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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
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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
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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



Introduccion General
Capitulol

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).

18



CAPITULO 2

Hipotesis yObjetivos



Hipotesis y Objetivos
Capitulo2

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

20



Hipotesis y Objetivos
Capitulo2

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).
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« 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).
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(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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Recoleccién de especies nativas en dos moment

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%
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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
63



Efecto de hidrocarburos aromaticos policiclicos sobrebiasnarcadoresexposicion en diferentes matrices
Capitulo 4

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
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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 L