).

Como se mencion6 anteriormente pueden darse distintos tipos de intezacentre
los poluentes presentes en el ambiente, donde puede verse alterada la toxlogladseos
asi como las respuestas de los biomarcadores en los organismos allegprBseante el
presente trabajo se evaluo el efecto adverso producido por la interaddfddBi£26 con un
HAPs que puede estgresente en el ambienyeun desorganizador endocrino €ncarpia
Por lo tanto estos toxicos fueron administrados por medio de una inyeccion intraperitoneal de
la mezcla del PCB126 + BafMz 1) y del PCB126 + E2Mz 2). En relacién a los
mecanismos de biotransformacion de fase | analizados, la exposicion ezldasnie estos
compuestos evidencié en la respuesta de la CYP1A una interaccion difereneaalosntr
compuestos de Mz 1 y M2. En el primer casta interaccionde los toxicos promovio un
ligero efecto dgpotenciaciénen relacion al BAadministrado aislado) sobre la expresion de
la proteina CYP1A dé&. carpio aunque fue evidente la ausencia de respursiado el
PCB126 se administré aislado. Sin embargo, npusele afirmar la existencia de algun tipo

de interaccion entre los compuestos de la Mz 2 frente a la respuesta de la expres@n de es
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proteina ya que no se observaron bandas reactivas correspondientes a la CYP1A con ninguno
de los compuestos por separadocon la mezcla. Por su parte, no se detectaron cambios
significativos en la respuesta de la GST con ninguna de las dos meaciparando k&
respuestagle los ejemplares control asi como de los que recibieron sélo el PCB126
Resultados similares fueron reportagms Gunawickrama y col. (20083n Scophthalmus
maximuduego de la cexposicion a corto plazo de BaP con otro congéner copjaraorto
sustituido (PCB 77disueltos en agua. Sin embargo los mismos autores no detectaron un
patron claro de induccién luego de un periodo prolongado de exposicion. Al mismo tiempo,
van Schanke y col. (2000) tampoco detectaron cambios en la respuesta de la GST ego de |
exposicion de una especie de lenguado al PCB126 y BaP en desitcaciones diferentes.

Cabe destacar que la respuesta de la GST luego de la exposi€drcatpiotanto a BaP

como a E2 tampocoafevidenciado un cambio en la actividad de esta enzima (ver Capitulos 4
y 5), por lo tanto la interaccibn de estos compuesto tuvo efecto a nivel de
biotransformacion de fase Il en esta especie prueba y bajos las condicionaaemtaks
ensayadas. Rpscto a las enzimas antioxidantes se evidencié una respuesta diferencial en
ambas mezck observandose un incremento en la actividad de la CAMeady en la SOD
conMz 1 en relacion a los controles respectiv@anawickrama y col2008)reportaron una
alteracion en las actividades enziméticas de SOD, CAT vy glutai@xidasa en elipado de

S. maximusluego de la exposicion conjunta del BaP con PCB77 respecto al control. La
actividad de la CAT increment6 significativamente luego de 6 meses de @&xposic
diferencia de nuestro trabajo donde si bien se observé una tendencia de aumento luego de 48h
la misma no fue significativa. El dafio oxidativo a nivel de lipidos se evidencld carpio

luego de la exposicion a la mezcla de PCB126 con BaP respecto al control, sigoelabar
mezcla de BB con E2 no tuvo efecto sobre la lipoperoxidacion ya que no se modificaron los
niveles de TBARS. En este ultimo caso el incremento de la actividad dezimae
antioxidante CAT pudo haber evitado el dafio oxidativo, sin embargo el ind¢cenera

SOD no fue suficiente para prevenir este dafio luego de la exposicion con la mezcla
PCB+BaP.
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7.1Introducciéon

El excesivo desarrollo de las actividades humanas es uno de los principdesasob
que contribuyen a aumentar los niveles de contamingntdendoafectarla integridad
biologica de los ambientes acuatico®urante las Ultimas décadas el medio acuatico ha
sufrido el aporte de un creciente numero de contaminantes vertidos sistegtiécam ¢l
entre los que se encuentdas compuestos organicos persisten@®Rs).En particular, ds
rios periurbanos representan un ejemplo tipico de ecosistemas afectadasapiividad
antropogénicajue se desarrolla en sus margenes. Los centros urbanos y los industrializados
generan una gran variedad dstos contaminantes que alcanzan rapidameastos
ecosistemaya sea por fuentes puntuales como difuBasnuestro pais existen numerosos
casos de este tipo, en el presente capitulo nos centraremos en dos rios peralrBimaie

la Plata y el rio Lujan.

Enel Rio de la Platlas numerosas areas urbanadustriales y portuaridscalizadas
a lo largo de la costa Argentina han tenido un impacto negativo sobre este cuenmm He ag
particular, la localidad de Punta Lara es una zona costera del Ri®kdtalgerteneciente al
partido de Ensenadgue se encuentra entre dos grandes centros urbanos (Buenos Aires y La
Plata) que concentran aproximadamente 12 millones de habitantes y es lindargector
petroquimico con la mayor refineria de petréleopdés(Colombo y col., 2006)Es una zona
balnearia popular al sur del conurbamn la zona terrestre de este area se encuentra la
Reserva Natural Punta Lagae fuedeclarada en el afio 1958ravés del Decreto N° 5.421
como Reserva Natural Integral de Selva Marginal de Punta (EREPLATA, 2003;
www.reservapuntalara.com)aPor su parte,reeste sitio y en zonas cercanas se ha reportado
la presencia de diversos contaminamadss como hidrocarburos alifaticddAs), aromaticos
policiclicos HAPS), bifenilos policlorados (PCBs), dioxinas, benzofuranos y metales pesados
asocialos principalmete al sedimento wl material particulado en suspensi@@olombo y
col., 2005a,b; 2006). La composicién quimica de las mezclas de hidrocarburos que se
encuentran en sedimentos refleja las contribuciones relativas de diversas riaantss y
antropica de origerbiogénico, diagéetico, petrogénicpy pirogénico. En zonas altamente
pobladas e industrializadas predominan los aportes antropogénicos, mientras que en areas
remotas la mayoria de los hidrocarburos tienen principalmente un origeal.ndtunismo

tiempo, esto se ve reflejado en la biota alli presembeipalmente en bivalvos y peces (Bilos
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y col., 1998; Colombo y col., 2000; 2007; 2011; Aizpun de Moreno y col., 28043 Franja
Costera Sur, altos niveles de residuos de PCBs, plaguicidas organoclorados, e hidrocarburos
alifaticos han sido reportadqwincipalmenteen tejido de sabalosPfochilodus lineatus
especie detritivora, de elevadontenido graso y gran valor comercial, por lo que representan

un serio riesgo para la salud humana (Colorgbool. 2000; 201} Al mismo tiempo,
ejemplares deC. carpio de la zona de Punta Lara, muestran sefiales de PCBs recientes
(“frescas”) con niveles comparables cdos el sdbalo (Colombo y col, 20Q0La
composicion de hidrocarburos detectados en estas especies reflejaindnesevidenciados

en el ambiente indicando la prevalencia de residuos petrogénicos en sabalos y carpas
especialmente en aquellos recolectados de las zonas de QuikPouesa Lara(Colombo y

col., 2000).También se ha detectado la presencia de altas concentraciones de dioxinas y
furanos en invertebrado€drbicula fluminea recolectaos en la Franja Costera Sur del Rio

de la PlataColomboy col., 1995, 1997Cataldoy col. 2001;Barra y col.,2002).El aumento

de lssdescargas de PCBs al Rio de la Plata, entre los afios 2001 y 2062eflejado en un
incremento considerable (de 3,6 a 9 pg/g) en los niveles de PCBs observados en los sabalos
(Colomboy col., 2007. Para sabalosapturados a lo largo de 1.500 km del Rio Parana y el
Rio de la Plata, entre Ituzaingd (Norte de la Provincia de Corrientes) y MagdaleSur de

La Plata), se ha observado una distribuciébn espacial consistente entre los sddmlo
contaminados y aquellos puntos de majesarrollo urbano e industrial y una disminuai@n
PCBsen la parte alta del rio Parana. Esta distribucion espamatoincidente con la
presencia de estos compuestos en los sedimerto®igacumulacion emalmejas asiaticas

(Corbicula flumined contaminadas con compuestos organigasré ycol., 2002)

El rio Lujan es un tipico rio de llanura de la provincia de Buenos Aires yaitasd
mas importantes riogperiurbanos de AMBA ya que fluye por zonas con grandes
asentamientos de poblacion humana. Es uafeictado por la contaminaciénya calidad del
agua ha sido estudiada desde el punto de vista quimico y fisico como tdmatbd&ico
(Pizarro y Alemanni, 2005En particular.el tramo medio cruzeel partido de Lujar{desde
Jauregui hasta la ciudad de Pilamegibe diferentes tipos de impacsiendolos principales
aportes puntualedas descargasliquidas urbanas e industriales. Luego de atravesar
la ciudaddelLujan, £ encentra la planta de tratamiento de efluentes liquidos (PTEL)
municipal, la cual vuelca al rim caudal diario de 1000 n? (Sdnchez Caro, 2010).

Ademasel tramo medio recibe el impacto de varias industrias tales como textiles, lacteas,
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curtiembres alimenticiasy celulosadas cuales descargan sus residuos tanto en el sistema
cloacal de la ciudad asi como directamente en las aguas superfRideszio y col., 2005;
Sanchez Caro, 20LMDiversos autores han realizado estudiosestdbcalidad dehguadel rio

Lujan y de sus afluentes, los cualee basan principalmente en la evaluacion de los
parametros de fisiequimiccs, nutrientes,estructura de la comunidad fitoplanctonicalel
perifiton, junto con los datos hidrolégicos basicos (Giorgi y col., 19992 O'Farrelly cd.,

2002 Pizzarro y Alemanni, 2005 A su vez durante el periodo 20@D05 el Instituto
Nacional del Agua de Argentirilevé a cabo un estudio de monitoreo fisicoquimico de la
calidad de agua y sedimento del rio Lujan. Este informe muestra que el impalkdo d
contaminacion antropogénica se evidemrgidiferentes sitioslel rio, debidgrincipalmentea

un incremento en lagoncentraciones de metales pesados, contaminantes organicos y
bacterias coliformes en las aguas superficidldemas, Di Marzigy col. (2005) realizaron un
estudio ecotoxicologico, mediante ensayos de toxicidad aguda con aguengngediel rio
Lujan con diferentes organismos pruePar su parteen el laboratorio del Programa de
Ecofisiologia Aplicada (PRODEA) de la Universidad Nacional de Lujan se hanadializ
diferentesaportes sobre la calidad del agua del rio Lujan mediante estudicgidnela nivel
comportamental y morfolégico en peces expagesa muestras ambientales en condiciones de
laboratorio (Eissa, 2009). Asi mismo, se han realizado estugliegadluacion ecotoxicoldgica
utilizando parametros quimicos, bioquimicos, fisiolégicaggdoxicos, en larvas de anuros

(Lithobates catesbeial) mediante bioensayos semiestéaticos de laboratorio (Ossana, 2011).

En nuestro pais los programas de monitoreo se han basado principalmente en la
guimica y bacteriologia del agua, con mediciones de las variables principedsanias para
la determinacion de ciertos indices de calidad de agua. El enfoque multithsicip
considerando la evaluacion simultanea de una serie de factores y procesosumaeimagen
integradora, pueden determinar sus caracteristicas, ha sido poco desarrollado o ausente. El usc
de la biotaparasupervisar la calidad de los medios acuaticos ha sido relativamente poco
comun en comparacion con las variables abidticas (Salibian, 20Q@6)evaluacion
ecotoxicologica de la contaminacion acuatica por lo tanto puede seaddorednte el
estudio de los biomarcadores empleando diferentes metodologias. El uso de biomarcadores en
peces puede proveer informacion muy Gtil para describir cambios en kdcddéibagua (van
der Oosty col, 2003). Actualmente una parte importante de ilasestigaciones en

biomarcadores es la evaluacion y validacion de estas respuestas en estudios(Raaheyo
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y cd., 2003; Ozmery cd., 2006; Tejeda‘eray cd., 2007). Muy a menudestos estudios
implican la recoleccion d@ecesen ambientes contaminadgssus respuestas biolégicas son
comparadas con las de ejemplares extraidos de lugares de refeEnganeral,estos
estudios no contemplan ciertos factores a los que pueden estar sujetgan@ssrmrueba

tales como la migracion ya sea por alimentacion o reproduccion y la movieldds
individuos como respuesta devadir determinados sitiofente a la presencia de los
contaminantesEn este contexto, la inmersion directa de peces confinados en jaulas en un
sitio de interé®ofrece un enfoque mas realista y permite tener conocimiento preciso sobre el
lugar y tiempo de exposicion (Oikari, 2006; Almosticd., 2008a). El uso simultaneale
ambas metodologias, asi como el andlisis de varios biomarcadores esriteppera
minimizar posibles interpretaciones erréneas principalmente en situaciomgiejes de
contaminacién Qikari, 2006 Linde-Arias y col.,, 2008). Al mismo tiempo, & bateria de
biomarcadores usados en este estudio permitiria evaluar la exposiciornperaonde los

contaminantes presentes en los sitios de estuticel higado de los organismos prueba.

7.1.1 Hipétesis y objetivos
Hipétesis:

Los COPs de origen antropiguesentes etos rios periurbanopueden afectaa la
biota presente eno$ cuerposde agua ypromover respuestas diferenciales de los
biomarcadoreganto en ejemplares de las especies prueb@uestosn situ como en los
recolectados en el sitio

Las respuestas de los biomarcadoredodeejemplares d€. carpio luego de su
exposicionen jaulas en Punta Lasmn comparables con las exposiciones en laboratorio al

sedimento del mismo sitio.

Objetivos:

1. Estudiar el impacto adverso de la contaminacion antrégicdos rie periurbanogor
medio de una evaluacién biolégica utilizando componto final las respuestas de

biomarcadores hepaticos de una especie estandar@gan(s carpi) y especisnativas.
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2. Evaluar larespuestade los biomarcadores en las espeg@rsgbamediante Bsayosa
campo por exposiciéim situ de peces confinados en jaulas y recolecciéon de especies nativas

de la zonale estudio.

3. Evaluar y comparar el efecto adverso producido por exposieiéfemplares d€. carpio
a toxicos presentes €unta Lara esondiciones de campo por medio dexaasicionin situ
en jaulas sumergidas y bajo condiciones de laborgtorionedio danuestras ambientales de

sedimento.

4. Evaluar y comparar la respuesta de los biomarcadores de una especie nativa en dos
tiempos, luego de la exposici@m situ y analizar una posible respuesta temprana de dichos

parametros.

7.2 Estudios en la zona de Punta Lara (Rio de la Plata)

7.2.1 Materiales y Métodos
7.2.1.1 Area de estudio

Los ensayos séevarona cabo en el estuario del Rio de la Plata, en la zoneraah
Punta Larg34° 4’ 59” S; 58° 00’ 35” W) durante los veranos de 2007 y 2qEura 7.1).
Punta Lara es un area lindante a zonas altamente industrializadas del Rio de, la Plata
localizada en la Provincia de Buenos Aires aguas abajo de la localidad de Quilnues\§ eer

la ciudad de La Plata.
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Figura 7.1 Imagensatelital de Punta Lara y zonas aledaii¥s.1 y PL 2, puntos donde se llevaron a cabo los ensayos en jaulas dur@&@@7ey 2010
respectivamente.
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7.2.1.2 Disefio experimental
a- Exposicion in situ y recoleccion de ejemplares en campo

Juveniles deC. carpio (n=20) con 3,9 £ 0,5 g.c. en 2007 yn=22) con 4,5 0,2 g
p.c.en 2010 (media ESM) fueron utilizados como organismos prueba estandarizbo®s.
peces permaneciergeor un periodo de 7 digmevio a los ensayos en aclimatacibajo
condiciones estandarizadas de laboratodn fotoperiodo de verano (16:8h D:N) como se
describe era seccion3.2 (wer Figura 3.1)Estos ensayos consistieron en la exposicion en
jaulas sumergidas de un grupo de carpas a las condiciones ambientales de Pusti#olLara (
experimental PL) y otro permanecio en la parte superior del arroyo Las Flores ¢s&tio
referencia, SR). En estos ensayoks ejemplares dearpa permanecieron durante 21 dias
confinados en jaulas de similares caracteristicas que las descriptas aetggoton una
densidad de carga de2lg p.c./L, las cualepermanecieron aseguradasnantenidagor
medio de “lastre” a una distancia aproximada de l@e&infiondo Tanto en el verano de 2007
como del 2010,ds peces del sitio de referencipermanecieron sumergidos en forma

contemporaneeaon los de Punta Lara.

Al mismo tiempo que se realizé la evaluacion por medio de jaulas sumergidas con |
especie estandarizada, se efectué en cada afio un muestreo en la zona costelia yesest
seleccion6 una especie representativa de la ictiofauna nativa local. De restasé
recolectaroren el ailo 200@jemplares juvenilege Leporinus obtusiden®=20; 13,7 + 1,8 g
p.c.; mediax ESM)y en 2010 juveniles deProchilodus lineatugn=21; 70,9 = 4,19 p.c.;
mediatz ESM), ambasespecis natives con amplia distribucion y de gran importancia en el
area estudiada. Los ejemplares fueron colectados en el mismo sitio experitilergatia
una red de arrasteomo se describe en la seccion 312.2 fueronllevados al laboratorio
inmediatamente parau procesado (ver seccion 3.8ps peces nativositilizados como
control se obtuvieron de zonas no poluidas del rio Payaioé el fin de minimizar gbosible
estrés del transportpermanecieron en condiciones controladas de laboratorio duralis
previos a su procesadbas bogascontroles se obtuvieron con la ayuda de los pescadores
locales de un sitiabicadoen el rio Parana medienla provincia de Corrientes (28° 16" 11”

S; 59° 01°44” W;SR ll). Este sitio fue elegido debido a la ausencia de zonas de referencia
en Buenos Aires, donde peieda capturar ejemplares juvenilesedé& especienativa. Los
sébalos controles fueron colectados de un arroyo afluente del rio Parana, el A° Guayraca
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(34° 20’ 58" S; 58° 39’ 54” W SR 1V) considerad sitio de referencigEstos ensayos se
realizaron en forma contemporanea a la exposicion en jaul@s darpiode cada afio de

estudio.

Cabe mencionar que aunquejemplaresadultos de C. carpio silvestres estan
normdmente presentes en Punta Ladayante el ensayo realizadm se pudo colectar

individuos juveniles de esta especie

b- Exposicién a sedimentos ambientales en condiciones de laboratorio

Se utiliz6 comaorganismos pruebagemplares juveniles dé. carpio(n=20; 3,6
0,1 g p.c.;mediat ESM), los cualepermanecieromor un periodo de 7 digsevio a los
ensayos en aclimatacién bajondiciones estandarizadas de laboratoan fotoperiodo de

verano (16:8h D:Nyomo se describe en la secc®8.

Se realizaron ensayos con sedimento superficial del Rio de la Platamiemiazona de

Punta Lara y se utiliz6 como sedimento control el proveniente de la wapdical del A°

Las Flores sitio de referencia de los ensayos en caf®® I) (ver seccion3.2.1d). Estos
ensayodueron de tipo estatico con aireacion constante y un flujo cerrado de agua para una
mejor oxigenacion del medida duracion de los mismos fue de @hasbajo las siguientes
condiciones controladas de laboratorio: 22 + 1°C de temperatura del agua, fotop&r&bdo

D:N y una densida&de carga dedlp.c/L por acuario.

Este ensayo se realiz6 en forma contemporanea con la expasisitnpor medio de jaulas

sumergidas con la misma especie pru€baarpio.

7.2.1.3Parametros domarcadores

En el presente capitulo se determinaron los indices fisiolégicos (AS)etdl como
fueron descriptos ema seccion3.41. Se evaluaron los biomarcadores asociados a la
biotransformacion como la actividad enzimética de GST y la inmunoditedeila proteina
CYP1A segun han sido descriptoslaseccior8.4.2. Por ultimo de los parametros asociados
al estrés oxidativo se evalud la actividad enzimatica de la CAT y SOD asi coniveles de

TBARS siguiendo las condiciones ya descriptameeccion3.4.3.
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7.2.1.4 Parametros fistoquimicos y caracterizacion de sedimentos

Se registraron los parametros fisicoquimicos béasicos del agua de los agudios
Punta Lara y el arroyo Las Flores a partir de muestras tomadas en al oeopsrtuniddes
a lo largo del periodo experimental. Se determiné el pH, la conductividgldoxigeno
disuelto (OD) por medio de electrodos de campo asi como la concentdeciamonio
(NHz"), nitrito (NO,) y fésforo reactivo soluble (PRS) mediante las técnicas especificadas en

el capitulo 3,seccién3.5.

Se colectaron muestras de agua superficial de ambos sitios en las cuales se determind
el PRS NH4", NO,, material particulado en suspensionR§l y materia organica particulada
(MOP). Todas las determinaciones se realizaron por duplicado siguiendo desliprientos
indicados en APHA (20Q5Por su parte en campo se determiné la temperatura del agua, pH,

OD y conductividad por medio de electrodos de campo (capitulo 3, seccion 3.5).

Se recolectaron muestras de sedimestgpericial en Punta Lara (@ cm) en las
cuales se determind la presencia de hidrocarburos itsfs comoHAS, PCBstotales y en
el muestreo de 2007 se determind también la presencia de metales. Se caracteriz6 el
sedimento determinando materia organica y la composicién granulométigdulo 3,

seccion 3.5).

En el ensayo realizado en el 2007, seemeinG en el sedimentda presencia de
metales ¢romo total, cobre, niquel, plomo y zinc) por digestion acida demiasstras
utilizando métodos colorimétricos estandarizados (Hach Corp., dagjnias fracciones
alifaticas y aromaticas se separaron por cromatografia de particion en coluritica.d€asla
fraccion se analiz6 por cromatografia gaseosa de alta resolucion en un cromatégraf
Shimadzu. Los componentes fueron identificados por comparamiomos tiempos de
retencion con mezclas de hidrocarburos estandares externos (Supelco) (GobainkbP89;
Lavariasy cd., 2005).El analisis de los PCBs se realizd por medio de cromatografia gaseosa
de alta resolucion utilizando columnas capilares®Be 30 m y detectode captura de
electrones (HRGC/UECD). La determinacion de los compuestos se realigénmoaracion
de los tiempos de retencion con los obtendkestandarede PCB(Accu Standard; asi la
cuantificacion de los PCBs totales se bas6 en el andlisis de 41 congénieidgailes y
soluciones de Aroclor 1242, 1294ado que las muestras naturales son muy complejas, para

determinar el posible origen antropogénico o biogénico de los hidrocarburos alifaticos
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presentes en el sedimento se @amn algunos indices de distribucion de alcanos reportados
por Colomboy cd. (1989) y Lavariay col. (2005). El indice de bajo/alto peso molecular de
hidrocarburos EPM/APM), es la tasa de la sutoaia de los nalcanos <C20 sobre la
sumdoria de los nalcanos >C21. El indice del carbono pferido (ICP esta dado por la tasa

de (2(C27+C29)/(C26+2C28+C30) y el indice Alk/lso dado por la siguiente ecudgiéon
C14-nC18/3 cincoisoprenoides).

Por su parte en el 2010, analisis cualcuantitatvo de los hidrocarburos (HAPS)
compuestos organoclorados (PCBs y pestidRla€s) se realiz6 en el laboratorio de
Microcontaminantes acuaticos de la Universidad Feder&id Grande (FURG), Rio Grande,
RS, Brasil(Niencheskiy Fillmann, 2006)La extraccion y concentracion se realizo de la
misma manera para todos los analitos analizadostoBos los casoa las muestras de
sedimento sec¢l0-20 g)se le afiadieron los patrones internos correspondientes segun los
compuestos a analizase mezclaron cosulfato de sodio anhidro y se extrajeron 260 ml
de nhexano/diclorometano (1:junto con cobre activad¢elimina el azufre en forma de
precipitado de sulfato de cobre evitando interferencias en el andlisis craxfieédgn un
aparab Soxhletdurante 12 h(4 ciclos por hora)Los extract® obtenids se concentraroen
rotavapora 4350°C hasta llegar a umolumen de 46 ml y fueron almacenados en oscuridad
a 10°C hasta el analisis de los mismos. Las fracciones alifaticas y aromésegsisaron por
cromatografia liquidale adsorcioren columna de silice/aluminBosteriormente la fraccion
de HAPs se analizé con un cromatégrafo de gases con ingptittsplitlessequipado con
detector de mas&C/MS). Se utilizoun cromatégraf@himadzu 17 conna columnaapilar
5MS-5% difenil dimetilplosiloxano de 30 m de longitud, 0,25mm de diametro inter®s, O,
um de espesor de fasPara la fraccion de HAPs se utilizO como eluyente diclorometano
(10% y50%) en hexang helio como gas portaddca determinacion cualitativa se realiad
través dealgunos iones caracteristicos de estos compuestos y sus respectivos tiempo
retencionrelativa mediante la inyeccién de estandares de $lARx cuantificacion fue
realizada por medio de una curva de calibracion démelen analizados cada uno de los
HAPs de interés con los siguient@atrones internosnaftalened8; acenafteno- d10
fenantreno-d10criseno-d12 perilenadl12. Respecto a los compuestos organocloradbs, e
fraccionamiento del extracto de los PKOB1) y plaguicidas clorados (F2) ha sidiotenido
por cromatografia liquida de adsorcién en una columna de Flotiailfraccién F1 ha sido
eluida com-hexano mientraque para la fraccién F2 se utilizé6 20% dicimetano en hexano
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como eluyente, posteriormente amleatractos se evaporaron con la ayuda de un flujo suave
de nitrégeno, hasta 1nit| andlisiscualicuantitativo de logxtractos se realizd por medio de
un cromatégrafo de gasesn inyectorsplit/splitlessequipado con un detector de captura de
electrones GC-ECD). Se utilizé un cromatdgrafo Shimadagquipado con una&olumna
capilar de cromatografia de 60 m de longit0,25 mm de diametro interno0,25 um de
espesor déase (confasede 5% fenil/ 95% metil siloxang. El transporte de los compuestos
dentro de la columna capilar se re@dlpor medio de helio o hidrogeno de alta pure&m.
utilizaron estandares inteos y patrones interrecromatograficogara la identificacion y
cuantificacion de los analitos. La identificaci®® bas@n lostiempos de retenciorelativa
mientras quda cuantificacién fue realizada drasea lasareas de los picosbtenidos para
cada analitoLos patrones internos cramtograficosutilizadosfueronel PCB 209 y el 4,5,6-
tetraclorem-xileno (TCMX) ya que sirven para compensar las fluctuaciones durante el
analisis cromatografico de gases, mientras qeestandaresternos han sido ePCB 103
198 para los PCBg4,4  Dibromooctafluorbifenil DPBFOB) para los pesticidas clorados
Los limites de deteccién fueron: 0,04 ng/g para los HAPs, 0,05 ng/g para PCBs y 0,1 ng/g
para POCs.

Tanto las muestras de agua como las de sedimento fueron mantenidaslas dmtel
vidrio refrigeradas durante su traslado al laboratorio y permanecier@0°@ hasta su

procesado.

7.2.1.5Andlisis estadistico

Se estudi6 la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos por
medio deltestde KolmogorovSmirnov y el de Levene. Las comparaciones entre el grupo
experimental y el control se evaluarpara cada especie mediantete$tt de Student
(p<0,05).Se realizé un analisis discriminart@nonicocon el objeto de analizar la existencia
de diferencias significativas entre los grupos experimentales de lo®&mnsalzados co.
carpio en campoin situy con sedimentos ambientales en ambosssd®estudio, respecto a
los parametros biomarcadoré&ste métodgermiterepresentagraficamente las posiciones y
orientaciones relativas de las respuestas integradas de los peces. Rageoalloonsiderados
como variables independientes las respuestas de todos los pardmetros biomarcadores
fisiologicos y bioquimicos (FC, IHS, CAT, SOD, GST, TBARS). Fuellas variables que
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no presentaron una distribucion normal se utilizé la transformacion logaritmica (1bg$0).
funciones discriminantes se calcularon en forma conjunta mediante elomeitidehdar de
estimacion simultdea estableciendo las probabilidades de clasificacian priori
proporcionales al tamafio de los grupos y analizando la redundancia de lasesariab
(tolerancia 01). La contribiion de las respectivas variables en dada&ion discriminante

se identificO mediante los coeficientes estandarizados

7.2.2 Resultados

No se observdé mortalidad en ninguno de los grupos experimentales durante los
periodos de ensayo.

Exposiciénin situ y recoleccion de ejemplares en campo

Durante el verano de 2007, la exposididsitu de C. carpioen jaulas sumergidas en
Punta Lara promovi6 uimcremento significativo tanto en el FC como en el IHS, siendo este
altimo un aumento mas evidente5) (Tabla7.1). Sin embargo, en losjemplares dé..
obtusidensecolectados en la zona costera de Punta Lasaexidencio modificaciones en el
IHS, mientras que se observé una disminucion significgth@o)en el FC (Tabld.1).

Tabla 7.1. indices fisiologicos deCyprinus carpioy Leporinus obtusidensuego de la
exposicionin situy recoleccion en Punta Lara y sitios de referencia respectiva@e0(e).

Cyprinus carpio Leporinus obtusidens
indices (Recoleccion)

(Exposicionin situ)

Factor de 0,98 £ 0,03 1,24 + 0,03* 1,16 = 0,03 1,04 + 0,04*
Condicion (10 (10 (10 (10

indice 1,57+£0,09 2,28+£0,13* 0,94+0,04 0,95 = 0,07
hepatosomatico (10) (10 (10 (10)

Los datos se expresan como medias + ESM, entre paréntesis se lindiceeeo de muestras. Las
diferencias estadisticas significativas entre los grupos de spdei@ se evaluaron mediatgstt de
Student x0,05;(*) Indica diferencias significativas respecto al siterdferencia.
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En la Figura 7.2 se indican las respuestate los parametros biomarcadores
bioguimicos deC. carpioy L. obtusidensuego de la exposicidin situy recolecciéren Punta
Lara y los repectivos sitiosle referencia (SRI y SRIllILa exposicioren jaulage las carpas
en Punta Lara promovi6 una respuesta significativa de todas las enzimasakepétiuadas.
En particularen las enzimas antioxidantes se evidencié un incremento mas notorio en la
actividad de la CAT siendo el mismo del 51%. Por su parte la GST tambi@std&nn
importante aumento del 40% en su actividad en relacién a los geegsermanecieron en
SRI. Sin embargo, m se observaron cambios significativos en los niveles de TBARS entre los
peces que permanecieron en Punta Lara respecto a los del A° Las Flores. Re$pecto
parametros bioquimicos evaluados en las bogas colectadas en Punta Lara, s& enden
respuesta antioxidantdiferencial, observandose un incremesignificativo en la actividad
dela SOD (47%) mientras que CAT disminuy0492) en los peces de Punta Lara respecto a
los ejemplares del sitio de referencia (SRIII). Al mismo tiempaevegencio un importante
incremento en la peroxidacion de los lipiddsterminado a partir del aumento en los niveles
de TBARS (68%) en los peces de Punta Lafn embargo, no se observaron cambios

significativos en la respuesta de la actividad de GST de las bogas colectadas detiasbos si

Respecto a los parametrosoleculares evaluados se observd quoelas muestras
provenientes de los peces inyectados con BNF (control positivo, B) y en la de los peces de
Punta Lara (PL) se detectd la presencia del citocromo P450 1A meWastern blgten
cambio no se observardmndas reactivas en las muestras de los peces de los sitios de
referencia (SRI y SRII) (Figura 7.3l anticuerpo policlonal artCYP1Ar reconocié una
banda proteica con peso molecular sim@e-62 KDa) en los peces inyectadasnBNFy en
los de PL, esta banda coincidmn elpeso moleculareportadgoara la CYP1A de peces (55-

65 kDa). La intensidad de las bandas de los peces de PL fue similar para las bogas y un 40%
menor en las carpas respecto a la intensidad de la bhedevada ede los pecefiego de

48h de haber sidinyectados con BNKp 48) (Figura 7.3 A, B). Al mismo tiempo, la
expresion de CYP1A en las carpas expuestas en jaulas en PL fue 2,6 veces sgpenidasju
carpas inyectadas con BNF luego de 24h (Figw&). Los resultados quee muestran en la
Figura 7.3 representan muestras de un ejemplar de cada tipo y sitio de exposicion

obteniéndoseesultados similares para el resto de los ejemplares.
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Figura 7.2. Biomarcadores bioquimicos @ carpioy L. obtusidengvaluados luego da exposicion
in situy recoleccion de la zona costera de Punta LRk3 ¥ sitios de referenciecSR | y SR 1ll). Los
datos se expresan como medias + E&M0 y n=11 paracada grupale C. carpioy L. obtusidens
respectivamenteLas diferencias estadisticas entre los grupos experimenptae referencia de cada
especiese evaluaron mediantetestt de Studentp < 0,05). (*) Indica diferencias significativas
respecto al sitio de referencia respectivo
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M PL B24 B48 SRI PL B48 SR Il M

64,2kDa —

48,8kDa ——

Figura 7.3: Inmunodeteccién pdiVestern blote la proteina CYP14eC. carpio (A) y L. obtusidens

(B). Fraccion sobrenadan{€S)de muestras de peces expuestos y recolectados en Pun(BlLaya

los sitios de referenciecBR | y SR 1l ); p24, 48. muestras de FS obtenidas 24 y 48 h luego de la
inyeccién con B-naftoflavona (50mdig); M: marcador de peso molecul@age Ruler". Prestained
Protein Ladder Fermentas)(A): PL y RSI (150 y 160 pg de protein@p4 y 48 (105 y 120 pg de
proteina). (B): PL y RSII (103 y 83 g de proteirf®8 (113 pg de proteinala flecha indica la
posicion de la proteinaYP1A

En el 2010,no se observaron diferencias significativas en los indices fisiologecos d
los peces de Punta Lara respecto a los sitios de referencia tanto en las carpas expuestas er
jaulas como en los sabalos capturados en el area de estudio {IAblRespecto a los
biomarcadores bioquimicos analizadeg evidencido un incremento significativo en la
actividad de todas las enzimas hepéticas evaluadas tanto en las carpas como @&ndcsnsab
relacion a los peces de los sitios de referencia respectivos (FighreéEn particular se
evidenci6 un efecto a nivel de biotrasformacion detectandose un incrememtacéwitlad de
la GST de las carpas expuestas (33%) y de los sabalos capturados (71%) en Punta Lara. Por
su partduego de la exposicidm situde las carpaseobservéun importante incremento en la
actividad de las enzimas antioxidantasto en CAT (45 %) como en SOD (77%) de los
ejemplares que permanecieron en Punta Lara. Al mismo tiempo, los sabdkxtados en el
sitio experimental evidenciaron un incremento en la actividad de estas enzimas,
principalmente a nivel de la CAT (29%) aunque no fue tan marcado. Asi mismobas am
especies se detecttafio oxidativo a nivel de lipidos evidenciado por el incremento de los

niveles de TBARS ddas carpas que permanecieron en jaulas (2¢%g los sabalos
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recolectados (51%) en Punta Lara respecto a los sitios de refgfégaia 7.4)Respecto a
los parametros molecularesn este caso tambiése detectdé mediant®/estern blotla
presencia del ibcromo P450 1Aen las muestraprovenientes delas carpas que
permanecieron expuestm situ en Punta Lara (PLjFigura 7.5). Enos ejemplaresde C.
carpio, se evidencié una banda reactivel geso molecular esperado (5B} y de una
intensidadsimilar a la observada en el control positivo inyectado con BNF, al mismpaiem

no se evidencié respuesta en los ejemplares expuestos en el sitio de referencia.

Tabla 7.2. indices fisiologicos deCyprinus carpioy Prochiloduslineatus luego de la
exposcion in situy recoleccion en Punta Lara y sitios de referencia respectiva(@éiie).

indices Cyprinus carpio Prochilodus lineatus
fisiologicos (Exposicionin situ) (Recoleccion)

SRV
Factor de 1,03 + 0,03 1,12 + 0,03 1,21 + 0,02 1,21 + 0,04
Condicion (11) (11 (10 (11)

indice 1,29 £ 0,07 1,23+0,04 0,85+£0,03 0,98+0,14
hepatosomatico (11 19 (10) 11)

Los datos se expresan como medias + ESM, entre paréntesis se limdicaee de muestras. Las
diferencias estadisticas significativas entre los grupos de spdeai@ se evaluaron mediatgstt de
Student x0,05.
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Figura 7.4. Biomarcadores bioquimicos @ carpioy P. lineatusevaluados luego da exposicionn
situ y recoleccion de la zona costera de Punta LRE) ¥ sitios de referenciaSR | y SR V). Los
datos se expresan como medias + E8ML1 y n=10 paracada grupo de&. carpioy P. lineatus
respectivamenteLas diferencias estadisticas entre los grupos experimenptae referencia de cada
especiese evaluarommediantetestt de Student(p < 0,05). (*) Indica diferencias significativas
respecto al sitio de referencia respectivo.
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Exposicion in situ Laboratorio

SRI PL BNF M S.PL S.PL S.SRI

72kDa —

43kDa ——

Figura 7.5 Inmunodeteccién poWestern blotde la proteina CYP1Ale C. carpio luego de la
exposicionin situy a sedimentos de Punta Lara y el A° Las Flores como sitio denaferd-raccion
sobrenadante (FS) de muestras de peces expiresitisy a sedimentos de Punta LaRL(y S.PL) y
el A° Las Flores, SR ISRI 'y S.LF); BNF: muestra de FS obtenida 48ikego de la inyecion con -
naftoflavona (5amg/kg); M: marcador de peso molecu{®age Ruler™. Prestained Protein Ladder
Fermentas)La flecha indica la posicién de la proteina CYP1ACdearpio.

Exposicién a sedimentos ambientales en condicionesldboratorio

La exposicion de 21 dias d& carpioal sedimento de Punta Lara en condiciones
estandar de laboratorio no promdwambios significativos en los indices fisiologicos (Tabla
7.3). Respecto a los parametros bioquimicos se observé un importante inorement
significativoen las enzimas antioxidantes tanto en CAT (52 %) como en SOD (78 %) de los
peces que permanecieron en los acuarios con sedimento de Punta Lara, sin embargo n
observaron modificaciones en la actividad de GST ni en los niveles de TBABRSH 7.6).

Por su parte, no se observo una respuesta del citocromd R4EDque no se evidenciaron
bandas reactivas en el los ejemplares expuestos al sedimento ambiental daluFigura
7.5). Sin embargo,lanticuerpo policlonal artCYP1Ar reconocioé una banda proteica en los

peces inyectados con BNF y los que permanecieron expuestos en PL de formaeamultan

153



Respuestas de biomarcadores de C. carpio y especies nativas: rios periurbanos

Capitulo7

Tabla 7.3. indices fisiologicos deC. carpio luego de 21 dias de exposicion a sedimento
superficial de Punta Lara y el A° Las Flores en condiciones estandar de laboratorio.

indices fisiolégicos Sedimento Sedimento

A° Las Flores Punta Lara

Factor de Condicion 1,30 £ 0,03 1,27 £ 0,02
(10 (20

indice hepatosomatico 2,10 + 0,07 2,16 £ 0,08
(10 (20

Los datos se expresan como medias £ ESM, entre paréntesis se lindiceee> de muestras. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se evaluaron nessligastt de Stuen{p < 0,().

GST CAT

0.25 4004

HH>

0.201
3004

H
H

0.15

2001

0.104

1004
0.05

0.06

pmolGS-DNB formados/min./mg prot.
umoles BO, consumidos/min./mg prot.

S.LF S.PL

SOD TBARS

257 3507

H *

3001
204

250

R

-

15
2004

10 1501

1004

U SOD /mg prot
H
nmol TBARS/g tejido

501

S.LF S.PL S.LF S. PL

Figura 7.6. Biomarcadores bioquimicos @ carpio evaluados luego de la exposicion a sedimento de
Punta Lara bajo condiciones estandar de laboratsribF, peces en acuario con sedimento control
proveniente del arroyo Las Flores; PL, peces en acuario con sedimento proveniente de Purata Lar
Los datos se expresan como medias + ESM0 para cada grupo. Las diferencias estadisticas entre
los grupos se evaluaron mediatéstt de Student (p < 0,05). (*) Indica diferencias significagiv
respecto al control.
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Parametrosfisicoquimicosy caracterizacion de sedimentos

En la Tabla7.4 se muestra valoresregistrados déos parametros fisicoquimicos del
agua del Rio de la Plata en la zona costera de Puntayldealos sitios de referencia
determinados en laboratorm en campo durante los dos periodos experimentales. En los
parametros medidos en campo se observaron valores similares de tempéfiaguraigeno
disuelto aunque los valores de conductividad registrados en Punta Lara fueron menores. Por
Su parte, en las muestras de agua de Punta Lara se encontraron concentracioegss$aminyor
de NH;" y NO, asi como de ®Sy MOP en comparacion a los sitios de referencia en
condiciones de campo principalmente durante el 2807 particular los valores d&O,
fueron superiores a los niveles guéala proteccion de la vida de agua dulce segun la Ley
24051. Cabe destacar que los valores de los parametros evaluados en el arroyo Las Flores se
encontraron dentro de los limites permitidos tanto por la Ley 24051 como para la Ley 19587
de Higiene y Segidad para agua potabld&n condiciones de laboratorio también se
registraron valores de NHy NO, mas elevados en las muestras de agua del acuario con
sedimento de Punta Lara en relacidén con el del sitio de referencia. Sin embagjorexsde

MPS y MOP fueron més elevados en el acuario con sedimento del sitio de referencia

La caracterizacion detedimento superficial de Punta Lara (PL) y los sitios de
referencia se presentn la Figura7.7 y las Tablas7.5, 7.6, 7.7y 7.8. La composicién
granulométricadel sedimento de Punta Lara evidenci6 una diferencia entre los periodos 2007
y 2010. En el primer ensayo (PL 2007) se observa un sedirtiemdearenoso con un
predominio de ldraccién mas fina (59 % limo) y un 3,5 % de contenido de materia organica,
mientras quesl sedimento de PL 2010 presenta un predominio de arena (92%) y una menor
fraccion definos de las tres clases principales de sedimento (arena, limo y arcilla)alal igu
que una menor cantidad de MAl mismo tiempo, el sedimento superficial @gltoyo Las
Flores SR 1) mostré una fraccidbn mayor de arena (60%) aunque al mismodiexigena
un gran aporte démo y arcilla siendo este sitio el que presenta una fraccion mayor de arcillas
(15%) en relacion al resto de los sedimentos analizapdosu parte este sedimento presentd
una mayor cantidad de M@igura 7.7).
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Figura 7.7. Composicion granulométricg contenido de materia organicd.Q) del sedimento
superficial del A° Las FloresSR 1) y Punta LaraRL) en los dos periodos de ensayo (2007 y 2010).
Los datos se expresan como porcentaje (%).

En la Tabla 5 seindicala concentracion de PCBs totaléAPs HAs, indices de
distribucién de alcanos y la presencia de metales pesados en el sedimerfitiaduje Punta
Lara determinados durante el 20&I analisis de la capa superficial del sedimento de Punta
Lara, reveld la presencia d¢éAPsy PCBs totales. En el caso de los hidrocarhulas
concentraciones encontradagron bajagespecto a los valores guiecomendadopara la
vida acuatica por Canad&€CME, 19992002),en cambio los niveles de PCBs supena
dichos los valoresPor otro lado se detectdé una concentracion de hidrocarburos alifaticos
totales (5966 ngh p.s) de los cuales sdlo un 208#sulto identificable, mientras que el resto
representd unanezcla compleja sin resolver (UCM)os niveles relativamente elevados de

UCM podrian seratribuios a fuentes de hidrocarburdales como el vertido de aguas
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residuales o la proximidad al puerto. Los indices de los algmnosten determinael posible
origende los hidrocarburosn el sedimentd&egunColomboy col. (1989) y Lavarias y col.
(2005)la proporcién dénidrocarburosie bajd alto peso moleculags cercan@ 1,0 en algas,
plancton y petréleo crudo, mientras que las bacterias sedimentarias, anmauahes, plantas
superiores y sedimentos muestran valores mas Hab®). En nuestro estudio, este
indicemostrovalores bajoq0,1).Al mismo tiempo, el indicele AIK/Iso evalla lapresencia

de petrdleo ya biodegradacion de lasalcanosValores bajosle este indicesonindicadores

dela presencia dpetroleo degradado, mientras dog valores altos representanuna
degradaciomaja.En este trabajo, se obtuvo un valorQj& para este indice (Tablaby. Por

su parte s detectd la presencia de metales pesados en el sedimento superficial de la costa de
Punta Lara (Tabl@.5 si bien la mayoria de ellos se encuentra dentro de los niveles guia
sugeridos por @ada (CCME, 19992002) el Cr present6 valores (50 pug/g) que superaro
dichos niveles guia (37,3 pg/g).
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Tabla 7.4.Parametros fisicoquimicos del agua del Rio de la Plata (Punta Lara) yeiteferéncia determinados en campo o en laboratorio.

Exposicion in situ y recoleccion

Laboratorio

Parametros 2007 2010

SR Il SR I PL SR IV SR PL S.LF S.PL
Temperaturg°C) 24+1 26+1 272 22+1 2442 25+1 22+1 22+1
OD (mg/L) 7,7¢0,8 6,9+0,7 6,9104 9,0+0,8 6,4+0,2 7,310,3 -- --
pH 8,2+0,1 75+04 7,2+0,2 7,8+0,6 7,9+0,2 8,2+0,1 -- --
ConductividaduS/cm) 669+1 754 £32 421459 524156 -- -- -- --
N-NH,;" (mg/L) 0,02+0,01 0,04+0,01 0,07+0,03 0,13+0,04 0,01+0,01 0,01+0,01 0,09+0,01 0,10+0,03
N-NO; (mg/L) 0,04+0,02 0,04+0,01 0,10+0,03 0,01+0,01 0,04+0,01 0,06+0,03 0,04+0,02 0,14+0,06
PRS(mg/L) 0,08+0,03 0,49+0,06 0,26+0,02 -- 0,33+0,15 0,18%0,1 0,11+0,05 0,35%0,18
MPS (mg/L) -- 11,6 32,4 26,7 1412 3216 6401201 7,6£4,9
MOP (mg/L) - 1,8 3,8 5 4+1 7+1 84+32 3,9+1,1

Los datos se presentan como medi&S (=3).
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Tabla 7.5.Caracterizacion del sedimento de diversos sitios de América Latina con eép&asa en el estuario del Rio de la Plata.

N PCB st HAPs+ HAs (ng/g p.s) indices Metales (j0/9) ]
Sitios Referencias
(ng/g) (ng/g) Ak BPM/ .
UCM  Totales ICP Cr Cu Zn Pb Ni
/lso  APM
PL 50 50 49730 59660 01 01 15 50 5 35 7 5 presente estudj®007
630 76800 79160 03 01 2,1 Colombo y col., 1989
PL/Z.A 39 Colombo y col., 200&
350 Colombo y col., 2006
AC 61 Colombo y col., 2008
31800 Colombo y col., 2006
555000 223M00 2876000 0,7 2,2 1,4 Colombo y col., 1989
C.OR.S 998 Colombo y col., 1990
Hidrocarburos: 22361ug/g 2,5 55,8 3873 124,7 39,7 Ronco y col., 2008
1800 11106 21100 0,9 80- 60- 170- 40- .
Pto. M £(904OQ (55900) §19700) (1,1) i?O) ilO) (380) ilO) (29-32) Muniz y col.,2004
7(;3;)0) @ Silva y col., 2007
B.G
184 Santos de Souzay col.,
2008
LF HC. totales<200ug/g 15,5 8,1 320 222 2,3 Ronco y col.2008
NGCS 34,1 0,468 373 357 123 350 18 CCME, 19992002

PL: Punta Lara (sitio de estudio): Z.A: zonas aledafias a Puraa AZ: area central del Rio de la Plata (Argentina);-R.8: Canal OestRio Santiago
(Argentina); Pto. M: Puerto de Montevideo (cuatro sitios de muestitagrio del Rio de la Plata (Umuuay) B.G: Bahia de Guanabara (Brasil)FLarroyo

Las Flores (sitio de referencia, SR 1); PCBifenilos policlorados totales; HARs hidrocarburos aromaticos policiclicos totales; HAs: hidrocarburos
alifaticos; Hidrocarburos;: hidrocarburos totale$JCM: mezcla compleja no resuelta; Alk/Iso: indige-C14-n-C18 / Y. cincoisoprenoigs); BPM/APM:
indice hidrocarbu®de bajo/alto peso molecular; IdRdice del carbono preferidbiGS niveles guiale calidad de sedimento
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En los ensayos realizados en el 2010 se realiz6 una caracterizacion de los HAPs,
congéneres de PCBs y se afiadié un andlisis de pesticidas organoclorados (POCs) del
sedimento superficial y en el MPS de Punta Lara y los sitios de referencial &rlda
7.6 se presentalos niveles de los distintos HAPs de 2, 3, 4, 5 y 6 anillos encontrados
en los sitios de estudibos niveles de HAPs detectados en todos los sitios de estudio se
encuentran por debajo de los niveles guia para la calidad de sedimentos symg®rido
CanadqCCME, 1999-2002)Las concentraciones totales de HAPs, considsreaiao
la suma de 22compuestos tanto mktdos como parentales, evidenciaron
concentracionebajas similares a las que suelen ser reportadas en sitios de referencia
(Martins ycol., 2005).Sin embargo, las muestras naturales son muy complejas y las
concentraciones de HAPs totales podrian representar diferentes origersemdenias
en el sedimento. Por lo tanto, para determinar el posible origen de Rs ptésentes
en los dios de estudio se emplearon diferentes indices de evaluacion los seale
describen en la Tabla7.Segun el indice Fen/Ant en los tres sitios evaluados los HAPs
presentes en el sedimento son de origen pirogénico, es decir el resultado de la
combustionincompleta de la materia organica. Por su parte, tanto el iRtiidePir
como la tasa entre Petr/Piro estarian indicando la presencia de HAPs de origen
pirogénico en los sitios de referencia (SR | y SR 1), mientras que en Punta Lara los
HAPs presentes en el sedimento serian de origen petrogénico, introducidos en el
ambiente cmo consecuencia de las operaciones y usos del petroleo y sus derivados. Al
mismo tiempo tanto el indid®@aA/BaA+Cr como la concentraciode perileno respecto
a la del resto de los penta isbme(®s Per/Zpenta) estarian evidenciando un origen
diagénico deds HAPspresentes tanto en SR | como en SR IV. Esto Ultimo también se
evidencia en la Tabla.6, donde se observa una elevada concentracion de perileno en el
sedimento de SR I, siendo éste el HAP m&wesentado y el que mas aporta a la

concentracion de HAPs totales de este sitio.
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Cabe destacar que el perileno también es producido por degramhasitinde
precursores biogénicos, siendo el HAP diagénico mas importante que seraneaent
sedimentos ambientales por lo tanto una alta concentracion de perilerespeato a
otros HAPs puede indicar un importante origen natural del compuesto (Readman y col.
2002). Respecto al MPS no se detectaron HAPs adsorbidos al material particelado d
SR IV, mientras que en PL se detect6 2,33 ng HAPs/g de material parti@rado
suspension, con un mayor aporte de los compuestos petrogéiitsde bajo PM (2

y 3 anillos).

En laTabla 7.8 se presenta la caracterizacién de los compuestos organoclorados
PCBs y pesticidas organoclorados (POCSs) del sedimento superficREyd#l los sitios
de estudio. Los niveles de PCBs totales (XPCBs) en los tres sitios evaluados se
enaientran por debajo de los niveles guia para la calidad de sedimentos sugeridos p
CanadqCCME, 1999-2002)Al mismo tiempo, los niveles de PCBs encontrados en el
sedimento superficial de Punta Lara fueron mayores, el doble a los detemtadss
sitiosde referencia (SR | y SR V). La misma tendencia se evidencia en los nigeles d
PCBs detectados en el MPS. Respecto a los POCs totales se evidencid una mayor
concentracion en el sedimento superficial y el MPS de Punta Lara con un mayer ap
de y-HCH, p,p-DDD y mirex.
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Tabla 7.6.Caracterizacion de HAPs en el sedimento superficial y MPS de Punta Lara y

sitios de referena en el2010.

Sedimento superficial MPS
# HAPs (ng/gp.9

SRI1 SRIV PL NGCS SR IV PL

Naftaleno 5,82 0,01 4,65 34,6 ND ND
& 2-metil naftaleno 0,87 0,43 ND 20,2 ND ND
:Ez 1-metil naftaleno 095 066 3,33 - ND ND
~  2,6dimetil naftaleno 1,44 0,39  ND - ND ND

Bifenil 0,30 0,23 3,91 -- ND 0,82

Acenaftileno 0,08 ND 429 578 ND ND
& Acenafteno 011 015 ND 6,71 ND ND
E Fluoreno 028 ND ND 212 ND ND
o Fenantreno 1,47 047 7,41 419 ND 0,33

Antraceno 0,19 046 552 46,9 ND 0,54
,, Fluoranteno 239 0,88 4,68 111 ND ND
=2 Pireno 221 1,3 548 53 ND 0,63
% Benzo(a)antraceno 0,74 0,28 ND 37,7 ND ND
¥ Criseno 201 143 ND 571 ND  ND

Benzo(b)fluoranteno 2,03 1,43 ND - ND ND
, Benzo(Kfluoranteno 056 081 3,74 -- ND ND
2 Benzo(e)pireno 098 1,42 ND - ND ND
<? Benzo(a)pireno 8,58 0,58 ND 31,9 ND ND
© Perileno 32,9 1,9 8,29 - ND ND

Dibenzo(a.h)antraceno 1,80 0,48 ND 6,22 ND ND
« Indeno(1,2,%d)pireno 0,48 0,29 ND - ND ND
© Benzo(g,h,i)perileno 4,13 ND ND - ND ND

X HAPs 70,33 13,61 51,30 ND 2,33

SR I: sedimento del sitio de referencia °A Las Flores; SRsédimento del sitio de referencia
A° Guayraca; PL: sedimento de Punta Lara (Rio de la Platgntfdad de anillos arométicos;
NGCS niveles guia de calidad de sedimento para la proteccion da kcuatica de Canada
(CCME, 19992002) MPS material particulado en suspension; ND: no detectado
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Tabla 7.7 indices deevaluacion debrigen de los HAPs registrados en los sitios de

estudio y valores de referencia.

indices SRI SRIV PL Rango Origen Referencia

1,3 <10 Pirogénico
4 > 15 Petrogénico

FI/F1+Pir 05 07 04 95 Pirogenico
<04 Petrogénico

> 0,35 Pirogénico
BaA/BaA+Cr 0,3 0,2 ND <0,2 Petrogénico Colombo y col., 2006

(0,2-0,35) Diagénico

> 10% Pirogénico
<10% Petrogénico

Petro/Piro 0,7 0,7 3,7 Colombo y col., 2005b

Fen/Ant 759 1,01 Readman y col., 2002

Colombo y col., 2006

% Per/Zpenta 73 37 68 Readman y col., 2002

SR I: sedimento del sitio de referencia °A Las Flores; SRsédimento del sitio de referencia
A° Guayracd; PL: sedimento de Punta Lara (Rio de la Pla&)/Ant: concentracion de
fenantreno/antraceno; FI/FI+Pir:  concentracion de  fluoramo/(fuoranteno+pireno);
BaA/BaA+Cr: concentracion de benzo(a)antracg@m’zo(a)antraceno+cricen®s Per/Zpenta:

% de Perileno/X penta isdomeros; Petro/Piro: concentracion HAPs petrogénicos (HAPs de bajo
PM, 2 y 3 anillos y HAPs metilados)/ concentracion HAPs pirmgdnHAPs de alto PM, 4, 5
y 6 anillos).
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Tabla 7.8. Caracterizacion de compuestos organoclorados del sedimento superficial y

MPS de Punta Lara y sitios de refereresal 2010.

Sedimento superficial MPS
PCB #(ng/g p.s) SR | SR IV PL SR IV PL
17 <LD 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
8 18 (<LD-0,16) <LD <LD <LD <LD
S 31 <LD <LD <LD <LD <LD
28+33 <LD 0,03 (0,01-0,03) 0,05 <LD
52 <LD 0,01 (<LD-0,01) <LD (<LD-0,01)
8 49 (<LD-0,02) 0,03 (<LD-0,03) <LD (<LD-0,06)
S 44 <LD 0,02 (<LD-0,02) 0,05 (<LD-0,09)
© 74 <LD 0,04 (<LD-0,04) <LD <LD
70 (<LD-0,05) 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
95 <LD <LD <LD <LD <LD
101 <LD 0,01 (0,01-0,05) <LD <LD
8 99 <LD <LD (<LD-0,09) <LD <LD
s 87 <LD 0,01 (0,01-0,2) <LD (<LD-0,05)
$ 110 <LD ND <LD <LD (<LD-0,01)
o 107 <LD ND <LD <LD <LD
82+151 <LD ND <LD <LD (<LD-0,02)
118 <LD ND <LD <LD <LD
o 149 (<LD-0,02) 0,02 (<LD-0,02) <LD <LD
O 53+105+132 <LD 0,01 <LD <LD (<LD-0,02)
$ 138+158 <LD ND  (<LD-0,03) <LD  (<LD-0,01)
2 128 <LD 0,05 (0,01-0,05) <LD (<LD-0,02)
156 <LD ND <LD <LD <LD
171 <LD ND  (<LD-0,01) <LD <LD
177 <LD <LD (<LD-0,01) <LD <LD
8 180 <LD 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
&8 183 <LD 0,01 (0,01-0,03) <LD <LD
g 187 <LD <LD <LD <LD (<LD-0,02)
< 191 <LD 0,01 (0,01-0,15) <LD (<LD-0,01)
169 <LD 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
170 (<LD-0,03) <LD <LD <LD <LD
o 199 <LD ND <LD <LD <LD
Q 195 <LD <LD (<LD-0,06) <LD <LD
S 194 <LD 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
205 <LD <LD <LD <LD <LD
s, 208 <LD 0,02 (<LD-0,02) <LD (<LD-0,01)
E° 206 (<LD-0,06) 0,01 (<LD-0,01) <LD <LD
YPCBs (<LD-0,34) 0,33 (0,060,69) 0,1 (<LD-0,33)
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Tabla 7.8 (Continuacién)
Sedimento superficial MPS

POCs(ng/g p.s) SR | SR IV PL SR IV PL
HCB <LD 0,01 (<LD-0,02) ND ND
a-HCH <LD ND  (<LD-0,02) ND ND
B-HCH <LD ND <LD ND <LD
y-HCH <LD 0,04 (0,030,79 ND (<LD-0,03)
8-HCH <LD 0,23 (<LD-0,04) ND <LD
Heptacloo <LD ND <LD <LD (<LD-0,02)
Heptacloo epéxid <LD 0,02 (<LD-0,01) ND <LD
a-clordano <LD ND <LD ND <LD
y-clordano <LD <LD (<LD-0,01) ND <LD
p,p-DDT <LD <LD <LD ND <LD
o,p-DDE <LD 0,02 (<LD-0,03) ND <LD
p,p-DDD <LD 0,02 (<LD-0,01) ND (<LD-0,07)
p,p-DDE/o,p-DDD <LD ND  (<LD-0,01) ND ND
Endosulfan | <LD ND <LD <LD <LD
Endosulfanl <LD ND <LD <LD ND
Endosulfarsulfato <LD 0,02 <LD ND ND
Aldrin <LD 0,05 (<LD-0,02) ND (<LD-0,02)
Dieldrin <LD <LD <LD <LD <LD
Endrin <LD ND <LD ND ND
Endrin cetona <LD ND <LD <LD <LD
Mirex <LD 0,09 (<LD-0,14) <LD <LD
YPOCs <LD 0,61 (0,031,11) <LD (<LD-0,14)

SR I: sedimento del sitio de referenéid Las Flores; SR IV: sedimento del sitio de referencia
A° Guayraca; PL: sedimento de Punta Lara (Rio de la PMfa3 material particulado en
suspensién; ND: no detectadd): limite de deteccionPCBs#: numero de cada congénere de
PCB; POCs: pesticidas organoclorad&sitre paréntesis se indican los valores minimos y
maximos detectados. Niveles Guia de Calidad de Sedimento (NG8Q@§/g): PCBs totales,
34,1;vy-HCH 0,94; Heptacloo epdxido 0,60; DDD 3,54; DDE 1,42; DDT 1,19; Dieldrin 2,85;
Endrin 2,67(CCME, 19992002)
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Evaluacion de la respuesta integrada de los parametros biomarcadores @

carpio mediante el Analisis de discriminante

Con el objeto de comparar y discriminarid@idencia de las respuestas de los
biomarcadoresespecto a las distintas condicionesedposicion de los ejemplares de
C. carpioin situy a sedimento ambiental (Punta Lara y A° Las Flores) en condiciones
de laboratorio, e realizoun andlisis integrado de las respuestas bioldgicas obtenidas
medianteel analisis discriminante canonico (Figuta8). Se construyd una matrizle
datos incluyendo la respuesta de 6 pardmetros biomarcador€s cirpio como
variables independientes y 4 condiciones experinen{@cluyendo los dos sitios de
muestreo, Pl- LF y los dos tipos de exposicién, campo y laboratorio) como variables
de agrupacién.De este andlisis surgid que las variables que contribuyeron
significativamente a la discriminacién entles grupos experimentales fueron las
siguientes: IHS, CAT, SOD y TBARS (p < 0,01). En la Tabla se presenta el
resumen de las funciones candnicas discriminantes, los autovalores, el % dmleavari
que explica cada una, asi como las variables biol®gigae contribuyeron
significativamente en la discriminacién de los resultados asi como elngiadual de
cada unala Figura 7.8muestra una representacion grafica de los valores de funciones
discriminantes canoénicas para los individugpuestos a lasglistintas condiciones
experimentaled.as dos primeraiinciones canodnicas discriminanfesron suficientes
para dar cuenta de casi la totalidad de las difereroi@s grupos ya que explicaron el
99, 4% de la varianza total. En particular las diferencias significativas guureldi
exposicion se describen principalmente por el primer eje candnico, el cuahexpli
75% de la varianza total, siendo el IHS y los niveles de TBARS los pardmetros
biomarcadores que mas contribuyeron a dicha sapardeor su parte, las diferencias
significativas entre los sitios (experimental, PL y de referencias&Fxplican por la
segunda funcion candnica siendo en este caso la actividad de la SOD la variable que
mas contribuye a la separacién entre sitios. Cabe destacar que segun la enatriz d

clasificacion el 100 % de los casos fueron clasificados correctamente.
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Tabla 7.9.Resumerdel Analisis discriminante.
Primera Funcibn  Segunda Funcion
Parametro . ‘- 9
(variables S CandnicaRootl) CanénicalRoot?2) VAR
independientes) Coof Coof acumulada
estandar PVART  octandar  PVART
log FC -0,24 0,09
log IHS -0,58 0,37
log CAT -0,56 -0,29
75,2 24,2 99,4
log GST 0,10 -0,36
log SOD 0,30 -0,82
log TBARS -0,78 -0,31
Autovalor = 15,93 Autovalor = 5,13

Coef. estandar, coeficientes estandarizados de las fesciiscriminantes; %VAR % de
varianza total; (*) Indica parametros biomarcadores gué&ibuyeron significativamente en las
dos primeras funciones discriminantes.

Root 2

AV a

41 1 ® LFCa

" PLCa

-5 : : : L L : L & LFlab

-8 -6 -4 -2 0 2 4 6 8 . PL lab
Root 1

Figura 7.8. Andlisis discriminante Segregacion de la respuesta integradaCdecarpio
utilizando todos los parametros biomarcadores en funciébn a las distintas iaexlic
experimentales ensayadas: Ca y PL Ca, exposicidim situ en el arroyo Las Flores y Punta
Lara en campo; LF lab y PL lab, exposicion en laboratorio ansedd del arrgo Las Flores y
Punta Lara.
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7.3Estudios en el tramo medio deflo Lujan
7.3.1 Materiales y Métodos

7.3.1.1 Area de estudio

Los ensayos se realizaron en dos sitios del curso medio del rio Lujapamidd de
Lujan. El primer sitio (S1) localizado aguas arriba de la descarga de la planta
depuradora municipal de la ciudad de Lujan recibe el aporte principalmente de la
industria textil debido a la influencia del arro@utiérrez (Giorgi y col., 2002)El
segundo sitio(S2) recibe los efluentes de la planta depuragargue se encuentra
aguas abajo de la mism@omo sitio de referencia se utilizd el arroyo Las Flores (SR |)

y el arroyo Durazno (SR)Itomo se describié en $&ccion 3.2.2a (Figura 7.9).

7.3.1.2Disefio experimental

Seutilizaron ejemplares juveniles @& carpiocomo especie estandarizade= 33; 3,7
+0,1g p.c.) y de la especie nativR. laticeps(n=50; 4,8+0,1 gp.c.). Los peces
permanecieron durante dos semanas previas a los ensayos en el periodo de éolimataci

en condiciones estandarizadas de laboratorio como se descrits=ecida3.2

a- Ensayo in situ con C. carpi@jemplares juveniles de la especie estandarizada
fueron expuestopor 14 dias durante la primavera de 2@0v/forma simultanea en los
sitios S1 y S2 del rio Lujan y en el sitio de referenciallSBe utilizaron jaulas como
las descriptas en Iaeccion 3.2.2a, las cuales permanecieron a una distancia
aproximadade 10 cm del fondo de los cuerpos de agua mantenidas por medio de lastre.

Se colocaron 11 carpas por jaula con una densidad de carga de 2 g/L en cada una.

b- Ensayo in situ coR. laticeps:de forma similar, juveniles de la especie nativa
(n=8; 2g p.c/L) fueron expuestos a los mismos sitios experitasr®d y S2 bajo las
mismas condiciones experimentatesante el otofio de 2008iientras que el grupo de
referencia permanecié en el sitio SIEn este caso, para poder analizatgétivo 4del
presente capitulo, luego de 7 dias de exposicién un geiBoejemplares de cada sitio

fue muestreado y el resto permanecié expuesto durante 14 dias.
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Figura 7.9 Imagen satelital del tramo medio del rio Luj8dy S2 sitios experimentales donde se llevaron a cabo los ensajmdanaguas arriba y abajo
de la planta de tratamiento de efluentes liqui€d$( ) municipal respectivamente.
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7.3.1.3 Parametros biomarcadores

Se determinaron los indices fisiolégicos (FC e IH®)como fueron descriptos e
capitulo 3, seccion 3.4. Se evaluaron los biomarcadores asociados a la
biotransformacion como la actividad enzimatica de GST y la inmunod&tedei la
proteina CYP1A segun han sido descriptos en la secciol. Rdociados al estrés
oxidativo se evalué la actividad enzimatiba la CAT y SOD asi como los niveles de
TBARS siguiendo las condiciones ya descriptas en la secci@h Bdr ultimo en este
capitulo se evalu6 por medio de inmunodeteccion la presencia de la protegmarndtg
biomarcador asociado a la presencia de casips desorganizadores enddcrinos, en
este caso se utilizd el anticuerpo monoclonal comercial dirigidos contraev@ d
carpio (ND-2D3, Biosense Laboratories, Bergen, Nornyaggun se ha descripen la

seccion 3.4.4

7.3.1.4 Parametros fisicoquimicos

Se determinarofos parametros fisicoquimicos basicos del agua superficial en muestras
tomadas en ambos sitios del rio Lujan y en ambos sldoeferencia. Las muestras
fueron colectadas y preservadas en frio hasta su procesado en el laboratorio. En este
caso el andlisis incluyé las determinaciones de la concentraci@madeio (NH"),

nitrito (NOy) y fosforo reactivo soluble (PRS) mediante las técnicas especificaghs en
capitulo 3, secciér3.5. Ademas, la temperatura, pH, oxigeno disuelto y conductividad

fueron medida situ por medio de electrodos de campo (capitulo 3, seccién 3.5).

7.3.1.5 Andlisis estadistico

Se estudioé la normalidad y homogeneidad de varianzas de los datos obtenidos por
medio deltestde KolmogorovSmirnov y el de Levene. Las comparaciones entre los
gruposexperimentaley el control se evaluaron para cada espeadianteANOVA (p

< 0,05), seguida de la®mparaciones multiples por medio dé’taeba de Tukey.
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7.3.2 Resltados

No se observé mortalidad en ninguno de los grupos experimentales dosante

periodos de ensayo.

a- Ensayo in situ con C. carpio

No se detectaron diferencias significativas efr@lde C. carpioluego de 14
dias @& exposiciorin situ, sinembargo el IH®videncié un incremento significativo del
15 % en los ejeplares que permanecieron en el S2 del rio Lujan respe&b wplal
sitio de referencia (SR) (Tabla7.10).

Tabla 7.10.indices fisiolégicos d€yprinus carpioluego de 14 dias de exposiciin
situ en dos sitios defo Lujan y el A° Durazno.

A° Durazno rio Lujan
(Sitio de referencia) (Sitio experimental)

indices fisiolégicos SRII

Factor de Condicion 1,47 £ 0,05 1,44+0,04 1,46+0,02
(11) (11) (11)

indice hepatosomatico 2,59 + 0,06 2,71+0,12 3,17 +0,14*
(112) (12) (12)

Los datos se expresan como medias = ESM, entre paréntesiscaeeindimero de muestras.
Las diferencias estadisticas entre los grupos se evaluaron mefi@A (p < 0,05) y
comparaciones multiples Prueba de TuK&ylndica diferenciagespecto al sitio de referencia

Respecto a la actividad de las enzimas antioxidavasiadas no se observaron
diferencias significativas en la actividad de la CAih embargo se puede observar un
aumento importante (3 veces mas) en la actividad de la SOD de los peces que
permanecieron en el rio Lujan tanto en S1 como en S2 respecto al sitio decigferen
(Figura 7.10. Al mismo tiempo, en ambos sitios experimentales se evidencié una

disminucion en los niveles de TBARS (Big 7.10. Por ultimo, la actividad de la GST
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también incremento significativamente sélo en el S1 respe@® HI (29 %) (Figura
7.10). Los biomarcadoresoleculares evaluadasebasaon en el analisisle Western
blotde muestrade la FS de ejemplares expuestos situ por medio de jaulas
sumergidasLa presencia de bandas reactivas iad&cexpresion de laroteina CYP1A

en muestras de peces expuestositu en el rio Lujan tanto en S1 como en S2. El
anticuerpo antCYP1Ar reconocié una banda proteica en el rango de peso molecular
apropiado para la CYP1A de ped&%-65 KDa).De acuerdo a lo esperado, sdettd

una banda en lanuestra obtenida luego de la inyeccién intraperitoneal de 50 mg
BNF/kg (control positivo),a su vezno observaron bandas éms muestras de los
ejemplares que permanecieronles arroyos de referencia (SRl y SR(Bigura 7.11

A). Los resultados del analigie Western blotlela proteina Vtgenmuestras de plasma
deC. carpiorevebron la presenciadebandas reactivade alto peso moleculdt30-
170kDa) enlas muestras utilizadas como control positivo inyectadad ¢@restradiol,

tanto carpas machos (3E2) como juveniles (E2)y con nonilfenol (NP), asi como ersla
gue permanecieron en efio Lujan(S1).Nose observarobandasreactivaen las
muestragsiecarpade los sitiogle referenciaRI y Il) ni en las que permanecieron en el
sitio S2del rio Lujan (Figura 7.1A, By C).
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Figura 7.10. Respuestas de biomarcadores bioquimicosCdearpio luego de 14 dias de
exposicionin situen dos sitios defo Lujdn(S1y S2) y en un sitio de referencia, el A° Durazno
(RS 11). Los datos de las barras se expresan como medias +iE3MW;para cada grupo. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se evaluaronamedANOVA (p < 0,05) y
comparaciones multiples Prueba de TuK&ylndica diferenciagrespecto al sitio de referencia
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Figura 7.11. Inmunodeteccion poWestern blotle laprotdna CYP1A deCyprinus carpio(A)

y Pimelodella laticepsB). Muestras deFS de los peces que permanecieron en dos sitios
experimentales delo Lujdn S 1y S 2 y dos sitios de referencia (arroyo Las Flores y Durazno,
SR | y SR Il respectivamente)BNF, muestra deFS 48 h despuésde una inyeccién
intraperitoneal co-naftoflavona (5amg/Kg); M, marcador de peso molecul@age Ruler".
Prestained Protein LaddeFermentas).
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Figura 7.12 Inmunodeteccién powestern blotde la proténa Vtg de juveniles deCyprinus
carpio (A, B, C) y Pimelodella laticepgD). Muestras de plasma de peces que permanecieron en
dos sitios experimentales del rio Luj@1§ S2) y dos sitios de referencia (arroyo Las Flores y
Durazno,RSI y RSII respectivamente2 y JE2, muestra de plasmadividuos juveniles y
macho adultaespectivamente colectadas 72 h después de una inyecci@etlitdr@eal con 17
B-estradiol (10mg/Kg); NP, muestra de plasma colectada h después de una inyeccion
intraperitoneal con nonilfenol (100ng/Kg); St, estdndar de Vtg purificada de carpa
(Laboratorios Biosense) (0,5 ugM:;, marcador de peso molecul&@age Ruler™. Prestained
Protein Laddeyr Fermentas).
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b- Ensayo in situ coR. laticeps

Luego de un periodo de 14ad de exposicion en el rio Lujan se evidenciaron
cambios significativos en ambos indices fisiolégicogdéaticeps EI FC incremento
en los peces que permanecieron en S1 respecto a SRI (8%), el IHS tiacrieid@entd
tanto en los peces expuestos en S1 (41%) como eudéogermanecieron €2 (71%)

respecto al sitio de referencia (Tabladj.

Tabla 7.11. indices fisiologicos dePimelodella laticepduego de 7 y 14 dias de

exposicionn situen dos sitios del rio Lujan (82) y el A° Las Flores (SRI).

|
Indices

Factor de 0,71+0,d 0,76+0,02 0,70#0,02 0,69+0,01 0,75+0,01* 0,66+0,01
Condicién (8) (8) (8) (©) (8) ©)

Indice 1,19+0,08 1,44+0,06 1,35+0,13 1,00+0,03 1,41+0,11* 1,72+0,06t
hepatosomatict) (8) (8) ) (8) )

Los datos se expresan como medias + ESM, entre paréntesiscaeeindimero de muestras.
Las diferencias estadisticas significativas entre los grupos sm@ramediantdANOVA (p <
0,05) y comparaciones multiples Prueba de Tukgyndica diferencias significativas respecto
a sitio de referencia. (1) Indica diferencias respecto algeehe exposicion (dias) para un
mismo sitio.

Respecto a los parametros bioquimicasy se detectaron diferencias
significativas en la actividad d8OD ni en CAT. Sin embargo, se observd un
incremento significativo en la actividad de la GST de los peces que permanecieron en
ambos sitios del rio Lujan respecto al sitio de referencia (60% SIP6 S2). Por
altimo, los niveles de TBARS disminuyeroi2§% S1 y -29% S2) erelacion con los
de SRI (Figura&Z.13).El andlisis deNestern blotela expresién de la proteina CY¥R
enP. laticepsrevelo la presencia de bandas reactivas soélo en los peces inyectados con
BNF (control positivo). Por otro lado, no se observd una sefpecéica
correspondiente a CYIRA ni en los peces expuestossituen el rio Lujan (S1 y S2) ni

en los que permanecieron en el sitio de referencia (RSIl) (Figura B). La
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inmunodeteccion de la proteina Vtg Eelaticeps esta representada por la Figita2

D en la cual se puede observar una banda reactiva en la muestra de plasma de peces
inyectados con 1P-estradid (E2). La induccion de la expresion de Vtg no fue
observada en los peces inyectados con NP ni en los expuesits en el sitio de

referencia ni en los sitios experimentales (datos no mostrados).

Al evaluar un periodo de exposicibn mas corto (7 dias) no se observaron
cambios significativos en los indices fisiologicos depeses que permanecieron en el
rio Lujan respecto al sitio de referencia (TalBldl). Respecto a los parametros
bioquimicos sélo se evidencid cambios a nivel de la CAT, detectandiose
disminucion en su actividad enzimatica en los peces que permanecieron epes res
a SRI ¢38%) (Figura7.13).Por ultimo, se evidencié que luego de 14 dias se acentuaron
las tendencias observadas en el periodo mas corto de exposicidn, sielfitiatbigs
las diferencias entre tiempos de exposicion para un mismo sitio. En lparseu
observé un incremento en el IHS (27%), SOD (38%) y GST (60%) en los peces que
permanecieron en S2 y del 65% en la actividad de GST dgéogermanecieron &i
Al mismo tiempo, los niveles dEBARS disminuyeron un 10% en los peces que
permanecieron expuestos 14 por dias en ambos sitios respecto al periodo de exposicion
mas cortqTabla 7.11 y Figura 7.13).

Parametros fisicoquimicos

En la Tabla 7.12 se presentan las caracteristicas fisicoquimicas del agua
superficial del rio Lujan y de los sitios de referenda. cuanto a los parametros
medidos en el campo, valores similares de temperatura y pH se registraronosn amb
ensayosy podrian ser consideradodentro delrangode niveles aceptables deuacdo
con Berdn (1984)Ademas, los valores de conductividdel ambos sitios de rio Lujan
(S1y S2) fueron siempre mayompse la de los sitios de referenci@R 1y SR II). Por
el contrario,los niveles de oxigeno disuelto detectados en el tramo rdedifo (S1 y
S2) fueron inferiores a los de los dos sitios de referencia, aunque siempre supsrior a
nieles de referencigBerdon, 1984).Por su parte los niveles de WHy NO, fueron
mayoresa los registrados en los sitios de referencia y superaron las cantidades maximas

permitidas (MPQ) establecidos parLey argentina N° 24.051 de proteccién de la vida
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de agua dulce. Por otro lado, los valores de gmtgametros detectades los stios de

referencia 8 | y Il estaban dentro del limites permitgjoor la misma ley
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Figura 7.13. Respuestas de biomarcaels bioquimicos de. laticepsluego de 7 y14 dias de
exposicionin situ en dos sitios ddlio Lujan 81y S2) y en un sitio de referencial A° Las
Flores(SR I). Los datosse expresan como medias = ESM9 para cada grupo. Las diferencias
estadisticas entre los grupos se evaluaron mediante ANOVA 05 y comparacites
multiples Prueba de Tukeg*) Indica diferenciagrespecto al sitio de referengara un mismo
tiempo de exposicion# indica diferencias entre tiempos de exposicion para un nmsgo
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Tabla 7.12.Parametros fisicoquimicos del agua superficialriteLujan y arroyos de

referencia.
Sitios delrio Lujan Sitios de referencia
Parametros MPQ
S1 S2 SR | SR I
Temperatura 16 16 14 15
(°C) (14-28) (13-21) (13-24) (10-27)
pH. 7.8 7,7 7,6 8,5 2585
(unidades de pH)  (7,5-8,4) (4,6:8,4) 6,88,1) (8,386) T
Conductividad 2,66 2,43 0,85 0,85
(mS/cm) (2,42,75)  (2,232,53) (0,67:0,95) (0,66-1,01)
Oxigeno disuelto 57 4,5 6,2 8,5 >4b
(mg GJL) (4,68,1) (3,47,9) (4,2-8,1) (6,99,4)
PRS(mg/L) 0,98 1,04 0,43 0,14
(0,241,60) (0,541,83) (0,180,61) (0,06:0,34)
N-NH4" (mg/L) 0,93 2,71 0,03 0,02 1132
(0,162,81) (0,52-8,00) (0,000,06) (0,000,07)
N-NO, (mg/L) 0,73 0,81 0,04 0,03 0.06 a
(0,371,63) (0,031,36) (0,020,06) (0,01-0,06)

Los datos se expresan como la mediana y valores mimmaggnos entre paréntesis. MPQ,
cantidades maximas permitidas segun la Ley N° 24051 (a) para lacjiyotde la vida acuatica
(b) seglin Berdn (1984).

7.5Discusion

Actualmente existe informacion acerca de la presencia de distintos
contaminantes organicos e inorganicos en agua, sedimento y en el materiabgarticul

en suspension asi como estudios de bioacumulacién de los téxicos entekféejidos

de los organismos presentes en las distintas cuencas de la provincia de Biegsn@&nAi
particular, el estuario del Rio de la Plata y la cuenca ielLujan han sido
caracterizados por medio de parametros fisicos y quimicos, asi como réveletates

pesados y la presencia de COPs. Sin embargesassa la informacion biolégica en

estos ambientes acerca de los efectos adversos que provocan dichos contaminantes en

los organismos acuaticos, incluidos los pecAstualmente las respuestas de
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parametros biomarcadores evaluados en peces han ganado cada vez mas importancia
como herramientas para la evaluacion de la toxicidadambientes acuatis en
programas de monitoreo (Sanchez y Porcher, 2@0pgsar de este uso generalizado
nivel mundial, hasta el momentn la Argentina hapocos estudios disponiblesie
reporten lacalidad del medio acuaticatilizando esta herramienta de evaluacpor
medio de ensayom situ, utilizando peces confinados en jaulas (de la Torre y col.,
2000; 2002; Carriquiriborde y col., 200Cazenave Yol., 2012). A nuestro entender
este es el primer informe utilizando un enfoque biolégico que evalla la calidad
ambiental del Rio de la Plata y el tramo medioridelLujana través de la evaluacion de

las respuestas de los biomarcadempeces confinadaen jaulas y en especies nativas
recolectads en los sitios poluidos.

Estudios en la zona de Punta Lara (Rio de la Plata)

La calidad de agua y sedimentos de la franja costera sur del Rio de la Plata se
encuentra caracterizada por diversos autaliepponiendo de informacién tanto de sus
parametros fisicoquimicos como los niveles de compuestos organicostepeesi
(HAs, HAPs, PCBs, POCsetc.) y metales pesadoBREPLATA, 2003; Colombo y
col., 1990, 2005a, 2006; Barra y col., 20@)grado de deterioro de la calidad de agua
es mas pronunciado en la zona sur cercano a las descargas cloacaleietonde
registralos elevados niveles de nitrogeno amoniacad-05 mg/L) y fosfatos (valores
maximos 1,3 y 1,7 mg/L) EPLATA, 2003).Edos valores superan a los registrados
en ambos estudios realizados con jaulas sumergidas en la zona de Paném Lar
particular dentro de las sustancias nitrogenadas, los niveles de nitigtoackrs durante
el 2007 fueron los mas criticos superando Hogles guias. Cabe destacar qae |
concentracion de OD en términos generales es un parametro que no se encuentra
comprometido debido a que el viento de la region permite una buena oxigedelio
agua del Rio de la Plata (FREPLAT2003; en particular laconcentracion registrada
en nuestro estudio fue similar a la del sitio de referencia. Los niveld&\s/eHAPs,
PCBstotalesy metales traza en el sedimento del Rio de la Plata han sido documentados
anteriormente por distintos autoresgn comparableson los observados en el estudio

realizado en 2007 (ver Tabla 7.5). Por su parte, durante el 2010 se realiz6 un andlisis del
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sedimento tanto de Punta Lara como de los sitios de referencia, caractergsmando |
HAPs, PCBs yPOCs (ver Tablas7.6 a 7.8).Las ®ncentraciones de HAPs en el
sedimento del Rio de la Plata muestran una alta variabilidad, por ejemplo5@esde
1500 ng/g en sedimentos mas alejados de la costa afectados por el transito de buques y
los insumos petroquimicos hasta 2500-555000 ng/g en la zonas portuarias como Buenos
Aires, La Plata y Montevideo (Colombo y col, 1989; Muiiiz y @08I02; 2004) Esta

misma variabilidad se vio reflejada en el sedimento luego de un derrame deopetrd

otra zona del estuario, registrandose valores ent®3Q0 ng/g p.spara los HAPs
(Colombo y col., 2005b)En particular, los niveles delAPs registrados previamente

son variables y algun@®ncercanos a los valores registrados en este estndinbos
periodos. De igual forma serian comparables losrreportados por Colombo y col.
(1989) en zonas aledafas a Punta Lara y los registrados por da Silva y col. (2007) en el
sedimento superficial de la bahia Geanabara (Brasil), zona costera cercana a dos
puertos comerciales, una refineria de petréleong zona industrial. Por su parte,
existen registros de concentraciones mayores a las reportadas en este estwd# en o
zonas del Rio de la Plata, tanto de la costa argentina (Colpmbg 2006) como
uruguaya (Muniz y col., 2004), asi como en el Riatago (Canal Oestéributario del
estuario del Rio de la Plata el cual recibe constantemente el vertido de residuos
industriales de la mayor refineria de petréleo del pais (Colombo y col., 1%89).
embargo, el andlisis de los indices de evaluaciborigen de losHAPs evidencidun

mayor aporte de origen petrogénico en el sedimento de Punta Lara mientras que en el
sedimento de SR | y SR IV predomin6 el aporte de HAPs de origen pirogénico-
diagénico. Algunos HAPs, presentan un origgogénico, natural pudiendo estar
presentes en minerales por ejemplo coroneno y otros como el perileno son formados por
microorganismos como bacterias, algas y hongogarticular, en el SR | se evidencio

un gran aporte a los niveles de HAPs totales por partpediéno, presentando un
porcentaje mayor al 10% respecto al resto de los penta isémeros indicando un
importante origen natural de este compuesto (Readman y col., 2002; Colombo y col.,
2006). Por su parte, los HAPs de bajo PM (dos y tres anillos) posaetoxicidad

aguda significativa, mientras que los de mayor peso molecular suelennarmeayor
incidencia en procesos de carcinogénicos (Readman y col., 2002). En el sedienento

Punta Lara se evidencié un mayor aporte de HAPs de menor PM (origen pietsbgé
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en relacion a los de mayor PM (de origen pirogénico), pudiendo propiciar efectos de
toxicidad de tipo aguda Los niveles deHAs totalesobservados en nuestro estudio
durante el 2008on similares a los reportados anteriormente en zonas aledafida a Pun
Lara por Colombg col. (1989) asi como los encontrados en la zona costera del Rio de
la Plata en cuatro sitios diferentes de muestreo en el puerto de Montéyidgoaly)

(Muniz y cd., 2004). Por su parte estos niveles son menores a los detectaldien
Santiago por Colombg cd. (1989). Sin embargo, es importante mencionar que un
elevado porcentaje de UCM brinda evidencias de contaminacién crénica de petréleo
degradad@gColombo y col., 2005b)n este trabajo el porcentaje de UCM registrado en
Punta Lara es de 80 %, similar al observado en rio Santiago y zonas aledafias a Punta
Lara por Colombo y col. (1989). Estos autores han atribuido los valores elevados de
UCM en el sedimento del Canal Oeste y Rio Santiago a la cercania al puerto de La Plata
y a su actividad petroquimica, en cambio en el caso de Punta Lara y zonas aledafias,
estos valores han sido atribuidos a diferentes fuentes (vertidos del ¢geidia Plata, el
escurrimiento de aguas pluviales, aguas residuales domesticas y el lavadoeedang
lastrg. A partir de los indices de distribucién de alcanos se podria inferir duensi

existe un importante aporte de hidrocarburos de vegetales terrestres se encuentran
presentes también hidrocarburos petrogénicos degradados; en partiQRameiestra

que losn-alcanos presentes en Punta Lara provendrian principalmente del petroleo.
Nuestros resultados coinciden con los reportados por Colgrabb (1989) y Munizy

col. (2004) para el Rio Santiago y el puerto de Montevideo respectivamente.

La concentracion de PCBs totales encontrada en el sedimento superficial de
Punta Laradurante el ensayo del 20@kcedio el valodel nivel guia de calidad de
sedimentos para la proteccién de la vida acuéicamendado paCanada (34 ng/9
(CCME, 1999-2002). Colomby cd. (2005a) han reportado concentraciones similares
de PCBs totales en la misma fraccién de sedimento en Punta Lara y zonas aBdafas.
embargo, durante el 2010 se registraron valores de PCBs tdéaldss ordenes de
magnitudmenor a los anteriormente mencionados. En cuanto a la composicién de PCBs
en el sedimento del Rio de la Plata a lo largo de la zona costera comprendida entre la
Ciudad de Buenos Aires y La Plata ha sido caracterizada por Colombo y col. (2005a)
quienes determinaron la presencia mayoritaria (67%) de 13 congénere$ de73-

atomos de cloro. Al mismo tiempo se ha detectado una importante codmibaci
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mezcla Aroclor 1254:1260. En @nalisis realizado sobre la composicion de PCBs en el
sedimento y MPS en esestudio durante el 20%@evidencia una mayor proporcion de

los congéneres tetra, penta y heptaclorados, si bien las concentracionggas@stha
composicion podria reflejar lo reportado anteriormenteQubombo y col. (2005a)Asi

mismo, en este estudio se evidencid la presencia de ciertos pesticidaxlorgdns

como el mirex, hexaclorocidiexanos, principalmente el isomero y-HCH (lindano) el

cual es uno de los més toxicos y su uso ha sido prohibido por la reglamentacion de
nuestro pais en 1968 esanidad (Decreto 2143), en 1995 como farmaco de uso
veterinario (Resolucion SENASA N° 204) y mas tarde como insectildasanitario
(Disposicion 7292 de ANMAT) (Ondarza, 2Q1&er Tabla7.8). Cabe destacar, que a
pesar de estas prohibiciones los regelegistrados estuvieron cercanos aunque por
debajo de los niveles guia para la calidad de sedimentos para la proteccioidee la v
acuatica recomendados por Canada (0,94 ng/g) (CCME;2®9. Al mismo tiempo

es importante mencionar que el tiempo de vida media del lindano es sélo de 1 a 4
semanas, quedando en evidencia el uso del mismo en zonas cercanas a Punta Lara. Por
su parte, se registraron concentraciones bajas de algunos detdbslitos del DDT
aunque muy por debajo de los niveles guia de Canada (3,54 ng/g DDD y 1,42 ng/g
DDE; CCME, 1999-2002)sin embargo no se detectaron niveles de DDT en ninguno de
los sitios evaluados. Otros autores han detectado la presenciap’@®OTp en
concentraciones elevadas (15,9 ng/g) en el sedimento del Canal Oeste, zom@aacercan
Punta Lara (Peluso, 2011as cuales superan los/elies guia de calidad de sedimento

de Canada (NGCS: 1,19 ng/g; CCME, 129®2).EIl uso de este insecticida también

ha sido prohibido emuestro pais en los '90 tanto en sanidad vegetal, saludo publica
como su uso domisanitario (Decreto 212Resolucion 133, Disposicion 7292
ANMAT). En este caso, cabe mencionar que la vida media de este organoclorado es de
20 a 30 afios y que actualmente el DDT es impureza del acaricida Dicofol de uso
permitido (Ondarza, 2012). Por su parta,dlevada concentracion de PCBs y destr
compuestos organoclorados registrados en el sedimertiertieszonas del Rio de la

Plata ha sido atribuida al alto contenido de limo y arcilla asi como al contel@do
materia organica que actian como importantes reservorios de sustancias toxicas
persistentegver tabla7.5) (Colomboy cd., 1990). En el estudio realizado en el 2007,

el contenido de materia organica presente en el sedimento de Punta Lara fue comparable
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con los valores reportados por Colomipocd. (1989) para zonas aledafasin
embargo, durante el 2010 se observé un sedimento con mayor proporcion de arena y
menor cantidad de ateria organica por lo tanto esto podria explicar las concentraciones
menores de los COPs registrados en Punta dianante este ensayA diferencia del

ensayo anterior, durante el 2010 las jaulas permanecieron sumergidasasfatrad
muelle de pescadorede la zona permaneciendo mas cerca de la costa donde los
sedimentos presentan una composicion granulométrica diferente con una menor

proporcién de limo y arcilla respecto a los encontrados aguas aflentrigura 7.7).

Por su parte, al evaluar el contenido de metales en sedimento, el Cr fue el Unico
gue presentd valores superiores a los valores guia de calidad de sedimentos para la
proteccion de la biota acuaticdd@CS: 37,3 ug/g) sugeridos por CCME (1998D2).

El resto de los metales se encontrgpon debajo de dichos niveles. Cabe sefialar que
valores superiores a los registrados en este estudio han sido reportados por otros autores
tanto en el Canal Oeste como en la costa de uruguaya del Rio de la Plata (Puerto de
Montevideo) y la bahia de Guanab4Brasil) (Ronco y col, 2008; Muniz y col., 2004;
Machado y col., 2002; Peluso, 2011).

Otro aspecto a tener en cuenta es el potencial aporte de pologgéegos
adsorbidos al material particulado en suspension que representa una fragsion m
biodisponible para los organismos acuaticos. Estudios realizados endsd Ridlata,
en el area metropolitana de Buenos Aires (al norte de Punta Lara), evaluaroo el fluj
vertical de particulas totales y la acumulacion de PCB#asHbor medio de trampa
de sedimento instaladas en esta zona (Coloynbol., 2005a y 2006). &osautores
evidenciaronaltos niveles de flujo de particulas totales (3% g/nf dia) y tasa de
sedimentaciéon(50 + 1,7 cm/afi9, al mismo tiempo las ceentraciones de PCBs (75
ng/g) y HAPs (36 pgh) en particulas en suspensi@tolectadas fueron mayores que la
concentracion promedio en el sedimento superficial de la misma zona (©olardh
2005a y 2006)En el presentetrabajo, en el periodo de 2010 se determinaron las
corcentracionesle los COPs en el MPS de Punta Lara y de los sitios de refei@ncia
bien los niveles totales de HAPs (2,33 ng/g), PCBs (0,33ng/g) y POCs (0,14 ng/qg)
adsorbidos al MPS presente en Punta Lara fueron menores que los reportados en los

estudios ateriormente mencionadosn algunos casos los niveles de ciertos congéneres
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superaron a los detectados en el sedimento. Al mismo tiempo, es importacitenaren

gue en los sitios de referencia no seectaton estos compuestos en el MPS o sus
niveles fueron de un orden de magnitud menor que en el MPS de Punt€albea.
destacar que en nuestro estudio los peces que permanecieron en jaulas en el Rio de la
Plata estuvieron expuestos tanto a las concentraciones de estos compuestes presen

el sedimento superficial como también a los aportados en el material enssaspAl

mismo tiempo, nuestros resultados evidenciaron valores B& &h Punta Lara
comparables con los reportados por Colomlmol. (20059 y mayores al de los sitios

de referencia (SR I, SR Ill y SR I\{Jabla7.4).

Los compuestos organicos persistentes pueden bioacumularse y ejercer efectos
adversos en los organismos acuaticos siendo algunas de las vias de ingaso de |
mismos la ingestion de particulas en suspension y la dieta (biomagdaiiica@an der
Oosty col., 2003). En nuestro trabajo los organismpogebautilizados evidenciaron
diferentes efectos adversos promovidos por la exposicibn a compuestos organicos
persistentes presess en Punta Lara. Por su parte, Colomhmml., (2000) observaron
gue los niveles de contaminantes presentes en musculo de los peces captueddos
Rio de la Plata estan representados principalmente por compuestos org@mdodos
hidrocarburos y los PCBs los méas abundantes. Los compuestos hallados en mayor
concentracion fueron los A$ con una contribuciéon dominante de lesalcanos de
menor peso molecular y los isoprenoides. En orden decreciente los siguientes
compuestos encontrados fueron los BGBoor ultimo los metales traza. Los mismos
autores sugirieromue los ejemplares d€. carpio recolectados ddPunta Lara
estuvieron alimentados con residuos organicos frescos probablemente derivados de la
industria petroquimica y vertidos de aguas residualesresultados reportados en este
estudio indicarian que durante la exposicion en jaulas los ejemplar€s cipio

estuvieron expuestos mayoritariamente a contaminantes organicos.

Respecto a logndices de condicion en los ensayos del 2007, se observo una
respuesta diferente €d. carpioy la especie nativa.eSevidenad un incremento en
ambos indices fisiol6gicos en las carpas que permanecieron en jaulas dasnengi
Punta LaraEstos resultaddsieron similares a los obtenidos por Almorth y col. (2008b)

en peces capturados de un sitio contaminado con HAPs. Estos autores sugirieron que los
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peces encontrados en estos sitios podrian tener una mayor dispondsliditiento y

esto compensaria el impacto causado por la presencia de los poluentes. El IHS es un
indice que comunmente es utilizado para evaluar la condicién de los pecesday bri
informacion sobre la actividad metabdlica del higado (Baggndlesch, 1978).
Considerando la ganancia de pdsdos peces que permanecieron en Punta Lara que se
vio reflejada en el incremento del FC, el aumento en el IHS se podria atriimér a
ganancia de peso del higado. De acuerdo con nuestros resultados, Fernandez-Jover y
col. (2007) reportaron un incremenen ambos indices fisiologicos al comparar las
respuestas de sitios contaminados con poluentes organicos respectoea teyar
referencia en trabajos de exposicion en jaulas. Sin embargo, luego de la recokeccién d
ejemplaresde L. obtusidengen la misma zona del Rio de la Plata se observaron
diferencias en el IHS aunque el FC fue significativamente menor respec® a lo
ejemplares recolectados del sitio de referencia (SR 1ll). Resultados sinfilares
reportados por Ozmen y col2006) en carpas capturadas en sitios poluidos con
diferentes tipos de contaminantes indhs los metales. Por su pade losensays
realizads en 2010, no se observaron diferencias significativas en ninguno de los indices
de condicion deC. carpioluego de la exposicidém situ en jaulas en Punta Lara, asi
como luego de la exposicion a sedimento de los mismos. siiegnismos resultados

se evidenciaron en los ejemplaresRddineatusrecolectados en Punta Lara respecto de
los del sitio de referencia. Resultados simildveson reportados por de la Torre y col.
(2000) luego de la exposicion en jaulasGlecarpioen un sitio contaminado del Rio

Reconquista.

La presencia de una variedad d&AR$ y PCBs coplanares en ambientes
acuaticogpueden induc el citocromo P450 1AnpecesAl mismo tiempo, |aBNF es
un HAP conocido inductor de lactividad del citocromo P450 1A en diferentes especies
de peces, por ejemplo en el lengud@Hartl y col., 2007) yenla carpa (de la Torrg
cal., 2006) En el presente estudio, las carpas expuestas en jaulas en Punta Lara en
ambos ensayos mostrar@bevadosniveles dela proteinaCYP1A. Una respuesta
similar fue evidenciada en los ejemplaresLdebtusidengecolectados en la misma
zona de Punta LaraAsi mismo, la intensidad de la respuesta representada como la
intensidad de las bandas reactivas son comparables con la respuesta en la induccién del

citocromo P450 1A de foejemplares de cada especie inyectadon BNF que
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permanecieron expuestos duranté.48esultados similares fueron reportados tanto en
estudios a campo donde se recolectaron peces de distintos sitios contarmamdos
poluentes como en ensayos de laboratorio con sedimentos recolectadidi®sde s
poluidos de zonas portuarids Irlanda. Hartl y col., 2007 Bozcaarmutly col., 2009;
Kilemade y col., 2000 Sin embargo, en el presente trabajo no se evidencio la induccién
del citocromo P450 1Auego de la exposicion al sedimento de Punta Lara en
condiciones de laboratorio. Estos resultados suggue tanto la exposicidin situ de

C. carpiocomo la recoleccién de especies nativas en Punta Lara originG procesos de
biotransformacion de fase | mediados por la CYP1A y que los mismos podrian haber
sido promovidos principalmente por la presencia de HAPs, PCBs y POCs en el area de
estudio no soloreel sedimento superficial si no tambiéneéMPS.EIl incremento en la
actividad de la GST en los peces ha sido reportada por diversos autores tantocan ensay
de campo por exposicién a contaminantes organicos (Ahmad y col., 2004; Amado y col,
2006; Bozaarmutlu y cal 2009) como en ensayos de laboratorio con diversos agentes
inductores tales como los HAP#&( der Oost y col., 2003; Ascar y de la Torre, 2005;
Scarcia y de la Torre, 2008). Los resultados obtenidos en el preseaje, tiafito en el
ensyo con jaulas sumergidasalizado en 2007 como en el 2010 coinciden con los de
Huang y col (2007), quienes han reportado una induccion en la actividad de la GST en
individuos deC. carpiorecolectados en un sectooluido del rio Yellow (China)Por

su parte las especies nativas recolectadas en Punta Lara presentaron una respuesta
diferente,enlos ejemplares dP. lineatusse observé un importante incremento en la
actividad de GSTResultados similares han sido reportados por Cazenave y col. (2009)
quienes evidenciaron un incremento en la actividad de esta enzima en el ligado d
ejemplares de la misma especie recolectados de un sitio del rio Salado eimi@aprov

de Santa Fe el cual se encuentra en una zona urbana que recibe el impacto de la ciudad
de Santo ToméAsi mismo, Almeida y col. (2005) reportaron un importante incremento
en la actividad de GST luego de una exposicioR déneatusa sedimento superficial

del arroyo Cambé, principal cuenca hidrogréafica de la ciudad de Londrina (estado de
Paana, Brasil), sugiriendo la presencia de contaminantes organicos enides sit
evaluadosSin embargoen L. obtusidensio seobservarorcambios en la actividad de
GST,; esta respuesta también ha sido informada por Almroth y col. (2008b) en peces

recogidos de sitios afectados por HAPs.
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Los organismos aerobicos, entre ellos los peces, han desarrolladeoma sist
defensa antioxidante para afrontar el potencial efecto deletéreo de las ERO&lasoduc
durante la respiracion aerdbica y como consecuencla drposicion a xenobidticos
(Livingstone, 2001). Dentro de las defensas antioxidantes enzimaticaivizadade la
CAT y SOD puede ser alterada por la exposicion a poluentes ambientales como un
mecanismo de defensa que actia limitando el dafio oxid&&raley y col., 2003; Avci
y col., 2005; Stanic y col., 2006; Monserrat y.ca80D07). Nuestros resultadmslicaron
gue la exposiciorin situ de ejemplares d€. carpio en Punta Lara provocd una
respuesta antioxidante a nivel hepatico de las enzimas estudiadas pniecipatn la
actividad de la CAT rel 2007 y de la SODreel 2010. Resultados similares fueron
reportados por Ferreira y c¢R005) quienes han detectado que la mayor contribucion
para evitar el dafio oxidativo estuvo representada por el incremento eritiaddanto
de la CAT como de la SOD. Al mismo tiempo, la exposiciéCdearpioa sedimento
de Punta Lara en condiciones de laboratorio promovié el incremento en ldaacte
ambas enzimas antioxidanté®r su parte, luego de lacodeccion de ejemplares de
especies nativas en la misma zona del Rio de la Plata se observé que las enzimas
antioxidantes evaluadas tuvieron una respuesta diferencialic@mcod un incremento
significativo en ambas enzimaantioxidantesen los ejemplares deP. lineatus
recolectadoseen Punta Largrincipalmente a nivel de la CAT, mientras que en los
juveniles dd.. obtusidensesobservain aumento significativo en la actividad de SOD y
una disminucién en la actividad de CAHNn este contextwarios de lopoluentes que
han sido reportados en la zona de Punta Lara, tales cds @henzo(a)pireno, 3-
metilcolantreno), hidrocarburos halogenadbl®\§, PCBs, dioxinas), POCg metales
(Cd, Cu, Fe) fueron indicados por Di Giulio y Meyer (2008) como potenciales
generadores de EROs. Por lo tanto, la actividad de ambas enzimas podriaeradz alt
por la exposicién a este tipo de poluentes ambienthle®xposicion deC. carpio
durante 21 dias en Punta Lara durante el 2007 no promoviéo cambios en los niveles
hepaticos de MDA evaluados mediante TBARS8sultados similares fueron reportados
por Almroth y col. (2005en ejemplares déoarces viviparusecolectados de un area
afectaé por el dragado y derrames de petréleo (sitio crénicamentgédppl Sin
embargo los mismos autores mencionan haber encontrado elevados niveles de TBARS

en el mismo sitio en otra espectaios no publicaddsAl mismo tiempo, Avcly col.
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(2005) tampoco encontraron diferencias significativas entre los nidEe®DA
evaluados en higado &lurus glanisal comparar ejemplares recolectados aguas arriba

y abajo de una refineria de petréleo. Raraarpioexisten reportes de incremento en

los niveles de TBARS a nivel hepético en ejemplares recolectados de un sitio con
contaminacion urbano-industrial (Falfushynska y Stolyar, 2009), asi como en ensayos
de laboratorio realizados con hexachlorobenceno, Ki&&g y col., 2006). Estos
resultados coinciden con los observados en nuestro estuded 2010, donde se
evidencié un incremento en los niveles de TBARS en las carpas que permanecieron en
Punta Lara. Este incremento puede ser atribuido a la ineficiencia del sisteefarda d
antioxidante (enzimatico y no enzimatico) para prevenir el dafio oxidativeebds

lipidos. Si bien durante el 2010, se registré un incremento en los rieelas enzimas
antioxidantesel mismo no fue suficiente para impedir el dafio a nivel de lipidos. Por el
contrario, tanto duranta exposiciorin situenel 2007como la exposicion a sedimento

en condiciones de laboratorios niveles similares de MDA presentsslas carpasie

ambos ensayopodrian estar manifestando la ausencia de dafio oxidativo a nivel de
lipidos Esto ultimo podria estar relacionado con el incremento sostenidaetividad

de las defensas antioxidantes (CAT y SOD) que evidenciaron las carpas, durante el
periodo de exposicion en jaulas en Punta Lara. Cabe destacar que el MDA no es un
producto @& LPO metabdlicamenteinerte ya que se sabe que varias aldehido
dehidrogenasas son capaces de convertir tanto el MDA comopotchsctos de LPO
aldehdos en sus correspondientes alcoholes (HalliwelButteridge, 1999; Hermes-
Lima, 2004); de esta forma pedria subestimar los niveles de MDA en los peces que
permanecieron en Punta LarBor Ultino, los poluentes presentes en Punta Lara
promovieron dafio oxidativo a nivel de lipidos en éjsmplares de ambas especies
nativas recolectadael cual no pudo ser contrarrestado por las defensas antioxidantes
celularesEn este estudio, la actividad de la SODanbogas y la actividad de CAT en

los sabalos que se encontraban bajo las condiciones ambientales deld&anta
demostrarontener unpapel importante tratando de evitar una situacién de estrés
oxidativo,sin embargo los niveles hepatias TBARS aumentados podiedican que

una condiciorde estrés oxidativindavia estaba presente en estos peces.

Con el objeto de evaluar y discriminar ifecidencia de las respuestas de los

diferentes parametros biomarcadores respecto a las condiciones experimentales
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ensayadas se utilizé el analisis discriminaBttetipo de enfoque integrado por analisis
multivariado (andlisis discriminante, andlisis de componentes principales, andisis d
clusters)ha sido llevado a cabo por diversos autpessnitiéndoles diferenciar distintos
sitios de muestreo con diferentes tipos de impacto en base a las respuestas de
biomarcadores epecesecolectados (Cazenawecol., 2009; Falfushynska $tolyar,

2009 Souza y col., 2013En base a nuestros resultados se observa que para explicar
las diferencias entreondicionesexperimentales exuficienteincorporar en el atigis 4

de los 6 parametros biomarcadoaeslizadogon los cuales quedaria explicada el 99%
de la variabilidad Este andlisisntegrado permitié discriminar de forma significativa
entre tiposde exposiciory sitios experimentale®\si mismo, el analisis discriminante
evidencié que los ejemplares @ carpio que permanecieron expuestos tdaml
sedimento coma situen Punta Laraxhibieron una respuesta distintiva respecto a los
expuestos en el sitio de referencia (SR 1) y ciertombrcadores (SOD, TBAREHS)
contribuyeron de forma significativa a discriminar entre ambos sitioguldi@De esta
manerapor extension, al considerar una futaxaluacion ecotoxicolégica de un cuerpo

de aguafectado por COPs se podrian tenec#nta &s respuestas de estos parametros

biomarcadores.

Finalmenteel tiempo de exposicién en jauksmergidagnsayado y los niveles
de COPsdetectadosn Punta Lara fueron suficientes para inducir cambios en los
parametros biomarcadores evaluadosaeios ensayos (2007 y 2010), indicando un
deterioro del estado de salud de los organismos priehzarticular se evidencié en los
juveniles deC. carpiouna importante respuesta a nivel hepatico mediada por procesos
de biotransformacioén ejercidos pord¥P1A y la GST asi como por un incremento de
la actividad de dos enzimas antioxidantes CAT y SOD. Al mismo tiergso,
ejemplares del. obtusidensevidenciaron una importante respuesta antioxidante
mediada principalmente por la SOD, la cual no fue suficiente para prevenir el dafo
oxidativo a nivel de lipidos. Por su parfes poluentes presentes en Punta Lara
promovieron enP. lineatusrespuestas en los biomarcadores hepaticos evaluados
principalmente a nivel de procesos de biotransformacion de fase Il (GShjvel de
respuestas antioxidantes principalmegme la CAT aunque ésta no fue suficiente para
evitar [aLPO.
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Estudios en efamo medio del rio Lujan

Hasta el momento uno de los reportes de monitoreo de calidad de agua y
sedimento de la cuenca del rio Lujan mas completo fue realizado en el periodo 2004
2005 por el Instituto Nacional del Agua (AABA). Este reporte evidencidnpoitante
impacto antropogénico en varios sitios del rio, dado principalmenta poedencia de
concentraciones elevadas de metales pesados, poluentes organicos y bacterias
coliformes. En particular en el curso medio del rio, en la zona cercana al pagnte
Tropas localizado aguas arriba y cercano al sitio de muestreo S1 se ha reportado la
presencia de sustancias fenoli¢a® -31 pg/L) mientras que en el sitio denominado
Ruta 6 (R6) el cual se encuentra aguas abajo de S2 predominaron los hidrecarburo
totales 0,3-1,2 mg/L) (AABA, 2010). En ambos casos los valores reportados superaron
las cantidades maximas permitidagO(pg/L y 0,3 mg/L respectivamente) segun la Ley
nacional para la proteccion de la vida acuatica y uso recreachknahnds, ciertas
sustacias fendlicas fueron detectadareviamente durante el afio 20@B8presencia de
p-nonilfenol, 2-cloro-5metil-4-metil fenol y fenolhan sido informadagor Di Marzioy
cal. (2005) en aguas superficiales de las zonas cercanas &lsytia la descargee la
PTEL municipal En elpresentesstudio, la carga de nutriestgue seregistio en los dos
sitios de muestreo déb Lujanevidencd un aumento emas concentraciones téH," y
NO, alrededor dedos y diez veces mayor qles valoresde MPQ respectivamente
Resultados similares han sido reportados por Ossana y Salibian €08 sitios
cercanos a la R@guas arriba y abajo de la descarga de un efluente permanente
domeéstico e industriahmbos se encuentran aguas abajo d€ES®s autore también
han reportado la presencia de ciertos metales pesados en concentracionas, étsvad
cuales son altamente téxicos para la vida acuatica (Zn, Mn y Cr). Asi mamo h
desarrollado un indice de calidad de agua para este sector del tramo medidaonain
importante deterioro de la calidad del agua en la,zraial se correlaci@megativa y
significativamente con la frecuencia mhcrontcleoen muestras dgangre de larvas de
rana toro Iithobates catesbeianusexpuestas al agua superficial del rio Lujan,
evidenciando su efecto genotoxico. Por su parte,niesles de los parametros de
calidad del aguavaluados en los sitios de referen®® (| y SR Il) son, en general,
aceptables teniendo en cuenta los criterios establgoaida legislacion nacional para

la proteccién de la vida de agua dulce (Tabls2). Cabe mencionar que el caudal
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medio del rio Lujan ede 5,37 nils, y que el rio tiene una fluctuacién estacional, con
valores mas altos en primavera yfaqSanchez Caro, 2010). Por lo tanto, el impacto
negativo de efluentede la PTELmunicipal (media de flujo de 0,13 is) sobrela
calidad del agua del rio se encontraba modauted el caudal del rio durante el periodo

de ensayo.

El presente estudio, @m enfoque bioldgicoriginal queevallapor primera vez
la calidad del agua del tramo medio delLujan utilizando ensayas situ con peces en
jaulas sumergidasRespecto a los indices fisiologicos evaluados, no se observaron
diferencias significativas en el FC @e carpioluego de la exposicion en ninguno de los
sitios experimentales. Estos resultados coinciden con los observadesitenLBra
durante el 2010 y con un ensayo previo llevado a cabo con la misma especie en jaulas
sumergidas en otro rio periurbano de la provincia de Bs(Rie. Reconquistagn el
cual no se observo una relacion entre el FC y la polucion de dicho cuerpo deedgua (d
Torre y col., 2000). Sin embargo, la exposicionRielaticepsen el rio Lujan (S1)
evidencié luego de l1dias un incremento en el FC respecto al sitio S2 y & S8R
incremento en este parametro ha sido reportado por Smolders y col. |(2gyle la
exposicion de carpas en jaulas sumergidas en un sitio que recibe el impaalerte fi
industriales y de una planta de tratamiento de aguas residuales. ElelhN® s
incrementado en ambas especies expuestas en jaulas sumergidas en el riehd@n, si
estas diferencias mas evidentes p@racarpia Aunque varios factores ambientales
pueden modificar este indice en los peces, el mismo fue incrementatiocarpio
luego de la exposicion en jaulas en un estudio realizado en un sitio pdéuBklgica
cuando se compara con la situacion inicial (Betwgecol., 2009).

Respecto a los biomarcadores bioguimicos, la exposigi&itu de C. carpio
durante14 dias en ambos sitios del rio Lujdn promos@mbios en el sistema de
defensas antioxidantes mediado pbmcremento efha actividad de la SOD, muras
gue CAT no mostré cambios significativos. La induccion simultanea de anbmsas
es comunmente observada luego de la exposicion a diversos poluentes (Herajes Lim
2004).Sin embargo, otros autores han informado resultados similares a los observados
en este trabajo donde sélo se observé un incremento en la actividad de Sii@sen

contaminados (Pandey y col., 2003; Huang y col., 27 )oincidenciaon nuestros
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resultados, Camargo y Martinez (2006) no detectaron cambios en laaactieipatica

de la CAT luego de la exposicion de peces en jaulas en un arroyo urbano en el sur de
Brasil. Por su parte, la exposicién situ de P. laticepsdurante 14 dias en los misso

sitios del rio Lujan no evidencié cambios a nivel de las enzimas anticsddde
acuerdo con nuestros resultados, Simonato y col. (2008) tampoco detectaron una
respuesta antioxidante en CAT y SOD, sin embargo observaron una induccién de la
GST luego del5 dias de exposicion ¢k lineatusa la fraccidén soluble del petréleo en
ensayos realizados en condiciones de laboratbomo se menciond anteriormente, el
sistema enzimaticmas importante responsable de los procesos de oxidacion en la fase |
de labiotransformacion esl sistema denonooxigenasadel citocromo P450Hartl y

col. (2007) entre otros autores reportaron para diferentes especies la induccion de estos
mecanismos tanto en ensayos de laboratorio como de campo. Nuestros sesultado
detectaron la induccion de la proteina CYP1A en las carpas expuestas en anthos sitio
del rio Lujan, evidenciando la induccién de los procesos de biotransformacién de fase I.
Estos resultados podrian interpretarse como una respuesta a la exposicion d
hidrocarburogotalespresentes en el sedimento (541,0 mg/kg) reportados previamente
en zonas cercanas al sitio experimental (AARBLQ. Sin embargo ePR. laticepssolo

se observo este tipo de induccién en fesnplares inyectados con 50 mg/de BNF.

La expresion de lproteina CYP1A en esta especie nativa no fue detectada en ninguno
de los sitios experimentales del rio Lujan evaluados en este estudio. Esltasioss
podrian indicar una menor sensibilidad de esta especie frente a la presencitbsle cier
hidrocarburosque fueron reportados en la zona (AABA, 2010h aumento en la
actividad de GST se ha encontrado en diversos estudios de campo con diferentes
especies de peces, incluyendo ejemplares Cdecarpio capturados en sitios
contaminados (Pandey y col, 2003; Huang y col., 2007; Cazenave y col.,20@3}e
estudio, & observé una mayor actividae GSTen los ejemplares dé. carpio que
permanecieroen el rio Lujan (S1). Nuestros resultados concuecdanos reportados

por Camargo y Martinez (2006) quienes también detectaron un aumento éndadact

de esta enzima en peces expuestos en jaulas en diferentes sitios afectados por el impacto
antrépico de la agricultura, industria y descargas domieafPor su parte la
exposicion en jaulas deP. laticeps promovié principalmente respuestas de

biotrasformacién de fase ILas mismase evidenciaron principalmente por el aumento

192



Respuestas de biomarcadores de C. carpio y especies nativas: rios periurbanos
Capitulo7

en la actividad de la GST de los peces que permanecieron en ambos sitios dahrio Luj
(S1y S2). Respuestas similares han sido observadas en otra especi® raiviqus

lineatug presenteenrios y arroyos poluidos de nuestro pais (Cazenave y col., 2009).

La evaluacion de los niveles de Vtg en plasma ba@o utilizade para
establecer la exposicién a compuestos desorganizadores endocrinos iessdgérs
como los alquilfenoles etoxilados y sus metabolitos mas persistpotesdmplo, NP).

La exposicion de distintas especies de pe@dNP, NPE u otros alquilfenolesn
condiciones de laboratorio también ha demostrado una induccioficsiywa tiempo
dependiente en la concentracion de {Kigby y col., 2007;Genovesg col., 2011).De
acuerdo con estos autores, en el presente estudio se ha detectado medidisie deana
Western blotla expresion de la proteina Vtg &h carpio luego de la inyeccion
intraperitoneal de 17B-estradiol o NP. Al mismo tiempastudios de campo han
mostradoel incremento en losiveles de Vtgantoen @arpas recolectadg€arballo y

col, 2005;Mitchelmore y Rice, 2006)omo expuestas en jaulédnydery col, 2004)en
diferentes sitios que reciben aportes antropogénjcasectados por el vertido de
diferentes tipos de descarga incluyendo las descargas de plantas de trat&mieste.
estudio, se evidenci6é una induccion en la expresion de la pratgjren carpagjue
permanecieroen jaulassumergidasguas arriba de la PTEL municipal de la ciudad de
Lujan (S1). Esta respuesta observada enelaresion de ¥ podria atribuirse a la
presencia de NP detectado en el aguyzerficialy en elsedimentadel rio Lujan durante

el periodo experimental. En este contexto, NP fue dete@admuestras de agua
obtenidasen el sitio S1 (0,47 g asi como en el sedimentouestreadale un sitio
cercano a la PTEL(915 wy/kg ps) (comunicaciérpersonalBabay. Asi mismo, estos
resultados concuerdan con los reportes mencionados anteriormenta poesencia de
susaincias fendlicas en el agua superficial del rio Lujan en sitios cercanosli S1 (
Marzio y cd., 2005 AABA 2010). Nuestros resultados muestran aaleandlisispor
Western blotes una metodologia util para detectar rapidamente la expresion de Vtg
tanto enensayos de laboratorio carmductores especificamo en ensayads situ con
peces expuestos en la jaulaumergidasComo se muestra en la Figural2, se
detectaron bandas reactivas correspondientes al peso molecular aparentg de V
utilizando anticuerps especificqssn embargo comadha sido reportado por otros

autores (Henniey cd., 2003; Kavanaghy col., 2004)tambiénse observarbandas
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protecas de menor peso molecul&stasbandas adicionales podrian ser interpretadas
como productos ddegradacia ya que lavtg es una molécula altamente inestabie. S
bien seutilizé un céctel inhibidor de proteasa (Sigm 2714) para inhibir la
degradacion de g enlas muestras de plasma de ambas espepe®ceia probable

gue este inhibidor nbayasido totalmente eficaz para evitardegradaciéme Vtg en
presencia de estos agentBespecto a los resultados de Vtg obtenidos con la especie
nativa solo se evidencio la presencia de una banda reactiva de alto peso molecular en
muestras de plasma dgemplares deP. laticepsinyectados con E2. Resultados
similares fueron reportados para una especie de siluriforme africalaiag
gariepinug capturados de diferentes sitios afectados por el vertido de aguas residuales
(Mdegela y col., 2010).

Varios estudios han demostrado un aumento de la LPO en diferentes especies de
peces expuestos a contaminantes en ensayos de campo (Fereska 2005;
Falfushynska y Stolyar, 2009). Ademas, Oakes y van der Kraak (2003) hamdeport
altos niveles de TBRS entejido hepatico de ciprinidosxpuestosnmediatamente
aguas abajo de la descarga del efluente dplanta de tratamientde aguas residuales
municipal En este estudio, a diferencia degloe seha reportado anteriormentse
observé que los nives de TBARS fueron significativamentaenores en ambas
especies prueba luego de la exposicion en ambos sitios del rio(&ajgs2).

Cuando se considerardiempos de ensayos mas cor{@sdias),Camargo y
Martinez (2006) detectaron diferencisélo en algunos biomarcadores, incluyento
GST, luego de exponerejemplares deP. lineatus en jaulas en un rio urbano
contaminadoAl evaluar las respuestas de los biomarcadords. teticepsiuego de un
periodo de exposicibn mas corto (7 dias) sb6lo se observé una disminucién en la
actividad de CAT de los peces que permanecieron elS2ismo tiempo, en este
estudio, se evaluaron las diferencias entre los dos tiempos de exposicion (7 y 14 dias) y
se encontro que weumento en el tiempo de expmén promovid una respuesta mayor
en HSy en la atividadde SOD de los peces S2. Se observé la misma respuesta en la
actividad de GSTde los peces que permanecier@amto en S1 como enS2 Es

importante sefalar que el tiempo de exposicién no promovié diferenaéfécaigyas
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en ninguno de los biomarcado®gluadosen lospecesque permanecieroan el sitio
de referencigSR 1).

El enfoque utilizado en el presente estudio de exposicidsitu con jaulas
sumergidashiademostrado ser una herramienta valiosa para medir los efectos biolégicos
en diferentes momentos en los sistemas acuaticos, ya que representa un esasnario m
realista, queno se replica en las pruebas de toxicidad en laboratorio. van dey Caist
(1998)evaluaron diferentes periodos de exposicion (2, 4, 6, y 8 semanas) por medio de
ensayos en jaulia situconC. carpioen un sitio contaminadmerca de Amsterdam y se
encontré que un tiempo de exposicion de 4 semanas fue suficiente para detectar las
respestas de biomarcadores importantes en el sitio contami@Gatie. mencionar que
en el presente trabajo de tesis se requirieron de tiempos de exposicién refggvam
cortos para detectar los efectos advetaoso sobreC. carpiocomo sobreP. laticeps
luego de la exposicionn situ con jaulas. Dichos efectos podrian sgribuidos
principalmente a la presencia de una mezcla compleja de poluentes gessisten
principalmente los organicos presenteseesedimento, MPS y agua superficial de la
zona cogtrade Punta Lara eal Rio de la Platg en el tramo medio deio Lujan Por
ultimo, podemos concluir que la evaluacion de la bateria de biomarcadorassposp
en juveniles deC. carpioy especies nativas confinados en jaulas aportaria valiosa
informaddn acerca de la calidad del agua de zanasde estudio y su impacto en
organismos residentes; a su ,véa metodologia de trabajo adoptada podria ser
considerada en estudios de evaluacion ecotoxicolégica en zonas caolsterass

periurbanos.
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8.1 Introduccién

La evaluacion de parametros biomarcadangbzados como sefiales temprands
efects adverss promovidos por compuestos de origen@ito, tiene creciente importancia
en estudiosle contaminacion y monitoretel ambiente acuéticéor lo tanto es importante
tener en cuenta al realizasstudie con estos parametrogue los biomarcadores son
susceptibles a la variabilidad natural debido a factores alsdpoo ejemplo, temperatura,
oxigeno disuelto) y factores bidticos (por ejemplo, género, edad, tamafio, etapa reproductiva)
(Whytey cd., 200Q van der Oosy cd., 2003).Estos factores podrian enmascarar el efecto
de las sefiales de estrés inducidas por contaminantes y dificultar |eetaigdr del resultado
de las respuestas de lmemarcadoredJn aspecto que puede ser tenido en cuenta es adoptar
metodologias y criterios que permitan minimizar todos aquellos ésotpie puedan influir en
la variabilidad de estos parametros. Sin embargo, para poder implementso ele u
biomarcadores en estudide monitoreo ambiental es importante establecer una linea de base,
definir niveles de referencia que permitan caracterizar la variabilidad natural de estos
parametro$o que podria ser usado para analizar los cambios en presuntos sitioSramdam
(Balk y col., 1996 Koening y Solé, 2012De esta forma, los valores de referencia para los
diferentes parametros biomarcadores permitirdn distinguir entre ébNidad natural (ruido)
y el efecto adversmducido por contaminantes (sefi@an der Oost y col., 2003n el
presente capitulo se pretende establecer una linea de base de los biomarcadores evaluados
partir de la respuesta de todos los ejemplares contr@. dmrpioy dos especies nativas

estudiada en el presente trabajo.

8.1.1Hipotesis y (ojetivos
Hipétesis:

Las diferentes condiciones experimentataks como las vias de exposicign
variacion en laemperatura y fotoperiodnfluyen en los niveles basales de los biomarcadores

propuestos.
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En condiciones de camga variacion de los factores ambientales a los que estan
expuestos los pecemodulan tantolos niveles basales como las respuestas de los

biomarcadores propuestos frente a un toxico de referencia.

Objetivos:

1. Evaluar la variabilidadle los niveles baalesde los biomarcadorgsropuestodrente a

distintas viagle exposicion.

2. Evaluar la incidencia de las condiciones ambientales en la respuesta de &sdmonas

luego de una exposicion aguda a un HA®Rdftoflavona).

3. Generar una linea de base de los biomarcadores proppasidS. carpioy algunas

especis nativas mas utilizadas en el presente trabajo.

8.2Materiales y Métodos

8.21 Variabilidad de los niveles basales de los biomarcadores

Con el objetivo desvaluar la variabilidad déos niveles basales de Idsomarcadorese
expuso a los peces a distintmedios contrgllos cuales representan las diferenties de
exposicion de los toxicadilizadas en el presente trabajo de Tdsste analisis se reaf con
Cyprinus carpioy con dos de las especies nativas mas utilizadas en el presente trabajo
(Corydoras paleatuy Pimelodella laticeps Se elabor6 unalihea de basede cada uno de

los pardmetros biomarcadores para cada tipo de exposiciéon, la misma se deteartinde p

los resultados obtenidos de los grupos conéwdluados en los distintosnsayos (de
laboratorioy campo). En la Tabl8.1 se resumelas diferengs vias de exposici®@nsayadas

y el tratamientajuerecibié cada grupo control asi como el tiempo de exposicidon y la especie
prueba utilizada en cada caso haciendo referencia al capitulo en el cual se describe
detalladamente cada uno de los ensayos mesmbis.Se calcularon los valores medip$os
coeficientes de variacion (CV) para cada paransstguin los diferentes tipos de exposicién y

para cada especie prueba.

198



Evaluacion de la variabilidad de los biomarcadores
Capitulo8

Tabla 8.1.Resumerde la metodologia empleada.

. ... Tratamiento Tiempo de Especie _
Vias de exposicion - \ Referencia
control exposicion prueba
Inyeccion Aceite de 48-72h 30 C. carpio Capitulo4-6
intraperitoneal maiz 29 C. paleatus
(Lip) 7 P. laticeps
Agua (AG) Aguadered 15dias 10 C. carpio Capitulo4
no clorada 20 P. laticeps
Sedimento(SD) Sedimento 21 dias 30 C. carpio Capitulo4-6
A° Las Flores 23 C. paleatus
Ambiental-Campo Jaula en i 32 C. carpio Capitulo7, 8
15-21 dias .
(CA) A° LasFlores 28 P. laticeps
y A° Durazno 48 h 20 C. paleatus

8.2.2 Incidencia de las condiciones ambientales sobre hariabilidad de los
biomarcadores

Paraevaluar el efecto de las condiciones ambientales sobre la variabilidad en las assjriest
los biomarcadores, se realizaron ensayesntoxicacion inducida por medio de un HAPs
modelq la B-naftoflavona(BNF) bajo condiciones experimentales de laboratorio y campo.
Los ensayos de laboratorio y campo fueron realizados en forma contemporanea en época
estival e invernal y se utiliz6 como especie prueba ejemplar€s galeatus Para ambas
condiciones, se determinaron dos grupos: contro) {&xperimentales (BNJ-asignando a
cada uno 10 peces al azar. Los individuosuttaino grupo recibieron una dosis de 50 mg
BNF/kg p.c. disuelta en aceite de maiz. Dicha dosis se administré par deedna Unica
inyeccion intraperitoneal (10ml/kg p.c.). Los individuos control fueron inyectados con aceite
de maiz. Tanto ejrupocontrol como aquellos individuos inyectados con BNF se dividieron
en dos subgrupo$aboratorio y campcEn el ensayo de laboratorio los peces permanecieron
bajo las siguientes condiciones:
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- Condiciones de Verantotoperiodo 16/8h D/NTemperatura del aguint1°C
(3,2+£0,2 g p.c., medirESM; n = 20)

- Condiciones de Inviernofotoperiodo 8/16h D/N Temperatura del agud5+1°C
(7,1 £ 0,2 g p.¢mediax ESM; n = 20)

Enlos ensayos de campo los peces permanecieron sumergidos en jaulas, como seeatescribi
el Capitulo 3 (ver seccidén 3.2a8) en unsitio libre de contaminantes, atroyo LasFlores
utilizado como sitio de referencia en el presente trabajo de (B#%ib. Estos ensayos fueron
realizados en veran@m=20; 3,7 = 0,2 g p.c.) e invierne£20; 6,6 + 0,3 g p.c.jmediax
ESM). Luego de 48 h los peces fueron extraidos de los acuarjaslas y llevados al

laboratorio donde fueron procesados como se descril@b@apitulo 3seccion 3.3.

8.23 Andlisis estadisticos

Las diferencias estadisticas entles grupos evaluados en la seccion 8.2fReron
determinadas por medio de ANOVA de una via seguidtadeuebade Tikey (p < 0,05)

(Zar, 1996) Secalcularonos coeficientes de variacién expresados en porcentaje (CV %) para
cada parametro y cada especie prueba respecto a las diferents eig®sicion y un CV

total para cada parametygara cadaespecie prueba. Para poder comparar la linea de base en
lasdiferentes matrices de exposicioa,gilizaron graficosle cajatipo box andwhiskersplot
indicando la media, mediana, percentiles (25 y 75%), valores maximosnyanipn los datos
outliers los cuales fueromrstablecidos a partir del analisis Tukey como aquellos valores
gue distan mas de lygces la distancia intercuartil o hasta el punto mas alto o mas bajo, lo

gue sea masroximo.

8.3Resultados

8.3.1 Variabilidad de los niveles basales de los biomarcadores

En la Tabla8.2 se presentan los coeficientes de variacion de los parametros

biomarcadores para cada especie prueba seleccionada y cada via de expostieion.
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coeficientenos permitd comparar series de datos teniendo en cuenta no sélo la desviacion
estandar de los datos si no también la media de cada Respecto a los parametros
biomarcadores en general, al obseela¥ CV totd de cada parametro, ¢as tresespecies
analizadas sevidenciouna mayor variabilidad en los niveles de TBAR®nJa actividad
enzimatia de SOD.Por el contrario, se observé una menwariabilidad en los indices
fisioldgicos (FC e IHS) tanto en general (% CV total) como para cada via decéxpossta
tendencia se evidencié en todas las especies prueba analizdasdo en cuenta todos los
biomarcadores determinados para cada espetoenando como referencia un CV >21%
como indicador de variabilidad del parametro en estigdiogpbservé qu®. laticepses la
especiecon una menor proporcién de biomarcadores variables (87%s biomarcadores),
seguida porC. carpio (58%) y C. paleatus(60%). Al analizar las diferentes vias de
exposicion se puede observar que araarpiola mayoria de los parametros biomarcadores
presentan un coeficiente de variacibn mayoraeexposiciorin situen campo (CA) respecto

al resto de las vias de exposicidén, mientras que en las especies nativas esta difesmncia n
tan marcada. Asi mism@e observ@anto paraC. carpio como paraP. laticepsque la
exposicion en campo fue la que presenté una mayor proporcion de biomarcadores variables
(CV >21%) (83 y 67% respectivamentajientras que par&. paleatusla exposicion a
sedimento en laboratorio fue la que presentd mayor proporcion de biormascadoables
(80%).
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Tabla 8.2 Coeficientes de variacion de los parametros biomarcadores analizados para cada

especie y via de exposicion.

Corydoras paleatus| Pimelodellalaticeps

lip AG SD CA Total lLip SD CA Total Lip AG CA Total
%) () (W) (%) ) (%) (W) (W (B (%) (%) (%) (%)

105 76 208 165 108 8,7 175 175 59 85 90 85

Parametro

19,3 16,5 275 233 194 326 296 27,8 264 20,7 241 20,7

N
A
[)
-
&
©
N
()
w

23,7 20,7 393 22,7 294 149 20,1 125 20,1

N
i
~
N
s
~
W
S
[o)]

309 249 372 202 271 119 18,7 27,6 18,7

155 231 349 271 319 251 326 325 - 188 423 188
46,7 276 303 898 - - - - - 258 219 258

Lip: inyeccion intraperitoneaton aceite de maiAG: exposicién en agua de red no cloraga;
exposicion a sedimento control, sedimento del A° Las Flores procesado parajas dipospiked
CA: exposicion en campo por medio de jautasnergidas en el A° Las FloreBotal: variacion
general de cada parametro biomarcador teniendo en d¢odatalas vias de exposici@e encuentran
subrayados aquellos valores de CV >21%.

En las Figuras 8.1, 8.2 y 8.3 se obsemmdos resultados guconformaria linea de
base de cada uno de los parametros biomarcapara€. carpig C. paleatusy P. laticeps
respectivamente. Las mismas han sido representadas graficamente nbediantewhiskers
plot, donde estan caracterizadas por los valores medios, la mediana y los pe(@ényilas
%), asi mismo se puede estimar la dispersion de los datos por medio détiadamango a
través de los valores maximos y minimos. Por su parte los valoresa(fputliers’), que
distan més de 1,5 veces la distancia del intercuartil han quedado excluidoediordel
analisis de Tukey al realizar logaficosbox plot Respecto a los valores de referencia de los
biomarcadores d€. carpig en general se puede observar quexisten grandes diferencias
entre las diferentes vias de exposicion ya que si bien los valores medims similares en
todos los parametros, los rangos se encuentran solapados, es decir que poseen una amplituc
similar excepto en los niveles de TBARS donde se evidencian diferencias euti@iles de

referencia de la exposicion en agua y el resto de las vias de exposiciomb@ngce al
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observar los datos que quedan representados dentro de las cajas determinadas por los
percentiles 75 y 25 este sp@amiento nofue tan notorio, sélo se manto en algunos
parametros como el FC, GST y SOD. Por su parte, las especies nativasprdgergncias
mayores entre los niveles basales de los parametros biomarcadores seguneeli@pded
exposicion, siendmas evidente eR. laticeps Esto se puede observar tanto a travéksle
medidas de posicion central (media y mediana) como de los percentiles que inttogen

datos caracteristicos de cada distribucion. En general, se observa que GST es eloparametr
biomarcador con niveles basales con mayor similitud entre las diferenteg \@a&pasicion

en las tres especies prueba.
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Figura 8.1. Linea de bas@e los parametros biomarcadores evaluado€.enarpio luego de la
exposicion a diferentes matrices contiolip: inyeccion intraperitonealAG: agua;SD: sedimento;
CA: campo.
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Figura 8.2. Linea de basele los parametros biomarcadores evaluado€.qmaleatusluego de la
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CA: campo.
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CA: campo.
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8.3.2 Incidencia de las condiciones ambientales sobre laariabilidad de los

biomarcadores

Los resultadosbtenidos en los ensayos donde se evalud la variacion de las respuestas
de los biomarcadores fisiolégicos y bioquimicos debido a las variaciort@erdales luego
de la exposicion aguda a BNF se indican en la Taldy en la Figura8.4 Durante estos
ensayos no se observd mortalidad de los individuos, confirmanddaqdesisde BNF
empleada fusubletal para los organismos prueasi, como a las condiciones de exposicion

en jaula.

No se observaron diferencias significativas en los indices fisiologicos ¢&vgr
ejemplares expuestos a BNF y el control respectivo de los peces que permaneglesioex
en jaulas y en el laboratorio durante el verano e invierno (Bakja

Comparando losesultados deampo ca los de laboratorio de destearse que no se
detectaron diferenciasignificativasentre cotroles en ninguno de los pardmetros estudiados
tanto en época estival como invernal. Al mismo tiempo, el efecto de la BNd-laaimtividad
de CAT como de GST e@. paleatusevidenciéla misma tendencia de cambio tanto en los
peces que permanecieron en laboratorio como los que estuvieron en jaulasdsismesTgi
campo.Esto no seio reflejado en la actividad de la SOD, la cual no evidencié cambios entre
peces inyectados con BNF resmeet su control en ninguno de los periodos estacionales
evaluados, asi como no mostr6 cambios entre los ejemplares que permaneniero

laboratorio y campo (Figura 8Aly B).

Durante el periodo estival se observé un incremento de 76 % en la actividad de la GST
en los peces que fueron expuestos a BNF respecto a su control en los ejemplares que
permanecieron en jaulas sumergidas en campo. La actividad de la CAT en este periodo, no
mostro cambios significativos en los peces expuestos a BNF respesta@tfoles ni en
laboratorio ni en campo. Sin embargo, se observaron cambios sigroBcantre los peces
inyectados con BNF que permanecieron en laboratorio y campo, siendo estateesgayor

en los peces bajo condiciones de verano de laboratorio (46 %).

En el periodo invernal se observé un incremento significativo en la actidiel GST

de los peces expuestos a BNF en relacion a los controles respectivos tanto esnpizses
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expuestos bajo condiciones de laboratorio (44 %) como en los que permanecieron en el
campo (32 %). Por su parte, la CAT también evidencié un incrementd8dé ensu
actividad en los peces expuestos a BNF que permanecieron bajo las condiccamepalesi

bien en el laboratorio se observo la misma tendencia esta difererftia estadisticamente

significativa.

Tabla 8.3. indices fisiolégicos deCorydoras paleatuen condiciones experimentales de
laboratorio y campo durante el periodo estévaivernal

Periodo

fisiol6gicos

1,83+0,11 1,97/+0,09 2,20+0,10 2,12+0,11
(10 (10) (10) (10)

Estival

Factor

COSLLEEEIEE nvernal  1,85+0,05 1,82£0,04 1,88+0,04 1,86+ 0,07

(10 (10) (10) (10)

Estival 0,96 +0,06 0,75+0,03 0,91+0,10 0,88 +0,08
(10 (10) (10) (10)

indice
hepatosomaético

Invernal 1,26 +0,07 1,16 +0,04 1,14+0,07 1,00+ 0,03
(10 (10) (10) (10)

Los datos se expresan como medias £ ESM, entre paréntesis se lindiceee> de muestras. Las
diferencias estadisticas significativas entre los grygawa cada uno de los periodos analizastos
evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y comparaciones pléitiPrueba de Tukey.
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Figura 8.4. Biomarcadores bioquimicos @& paleatusvaluados bajo condiciones de laboratgrie
campodurante elperiodo estival (A) e invernal (BBNF, peces inyectados con B-naftoflavona (50
mg/kg p.c.);Co, peces inyectados con aceite de maiz. Los datos se expresamedias + ESM;
n=10 para cada grupo. Las diferencias estadisticas entre j[mssgsa evaluaromediante ANOVA
(p<0,05) y comparaciones multiples Prueba de Tukey, para cada ums @eriodos(*) Indica
diferencias significativas respto al control correspondienté#) indica diferencias respecto a la
condicién decampo
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8.4Discusion

En este capitulo se evaluo la variabilidad de los niveles basales deatametros
biomarcadoresfisiolégicos y bioquimicos, asi como la incidencia de las condiciones
ambientalesobre la variabilidad tanto en los niveles basales como luegoedg@dai®dn a

un toxico de referencia (BNF).

Se presentaron resultados experimentales en bioensayos de campo y de t@boratori
luego de una exposiciéon aguda de BNF sobre ejemplares de una especi€naal@atus
Los indices fisiolégicos no evidenciaron cambios en ninguna de lagiomed ensayadas.
Estos resultados concuerdan con los observados en la misma especie @onesnelstandar
de laboratorio(ver a@pitulo 4, seccion 4.3.1)Respecto a las actividades enzimaticas
evaluadas, la actividad de &ST se incrementd significativamente en casi todas las
condiciones experimentales, excepto en condiciones de verano en laboratorie senqu
observo una tendencia de aumento, por lo tanto se puede considerar a esta enzi@altn
capacidad biomarcadd Resultados similares fueron reportados por Ascar (2006) en un
estudio similar realizado en nuestro laboratorio Corarpia Por su parte la CAT también
evidenci6 una tendencia de aumento en todas las condiciones experimentalesagio Esb
diferencias fueron significativas durante el periodo invernal en condiciones de campo. La
SOD no siempre mostré el mismo patrén de respuesta y las diferencias entyecBiNroles
no fueron significativas bajo ninguna de las condiciones experimentalegaldar el efecto
de laBNF sedetectaron respuestas diferenciales entrpéags experimentales de campo y
los controles en arios de los parametros anatipa principalmente durante el periodo
invernal (Scarcia y de la Torre, 2008). Sin embargo, las respuest los peces fueron mas
evidentesn condiciones de campldstas diferencias podriairibuirsea la accion conjunta
de diferetes variables fisicoquimicas y biologicaesentes sélo en condiciones de campo.
Por lo tanto, los ensayos a campo demostraron ser de gran utilidad ya que evidenciaron que
las condiciones ambientales pueden modificar las respuestas de los biorearcadr
ultimo quedo reflejado principalmente en la actividad de CAT y GST (Scadsdg Torre,
2008).Cabe destacar que no se observaron variaciones significativas en los nivetssdeasal
los pardmetros evaluados ya que no se observaron diferencias signifieatrealos grupos
control de laboratorio y campRespecto a la variacién de los niveles basales reportados para

C. carpio bajo las mismas condiciones experimentales aqui desc¢ripiase detectaron
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modificaciones en las enzimas antioxidantes, sin embargo la respuesta 8& ke Gio
modulada por las condiciones ambientales en campo asi como por la temperatura y

fotoperiodo en condiciones de laboratorio (Ascar, 2006).

Por su parte, es elabor6 una linea de base para cada uno de los parametros
biomarcadores para las diferentes vias de exposicion empleadas en esteamabpgoaC.
carpio como para las especies nativ@s paleatusy P. laticeps De esta forma quedd
representada la variabilidad intraespecifica para cada pardmetrajallabinda una
aproximacion de los niveles de respuesta esperados para cada biomarcéadotaseg
diferentes vias de exposicion evaluadas. Al mismo tiempo, nuestroadesidividenciaron la
necesidad de contar con valores de referencia o lineas deabasmga especie y para cada
via de exposiciérCabe tener en entaque a diferencia deda&specie®standarizadasuyos
ejemplarespuedenser criads bajo condiciones controladas, los organismos nativos son
usualmenteobtenidosdel ambiente donde estéexplestos a la variabilidad naturalsi
mismo, es importante considerar la variabilidad genética presente en los ejengadar
especies nativas, ya que los mismos no siempre provienen del mismo ambietrtes rien
los organismos estandarizados que jermen de criadero pertenecen a lotes de ejemplares
mas homogéneod?or su parte, al analizar los niveles basales de las respuestas de los
biomarcadores luego de las diferentes vias de exposicion se evidencio que ledexiposi
situ por medio de jaulas sumergidas fue la que presenté una mayor proporcion de parametros
variables. Estos resultados podrian explicarse debido a la mayor cantidadiaides
principalmente abidticas a las que estan expuestos los peces en condicicaepaldas
cuales no pueden ser controladas como en los ensayos de labo@ti@m$oautores han
realizado estudios de linea de basediferentes especies nativas recolectadas de sitios con
escaso impacto antropico. En general estos estudios tienen como objethar aifbrmacion
sobre los niveles basales de biomarcadores en peces de zonas no contaminadas para pode
definir un sistema de referencia util de ser empleado en estudios de mordkey.col.
(1996) recolectaron ejemplares Berca fluviatilis a lo largo de varios afios ea hisma
épocadel afig minimizando la variabilidad debido a la estacionalidad y los factores que
pueden estar afectados por la misma (temperatura, periodo de reproduccion, disponibilidad de
alimento etc.) en dos posibles sitios de referencia. Estos autores arnoegeneralmente
niveles estables en los parametros medidos tanto entre los sitios gdppraitipalmente en

los indices fisiolégicos como el FC, IHS e indice gonadosoméatit@®nsbargo parametros
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como la ERODpresentaron una mayor variabilida¢h resultado similar ha sido evidenciado
en el presente trabajo en particular a nivel de los parametros fisiolégidoignsen el
presente capitulo no se han analizado las respuestas de la EROD debido a queidolo ha s
evduado luego de la inyeidn ip y exposicion a sedimentesta tendencia se puede observar
al analizar los ESMe las determinaciones de estas vias de exposicion (ver capitedo giL
parte, se han reportado estudios realizados en un sitio cankidis referencia evaluando las
variaciones estacionales sobre las respuestas de los biomarc&adoEsez y col. (2008)
evidenciaron que la estacionalidad y algunos factores ambientales asocia@osimiligd en

la variabilidad de las respuestas de ciertos biomarcadom@®do de ejemploal evaluar la
expresion de la Vtg, la estacionalidad influencié el estado de madudecién individuos;

de igual forma, el sexo condicidita respuesta de la EROBIin embargo, observaron que
ciertos parametrossociados al estrés oxidativo (GST, GSH, TBARS, etc.)fusson
afectados por la estacionalidad en la esp@eaisterosteus aculeatudahrgang y col. (2010)
reportaron que los niveles basaledadhiomarcadores GST y CAT doreogadus saiddel
Artico fueron levemente influenciados por la estacionalidad, mientras queostaron
diferenciasal considerar el sexo de los animalsim embargo estos autoneportaron una
fuerte variabilidad estacional en la actividad de EROD. En el presenteotsgbamfearon
ejemplares juveniles de todas las especies prueba y los ensayos en campo firaosrea

la misma estacion del afio de modo de minimizar las variaciones en las resgadsims
biomarcadores que pudieran estar relacionadas csexel de los idividuos el estadio
reproductivo asi como los factores determinados por la estacionalidadmBargo seria
bueno contar con una linea de base de las diferentes especies prueba principalmente de las

especies nativaeniendo en cuenta todos factores antes mencionados.

Por ultimo, cabe destacar que los datgortadosen el presenteapitulo brindan
conocimiento sobre los niveles basales y variabilidad natural de lasestespude los
biomarcadores d€. carpioy dos de las especies nativas mas utilizadas en el presente trabajo.
Por lo tanto, los mismos podran ser empleados como informacién de referencia en futuros
ensayos tanto de laboratorio como de campo, permitiendo también analessiltélidad de
las respuestas frente a la exposicion a téxicos de referencia y al evaluar la calidad de cuerpo

de agua contaminados.
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Discusiéon General

En el presente trabajo se estudiaron las respuestas de algunos parametros
biomarcadores fisioldgicos, bioquimicos y moleculares asociadostiatadisetapas del
proceso déiotransformacion y deliminacion de los toxicogromovidos en los organismos.

Se duilizaron diferentes COPs de referencia y otros que se encuentran presentes &anét amb
acuatico empleando distintas vias de exposicion de los toxicos a knssargs prueba
(teledsteos dulceacuicolag) tal fin, se realizaronensayos de laboratoriode campaocon
distintas especies pruepbar medio de la recoleccién de especies natvasr medio de la
exposicionin situ en jaulas sumergidas en los sitios de intede@ésambos tipos de ensayo se
evaluo el efecto de los COPs sobre una especie estau#li carpioy diferentes especies

nativas frecuentadoras de fondo.

Hasta el momento en los diferentegituls se ha analizado y discutido el efecto que
cada uno de los COPs evaluados ha tenido sobre las respuestas de rustrqgmra
biomarcadores en las distintas especies prueba. Al mismo tiempo, se haadandithas
respuestas luego de la exposicidnsitu por medio de jaulas sumergidas en dos rios
periurbanos (Rio de la PlaRmnta Lara yrio Lujantramo medio) afectadogor la
contaminacion antrépica con COEs el presente capitulo, con el objeto de sintetizar e
integrar la informacion obtenida de los efectos de los COPs evaluados (EB&yMNP)
sobre los biomarcadoree C. carpioseaplicd un indice de respuesta integrada (IBR, de las
siglas en inglésintegrated Biomarker Respons@ara una mejor interpretacion de las
respuestagie los biomarcadoreérer capitulo 3, seccion 3.6Asi mismo, se utilizaron
graficos de estrellastar plo) como una herramienta que pernmgpresentary visualizarlas
respuestas de los biomarcadores luego de la exposicién a los COPs en forma integrada en
condiciones de laboratorio y de camjid.IBR ha sido propuestpor Beliaeff y Burgeot
(2002) con el fin deesumir las respuestas de biomarcadores y simplificar su interpre¢acion
los programas de biomonitorgccomoherramienta en la evaluacion de riesgo ecolédito
IBR constituye una herramienta practica y robusta para evaluar la susceytiailiiferentes
contaminantes utilizando multiples respuestas de biomarcaéanesu partepuede reflejar
los niveles de contaminacion medidos en diferentes sitios, indepemigte de la
variabilidad en el conjunto deéiomarcadagsutilizadcs para el célculo del indig@Beliaeff y
Bugeot,2002; Serafim y col., 2012; Asensio y col., 2013).
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En las Figuras 9.1 y 9.2 se representan los graficos de estrella y las tesspues
integradas de los biomarcadores (IBR) evaluados en condiciones de laboratorio y campo
respectivamenteSe puede observar qatIBR evidencia una mayor respuesta en los ensayos
de exposicion por medio de una Unica inyeccion ip en comparacion con los ensayos de
exposicion a sedimento fortificadAsi mismo, lainduccién por medio de uriayeccion ip
tuvo una respuesta mayor con el BaP mientras que la exposicién a sedimtitadi
evidencié una mayor respuesta con Ney( este indice, el rango lds téxicos con mayor
respuesta luego de ser administrados por medio de una inyec@aedpnser ordeados
coma BaP > NP > PCBs. Mientras que frentéaaexposicion a sedimento fortificado los
mismos pueden ordenarsentm NP > BaP > PCBs (Figura 9.10s graficos de estrellse
utilizaron en este estudio como una posible herramienta lparsualizacion de efectos
biologicosmediante las respuestas de los diferentes biomarcadores anakzadoganto, el
grafico de estrella de los biomarcadores evaluados luego de la admimsttadas toxicos
por medio dauna inyeccion ip revella mayor contribucion de CAT y GST al IBRego de
la exposicion a BaP y NP, mientras @qli¢éBR de la exposicion a PCBs las respuestaS3Ie
y TBARS fueron las principales. Por su parta exposicion por medio de sedimento
fortificado evidencié diferentes patrones de respuestas dependiendo del téxico al cual
estuvieron expuestos los peces. La exposicion a NP reveld una mayor contribucion de SOD y
TBARS evidenciando umayor dafio oxidativo e@. carpioquela exposicion atesto de los
toxicos. Mientras que la exposicion a BaP evidencié una mayor respuesta a nivel de
biotransformacion, con un mayor aporte de GST al IBR. Por su parte, la exposicion a PCBs
mostré una mayor respuesta en las defensas antioxidantes, con una mayor contribucién de
SODy CAT (Figura 9.1 A)En resumen, se evidencié un patrén e intensidad de respuesta en
los parametros biomarcadores dependiente del tipo de COPs y de laporal@izjue fueron

expuestos a los ejemplaresClecarpioen condiciones de laboratorio.
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Figura 9.1. Indice ck respuestdntegradaIBR) y gréficos estrellae los biomarcadores evaluados en
condiciones de laboratorio. (A), gréaficde estrella de los biomarcadores evaluados luego de una
Unica inyeccion intraperitoneal (I. ip) o de la exposicién a sedimento daddi Spiked spK. (B),

IBR. BaP, benz@)pireno; NP, nonilfenol; PCBs, bifenilos policlorados; Co, control spoadiente

La respuesta integradora de los biomarcadores evaluados en condiciones de campo
evidencio valores que oscilaron entre €)5os sitios de referencia (linea de base, CA) a 6,1
en Punta Lara (PL1) (Figura 9.2 B). Segun este indice se puede inferir que el Rio de la Plata
en la zona costera de Punta Lara presenta condiciones mas desfavorables queagsl yio Luj
gue promovio unanayor respuesta integrada de los biomarcadorés darpioluego dela
exposicionin situ por medio de jaulas sumergidas. Asi mismo en el rio Lujan se evidencio un
mayor IBR en el sitio 2 (RL2) el cual se encuentra aguas abajo de la planta de tratamient
municipal de la Ciudad de Lujan. Al analizar el grafico de estrella de los hiaduses
evaluados en los distintos sitios experimentales se observa que en el RioPt#al
predomind una respuesta a nivel de biotransformacion evidencialdagutividal de GST, la

cual fuemas evidente en PL1, en comparacién con lo observado en el rio Lujan donde
216



Discusion general y Conclusiones
Capitulo 9

prevalecieron las respuestas de las enzimas antioxidantes (Figura 9.20AJiltiE®0 se

podria vincular con la respuesta integrada de los biomarcadores observada en los ensayos de
laboratorio con sedimento fortificado con BaP y NP, en los cuales predominaron respuestas a
nivel de biotransformacion y estrés oxidativo respectivamente. Al migmpd, en Punta

Lara se evidencio el efecto de inductores especifieoespuesta del sistema citocromo P450

1A, sobre la expresion de la CYP1A como por ejemplo los HAPs y enlaljéin se detectd

la presencia de compuestos desorganizadores enddécrinos por medio de la induccion de la
expresion de la Vtg (ver capitulo Bin embargo, se puede observar una diferencia en las
respuestas obtenidas en los dos ensayos Bioelle la Plata, ya que en PL1 también se
evidencié una importante respuesta en la actividad de la CAT mientras que en PL2 las
respuestas de las enzimas @xitlantes no fueron suficientes para prevenir el dafio oxidativo

a nivel de lipidos, evidenciado por el notable incremento en i@desi de TBARS. &i

mismo, el area del poligono es mayor en PL1 como también lo indica el IfRaM.2 B).

Por su parte,reelrio Lujan se puede observar un patron similar en las respuestas en ambos
sitios experimentales (RL1 y RL2) evidenciado por una geometriaasienl el poligono
obtenido con area mayor en RLA&Si, una mayor respuesta antioxidante quedd evidenciada

porla CAT y SOD en ambos sitios sin detectarse dafio oxidativo a nivel de lipidos

GST B

8PLl IBR

PL 2

TBARS =<0 CAT

—PL1
PL2
RL1

—RL2
CA

SOD

Figura 9.2 indice de respuesiategrada (IBR) y gréfico estrella de los biomarcadogvaluados en
condiciones de campo. (A), graficdsestrella de los biomarcadores evaluados luego de la ekposi
in situ de C. carpioen los diferentes sitios experimentales. (B), IBR. PL1 y 2taPuara periodo
2007 y 2010 respectivamente; RL1 yi®, Lujan sitios 1y 2; LF 1 y ZZA; datos de la linede base
de campo elaborada ehcapitulo8.
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Por su parte, en la Figura 9.3 se representan los graficos de estrella ydastassp
integradas de los biomarcadores (IBR) evaluddego de la exposiciom situ de C. carpio
enPunta Lara y sitios de referencia y en condiciones de laboratorio luegexjmacion al
sedimento de los mismos sitié& observé una mayor respuesta integrada en condiciones de
campo respecto a la exposicion en laboratorio, asi como una marcada diferencia entre |
exposicion en Punta Lara respecto del sitio de referencia en ambas arwslici
experimentalegFigura 9.3 B) Asi mismo, al analizar el grafico de estrella de los parametros
biomarcadores sabservarpatrones de respuesta diferentes entre la exposicion en Punta Lara
a campoif situ) y al sedimento completo del mismo lugar en condiciones de laboratorio. En
el piimer caso se puede observar una mayor respuesta a nivel de biotransformacién dado por
la actividad enzimética de la GST asi como en las defensas antioxidantes a nivel de la
actividad de la CAT, siendo las respuestas de estas enzimas las que presentateun ap
mayoritario al IBR. Sin embargo, en la exposicion al sedimento de Punta Leoadiciones
de laboratoricse evidencia una geometria distinta en el poligono (PL lab), donde se puede
observar un mayor aporte de las respuestas de ambas enzimas antioxidanie€£80)Bsi
como de los niveles de TBAR&igura 9.3 A). Por lo tanto, se podria interpretar que en
condiciones de laboratorio st mas evidente el dafio oxidativo a nivel de lipidos a pesar
del incremento en la actividad de las defensas antioxidantes. Estos resultactosgientes
con los obtenidos del analisis multivariado por discriminantegzaeal en el capitulo 7, el

cual permitio discriminar entre tipos de exposicion y sitios experatent
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GST
A 4 B PL1c IBR

I

TBARS 0/‘—

—PLlc
PL2c
CA

—LFlab

——PLlab

SOD

Figura 9.3 indice de respuesiategrada (IBR) y graficos destrella de los biomarcadores evaluados
en Punta Lara y sitios de referencia en condiciones de camporgttario. (A), graficosle estrella de
los biomarcadores evaluados luego de la exposa#dD. carpioen condiciones de campio, Situ 'y
encondiciones de laboratorio, a sedimento completo de Purdaylelrsitio de referencigB), IBR.
PL1 cy PL2 ¢ Punta Lara periodo 2007 y 2010 respectivamdritelab, sedimento de Punta Lara
exposiciénen laboratorip LF lab, sedinento del arroyo Las Flores exposicién en laboratgrioA,;
datos de la linea de base de campo elaboradacapitilo8.

La elaboracion del IBRha sido una herramienta Utn el presente trabajo que
permiti6 dar un enfoque integrado de las respuestas de los parametros biomarcadores
evaluados erC. carpio en diferentes condiciones experimentales. El uso de este tipo de
indices podria ser empleado para evaluar las respuestas biokgiessidios de monitoreo
ecotoximldgico en cuerpos de agua afectados por COPs y comparar entre diferentes
estaciones de muestreo, a lo largo del tiempo o incluso cuando se carece de valores de
referencia (Asensio y col., 2013). Cabe destagae los indices de este tipo son
simplificaciones de las situaciones de exposicidn, las cuales pueden ser muy complejas
principalmente en el campo, incluyendo los efectos combinados de le@mammtes,
factores abioticos, asi como de las multiples respuestas fisiologicas egaloisrmos prueba.

Pa su parte, losesultados obtenidos mediante el uso de indices integradds servir como
herramienta diagrshica para dirigir nuevas medidas y evaluar las posibles causas de las
diferencias observadgsara la gestion del medio ambiente mediante la eoacpn de

diferentes cuerpos de agua contaminados.este trabajo el IBR permitio determinar un
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mayor impacto adverso en los organismos prueba expuestos en Punta Lara respecto a los que
permanecieron en el rio Lujan contribuyé a generar informacion de base para futuros
estudios en los que se contemple un monitoreo estacional y se innanpex®s sitios de

muestreo

El presente trabajo de tesis permitié evaluar y analizar la respuesta de unadbateria
biomarcadres que incluyépardmetros integrados en distintos niveles de complejidad
biologica, en diferentes especies de teledsteos luego de la exposicion ad€ORgen
antropico. B generalse evidenciduna respuesta de los parametros biomarcacks@scie
dependientey se obserarondiferencias en la sensibilidad de las especies pr&eonfirmo
gue C. carpioes una especie estandarizadecaiadgpara la evaluacion de la toxicidad de
COPs mediante el uso de biomarcadores de contaminacién como punto &raludeion.

Los estudios realizados conta&gspecie prueba permetonrealizar un analisis integrado de

las respuestas de los biomarcadores promovidas por la exposidifameates COPSAsi

mismo, los resultados de este trabajo han demostrado lalalidgtalas especies tiaas C.

paleatus yP. laticeps como organismos prueba en ensayos de toxicidad tanto de laboratorio
como de campo, agudos y prolongados en el tiempo. En partiuliaticepsha sido la

especie prueba que presentdé una menor proporcién de biomarcadores con niveles basales
variableg(ver capitulo 8) mientras qu€. paleatusddemostrd ser una especie sensible frente a

la exposicion a sedimento fortificaqeer capitulos 5 y 6). Por su parte,obtusidens P.
lineatusdemostramn ser especigmtivassusceptibles de ser empleagdagrsayos de campo
mediante recoleccion, proporcionando informacion ecoldgicamente mas releyante
complementaa con la informacién obtenida en ensayositu, conC. carpio.Por lo tanto,

las respustas de los biomarcadores de las especies nativas antes mencionadas han brindado
resultados confiables y por ello se propone su utilizacion en estudiosvaluacion
ecotoxicoldgica de cuerpos de agua afectados por la contaminacién antrépigaalprernte

por COPs.A partir de la evaluacion de la variabilidad de los niveles basales de los
biomarcadores (capitulo 8¢ eviden@ronparametros menos variables tales como los indices
fisioldgicos asi como elevadariabilidad @ otros (por ejemplo SOD, TBARS, EROD). Sin
embargo no tenemos que confundir esta mayor o menor variabilidad con ladadpk&ci
responder frente a cambios en el ambiente como puede ser la contaminaciGoaaptmop

COPs. En base a los resultados de eatmjo se observo que tanto el IHS como el FC no

evidenciaron cambios en las especies prueba frente a la exposicion de los diD&tgen
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distintas matrices bajo condiciones de laboratorio (ver capitulos 4, 5y 6), por lo tanto no han
demostrado ser biomarcadores de efecto confiables en ensayos de laboratorio. Sin embargo,
en condiciones experimentales de campo se ha eviderstiaatdidad ya que se observaron
cambios en estos indices tanto en ensayastu con jaulas sumergidas como luego de la
recdeccion de especies nativdger capitulo 7).Asi mismo, la actividad catalitica del
citocromo P450 1A determinada por medio de la EROD ha demostrado siemancador
sensibleprincipalmente en respuesta a la exposicion de COPs del tipo de los HARSs depes

la alta variabilidad evidenciadaor el ESM (ver capitulo 4).En este contextesimportarie

contar con una linea de base para cada parametro biomarcador y especie pruelaylan part
este trabajaos permitié conocer y tener en cuenta la variabilidad natural de cada uno y no
confundirla con una posible respuesta biomarcaddranfoque bioldgico proporcionado por

las respuestas de los biomarcadores evaluadGs esrpioy P. laticepsmediante ensayas

situ con jaulas sumergiddsrindd informacion valiosa sobre la calidad ambientalRimta

Lara y del tramo medio del rio Lujan. Cabe destacar que este estudio es etgporterde la
utilizacion de esta metodologia en la evaluacién de la calidad del aguadid Ri Plata y

rio Lujan a través de las respuestas de parametros biomaro@tmesa y col., 2012 a y b)

Asi mismo, la rec@ccién de ejemplares proporcioné informacion complementaria sobre el
impacto de los contaminantes persistentes en los peces nativos residerntetarfo ambas
metodologia puederseraplicablesen estudios de monitoreo ecotoxicoldgico realizados en

cuerpos de aguafectados por la contaminacion antropica.

Corxclusiones

En base a los objetivos planteados y los resultados obtenidos en egtedeabesis Doctoral

se indican las conclusiones mas relevantes

«» La exposiciona BaP promovidprincipalmenteprocesos de biotransformacion de
fase | y Il mediados por eitocromo P450 (CYP1A) y GST respectivamente, asi como
procesos de detoxificacion evidenciado por el incremento de metabolaosshiel BaP.
Este tipo de respuesta se vio intensificada en la especie rRtilati¢eps frente a la

exposicion en aguagnC. carpiofrente a la exposicion a sedimento fortificado.
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«» |a exposicibn a NP promovié principalmerdgra C. carpio el incremento en las
defensas antioxidantes ejera@gsor la SOD evitando un incremento del dafio oxidativo

de lipidos luego de un periodorto de exposicion, asi como la expresion de Vig.

«» |a exposicion a PCBs o mezclas de los mismos promovié mayormente una
respuesta a nivel de estrés oxidativo, incrementgtdoto la acti