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Resumen

El arsénicdAs)es uno de los principales contaminantes ambientales en los cuerpos de
agua de la region pampeana. Su presencia en cursos de agua superficiales genera especial
preocupacion debido a su elevada toxicidad, persistencia y capacidad de bioacumwacion
llegada a los cuerpos de agua msncipalmentede origen natural Entre los organismos
expuestosa este tipo de contaminacigrios peces son utilizados frecuentemente como un
modelo bioindicador, ya que integran en sus respuestas bioguimisaé)dicas y metabdlicas
las condiciones ambientales y los efectos acumulativos de los contaminantes presentes en el
medio. Sin embargo, los peces no se encuentran aislados en estos ecosistemas, sino que
conviven e interactdan con otros componentes bigsiclave, como dliofilm. Elbiofilm es una
comunidad microbiana compleja adherida a las superficies sumergidas, que juega un papel
fundamental en la retencion, transformacion y biodisponibilidad de contaminantes, incluyendo
metalespesadosy metaloides omo el arsénico. Esta matriz microbiana no solo actia como un
filtro bioldgico, sino que puede servir como fuente de arsénico para los peces que lo consumen
como parte de su dieta. Por lo tanto, las interacciones entre pe@&sfiim, tanto directas (a
través de la alimentaciéon) como indirectas (compartiendo el mismo medio), podrian influir
significativamente en la exposicion al arsénico y en las respuestas toxicolédgicas de los peces. En
este contexto, la presente tesis tuvo como dhje general evaluar@no la interaccién (directa
e indirecta) entre ebiofilmy el pezCnesterodon decemmaculatasodula la exposicién y los
efectos téxicos del arsénico, mediante un enfogueltibiomarcador que incluyé la medicién
de parametros de estrés oxidativo, neurotoxicidad y metabolismo intermediario en diferentes
6rganos, junto con la evaluacion de la bioacumulacion y la respuesta bioquimicifder.
Ademas, se analizaron comunidades naturalebidfim provenientes de dos cuencas fluviales
pampeanas con distinto grado de impacto ambiental, para evaluar como las condiciones
ambientales de cada cuenca moldean la estructura y funcionalidad de estas comunidades

microbianas y su resgsta a los toxicos.

Para abordar estos objetivos, se llevaron a cabo tres estudios complementarios. En el
primer capitulg se expusieron de maneslcronica 8 dias) y crénica2(l dias) ejemplares
hembras deCnesterodon decemmaculatasconcentraciones subletales de arsénico (0,2; 0,5y
1 mg As/L) en presencia y ausencigbadilm proveniente de dos cuencas fluviales (Rio Lujany
Rio Reconquista). Se evalu6 la bioacumulacion de arsénico y la respugsabateria de

biomarcadoresrelacionados con eéstrés oxidativo en héglo y branquiascontenido de




RESUMEN

glutation reducido GSH, actividades de las enzimas catald€A7 y glutations-transferasa
(GST y la peroxidacion lipidica medida mediante la técnica de sustancias reactivas al acido
tiobarbitarico (TBARS) neurotoxicidad en cerebro y musculaactividad de la enzima
acetilcolinesteras8éAChE)y metabolismo intermediario en musculocontenido dehidratos de
carbono, lipidosy proteinas y el gasb energético a través de sistema de transporte de
electrones ETS). Ademas, enlabfilm, se analizaron bioarcadores de estrés oxidativo (GSH,
CAT, GST y TBARS) y enzimas extracelulares (fosfatasa alcgjineogidasa). En el segundo
ensayo (capitulo 2) se evalud la interaccion directa entre pecedigfilm, mediante la
alimentacion de los peces cdiofilm previamente expuesto a arsénico. Luego de 8 dias de
exposicion, se evaluaron los efectos fisiol6gicos mediante la misma bateria de biomarcadores, y
se determiné la transferencia del metaloide a través de la dieta, analizando la bioacumulacion.
Finalmente,en el tercer estudiqcapitulo 3) se caracterizaron las comunidades naturales de
biofilm recolectadas en distintos sitios de las cuencas de Isd.tifan y Reconquista. Se analizé

la calidad fisicoquimica del agua, la estructura y composiciénbidélm y se midieron

biomarcadores de estrés oxidativo y actividades enzimaticas extracelulares

Los resultados indicaron que la presencia ldefilm modula significativamente la
respuesta de los peces al arsénico, con diferencias segun el origbiofier. En términos
generales, en presencia deiofilm, las respuestas oxidativas tendieron a ser menores,
especialmente a concentraciones bajas y, los indicadores metabdlicos, mostaanbiosen el
balance energético, observandose en general mayores reservas y menor gasto energético. Esto
sugiere que la interaccion entre el pez ybalfilm afecta la lodisponibilidad y toxicidad del
arsénico, probablemente debido a procesos de adsorcion, bioacumulacion y biotransformacién
dentro de la comunidad microbiana. Por otro lado, al realizar una exposicion alimentaria, el
biofilmactué como vector de As, permitiendo la transferencia dietaria del contaminante. A nivel
fisiologico, hubo respuestas oxidativas y metabolicas diferenciales entre ambos tipos de
exposicidny se observ@ue el arsénico incorporado a través de la alimentacion genera un
impacto menor en@mparacion con la exposicion directa en el medio, reflejando la importancia
de la via de exposicion en la toxicidad final. Al analizar la transferencia del arsénico mediante la
bioacumulacion, se observé que kiofilm tiene una gran capacidad para bioacumular y
magnificar la concentracion del metaloide, mientras que los peces poseen un sistema eficiente
de eliminacion del téxico qued@ermite mantener nivelegternosmuy por debajo de los de
exposicion. Finalmente, al evaluar las comunidades naturaebiaofilm se observo que las
comunidades deiofilm reflejan las condiciones ambientales locales y presentan diferencias

desde su estructura hasta su funcionamiento segun el nivel de contaminacién del sitio de origen.
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En sitios mas impactados, liefilmsmostraron mayores actividades enzimaticas y alteraciones
en los biomarcadores de estrés oxidativo, sugiriendo mecanismos de adaptacién o tolerancia

frente a condiciones de estrés cronico derivado de la contaminacion.

En conjunto, los resultados de esta tesis evidencian ghm#im no solo funciona como
un reservorio de arsénico, sino que también modula activamente su biodisponibilidad y los
efectos toxicos sobr€ decemmaculatusEsta interaccion pdziofilm es un factoiimportante
a tener en cuentgara entender la dindmica de los contaminantes en ecosistemas fluviales. El
biofilm, tanto como matriz biética como componente de la dieta, desempefa un papel clave en
la exposicion y en las respuestas fisiologicas de] pesaltando la importancia de considerar
este componente en evaluaciones ecotoxicoldgicas integrales. Estos hallazgos aportan

informacioén valiosa para el monitoreo y la gestion ambiental en cuencas urbanas impactadas.

Palabras claves:Cnesterodon decemmaculatudiofilm; arsénico; biomarcadores; rio

Reconquista; rio Lujan.




Abstract

Ecotoxicological evaluation of the effect of arsenic on the interaction between

biofilm and Cnesterodon decemmaculatus (Poecilidae, Cyprinodontiformes)

Arsenic(As)is one of the main environmental pollutants in water bodies of the Pampas
region. Its presence in surface water bodies is of particular concern due to its high toxicity,
persistence, and bioaccumulation capacity, as well as its primarily natural origin. Among the
exposed organisms, fish are frequently used as bioindicator models, ashbibehemical,
physiological, and metabolic responses integrate environmental conditions and the cumulative
effects of contaminants present in their habitat. However, fish do not exist in isolation within
these ecosystems; they coexist and interact withew key biotic components, such bfilm.

This is a complex microbial community attached to submerged surfaces that plays a fundamental
role in the retention, transformation, and bioavailability of contaminants, includiegvy
metals and metalloids such as arsenic. This microbial matrix not only acts as a biological filter
but may also serve as a source of arsenic for fish that consume it as part of their diet. Therefore,
interactions between fish andiofilm, both direct (through feeding) and indire(haring the

same environment), could significantly influence arsenic exposure and the toxicological
responses in fish. In this context, the present thesis aimed to evaluate how the interaction
(direct and indirect) betweerbiofilm and the fishCnesterodon decemmaculatusodulates
arsenic exposure and its toxic effects, using a multibiomagproach. This included measuring
oxidative stress parameters, neurotoxicity, and intermediary metabolism in different organs,
along with evaluating bioaccumulation and the biochemical response of Kiodiim.
Additionally, naturabiofilm communities from two Pampas river basins with different levels of
environmental impact were analyzed to assess how the environmental conditions of each basin
shape the structure and functionality of these microbial communities and their response to

toxicants.

To address these objectives, three complementary studies were conducted.
In the first chapter, female specimens ofCnesterodon decemmaculatusere exposed
subchronically (8 days) and chronically (21 days) to sublethal arsenic concentrations (0.2, 0.5,
and 1 mg As/L), in the presence and absencéiofilm from two river basins (Lujan and
Reconquista rivers). Arsenic bioaccumulation was assessed along with a battery of biomarkers
Oxidative stresswas evaluatedin liver and gillsthrough the measurement ofeduced

glutathione content (GSH), the activitiesa#talase (CAT) and glutathiongr&nsferase (GST)




ABSTRACT

enzymes and lipid peroxidation levels determined by thiobarbituric acid reactive substances
(TBARSNNeurotoxicity was assessed in brain and muscle by measuring acetylcholinesterase
(AChE) activity. Intermediary metabolism in muscle was evaluated by quantifying carbohydrate,
lipid, and protein contents, as well as energy expenditure through the actif/ittyeoelectron
transport system (ETShn thebiofilm, oxidative stress biomarkers (GSH, CAT, GST, and TBARS)
and extracellular enzymes (alkaline phosp@sst andi -glucosidase) weranalysed In the
second experimenfchapter 2) the direct interaction between fish arnaofilm was evaluated

by feeding fish witlbiofilm previously exposed to arsenic. After 8 days of exposure, physiological
effects were assessed using the same biomarker battery, and dietary transfer of the metalloid
was determined byanalysingbioaccumulation. Finally, in the third studghapter 3) natural
biofilm communities collected from different sites along the Lujan and ReconquistaiRisins

were characterized. Water physicochemical qualibipfilm structure and composition,
oxidative stress biomarkers, and extracellular enzymatic activities were measumathlyse

how local environmental conditions shape the structure, functionality, and sensitivity of

microbial communities in response to toxicants.

The results indicated that the presence bibfilm significantly modulates the fish's
response to arsenic, with differences depending on HiefimQad 2NA3IAy P Ly ISy SN
presence obiofilm, oxidative responses tended to be loweespecially at low concentrations
and metabolic indicators showeathangesn energy balance, generally reflecting higher reserves
and lower energy expenditure. This suggests that -ffisfilm interaction affects the
bioavailability and toxicity of arsenic, likely due to processes such as adsorption,
bioaccumulation, and bteansformation within the microbial community. On the other hand, in
the dietary exposure experimentjofilm acted as a vector for arsenic, enabling dietary transfer
of the contaminant. At the physiological level, oxidative and metabolic responses differed
between the two types of exposure, suggesting that arsenic ingested through the diet has a
lower impact compared to direct exposure in water, highlighting the importance of the exposure
route in overall toxicity. Regarding arsenic transfer through bioadation, biofilm
demonstrated a high capacity to bioaccumulate and magnify the concentration of the metalloid,
while fish exhibited an efficient system for eliminating fh&lutant, maintaining levels below
those of exposure. Finally, when evaluating natimafilm communities, it was observed that
they reflect local environmental conditions and exhibit differences in structure and function
depending on the contamination level at their site of origin. In more impacted siteflms
showed higher enzyatic activities and alterations in oxidative stress biomarkers, suggesting

adaptation or tolerance mechanisms to chronic stress conditions caused by pollution.
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ABSTRACT

Overall, the results of this thesis demonstrate tbaifilm not only functions as a reservoir
for arsenic but also actively modulates its bioavailability and toxic effedBadacemmaculatus
This fishbiofilm interaction is aimportant factor for understanding contaminant dynamics in
fluvial ecosystemdBiofilm, both as a biotic matrix and as a dietary component, plays a key role
in exposure and physiological responses in fish, highlighting the importance of considering this
component in comprehensivecetoxicological assessments. These findings provide valuable

information for monitoring and environmental management in impacted urban basins.

Keywords:Cnesterodon decemmaculatisofilm, arsenic, biomarkers, Reconquista River, Lujan

River
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Glosario de abreviaturas

AChE Acetilcolinesterasa
AP Agua potable
As Arsénico
BAF Factor de bioacumulacién
CAT Catalasa
CEA Asignacion de energia celular
DBO Demanda biol6gica de oxigeno
DQO Demanda quimica de oxigeno
EROs Especies reactivas de oxigeno
ESM Error estandar de la media
ETS Sistema déransporte de electrones
FC Factor de condicion
GPx Glutation peroxidasa
GSH Glutatién reducido
GSSC Glutation oxidado
GST Glutationstransferasa
ICA indice de calidad de agua
IHS indice hepatosomatico
L1 M.J.Garcia
L2 Las Tropas
L3 Ruta6
Lab Laboratorio
MDA Malondialdehido
Nav Arroyo Naveira
OD Oxigeno disuelto
PRS Fosforo reactivo soluble
R1 Represa Roggero
R2 Puente Martin Fierro
SOD Superéxido dismutasa
{te{20NBYIIRY¥GSORWRNAI f
TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbittrico
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La contaminacion acuatica y relevancia del arsénico

La contaminacion de los cuerpos de agua constituye un problema ambiental y de salud
publica de alta prioridad en varias regiones del mundo, especialmente en zonas de paises en
desarrollo. En particular, el arséni¢s)es uno de los contaminantes mas relevantes en esta
region debido a su alta toxicidad y a su capacidad de persistencia y bioacumulacién en los
ecosistemas acuaticos. Este metaloide se encuentra de forma natural en la corteza terrestre y
puede ser liberad@l ambiente acuético por procesos dggicos, como la erosion de algunos
minerales. EAsen el ambiente acuético es una amenaza particularmente preocupante por su
toxicidad tanto para organismos acuaticos como para los huméRodriguez Castret al.,

2017; Bundschuht al.,, 2021) Al ingresar en los ecosistemasAspuede presentarse en varias
formas quimicas, siendo el arsenito (As(lll)) y el arseniato (As(V)) las mas comunes y de mayor
impacto ambiental. Estas especies difieren en su toxicidad, movilidad y capacidad de penetrar
en las células de los organismos,giee afecta la forma en que ésse bioacumula y se
biomagnifica en la cadena tréfica (Oremlap&tolz, 2003; Villaamil Lepast al., 2020). Sin
embargo, su presencia en el agua también se ve incrementada por actividades humanas como,
por ejemplo, la miaria, la agricultura y los vertidos industriales, que contribuyen a la liberacién

de As(Smedley Kinniburgh, 2002; Bhattacharga al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1.Ciclo biogeoquimico del arsénico. Se muestran las principales fuentes y transformacior
arsénico en el ambiente, incluyendo su movilizacién desde fuentes naturales y antropogénicas (n
industria, agricultura), sus cambios quimicos, y su impeaottos ecosistemas. Ademas, se muestra c6
el arsénico puede ingresar a la cadena alimentaria y representar un riesgo para la salud h
(Modificado deSevaky Pushkar, 2024).
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En Argentina, la presencia dsen el agua ha sido ampliamente documentada. Estudios
realizados en la region pampeana y en zonas del noroeste argentino han revelado que las
concentraciones désen muchos cuerpos de agua superan los limites recomendados para la
proteccién de la vida acuatica y el consumo humano. Varios autores registraron concentraciones
superiores a 0,1 mg As/L en ambientes I6ticos y IéntiBokdnoneet al.,, 2007;Puntorieroet
al., 2015; Rodriguez Castat al, 2017). Rosset al. (2011) reportaron una concentracion
promedio de 0,114 mg As/L en aguas superficiales de 39 arroyos no perturbados de la llanura
pampeana de la provincia de Buenos Aires y sugirieron que estos eran alimentados por un
acuifero con concentraciones entre 0,6 ¥ 4ng As/L. En la laguna Chasicé (sudoeste de la
provincia de Buenos Aires), Puntoriegbal. (2014) encontraron valores que oscilaron entre
0,1950,315y 0,048,413 mg As/L en las estaciones hiumedas y secas, respectivamente. De las
cuencas urbanas masfrortantes en extension que atraviesan el area metropolitana de Buenos
Aires, se han detectado concentraciones de As en el rio Reconquista de hasta 0,12 mg As/L
(Tiscornieet al., 2017; Barrerat al., 2020) y en el rio Lujan de hasta 0,116 mg As/L (L&tursi
al., 2021; Torremorekt al., 2022; Gonzéalez Nufiezal., 2024).

La situacién se ve agravada por el contexto agricola intensivo de estas cuencas y de toda
la Pampa Humeda, asi como por la presencia de grandes conglomerados urbanos que se
desarrollan en ellas, los cuales favorecen el arrastre y la circulacion de nstdtipliaminantes
hacia los sistemas acuéaticos. Entre ellos se incluyen ngksgoicidascomo el glifosato, sino
también fertilizantes, nutrientes, metales, materia organica y particulas emergentes como los
microplasticos. La coexistencia d@e con estassustancias puede dar lugar a interacciones
complejas, muchas veces de tipo aditivo o sinérgico, que paestis efectos tdxicos (Wang

et al, 2017; Lajmanovicét al,, 2019; Donget al., 202).

Estas concentraciones elevadas, en combinacion con otros contaminantes presentes en
el ambiente, no solo representan un riesgo para la vida acuética, sino que también exponen a la
poblacién a efectos toxicos acumulativos a largo plazo, particularmente cerellas
comunidades que dependen de estas aguas para consumo, riego u otros usos domeésticos. Esta
situacion adquiere especial relevancia en cuencas como las del rio Lujan y Reconquista, cuyos
cursos desembocan en el Rio de la Plata, un estuario binadermghn relevancia ecolégica y
socioecondmica, que abastece de agua potable a la Ciudad de Buenos Aires y a gran parte de su

area metropolitana.
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Peces nativos como bioindicadores de la contaminacion

Debido a su gran diversificacion y presencia en diferentes niveles de la red tréfica, los
peces desempefian un papel crucial en los ecosistemas acuaticos y son frecuentemente
utilizados como organismos modelo para evaluar el impacto de contaminantes eardesi
fluviales. Su alta sensibilidad a cambios en la calidad del agua y su posicién en la cadena tréfica
los convierte en excelentes bioindicadores, permitiendo detectar alteraciones ambientales
tanto a nivel individual como poblacional (Okwuosaal, 2019). Los peces nativos son
particularmente relevantes en estudios de ecotoxicologia, dado que son especies adaptadas a
los entornos locales y pueden reflejar de manera precisa los efectos de la contaminacion en sus
habitats naturales. A diferencia de laspecies exoéticas o introducidas, los peces nativos han
evolucionado en estos ecosistemas especificos y han desarrollado mecanismos de respuesta
adaptados a sus condiciones ambientales y a los contaminantes presentes. Esto los convierte en
modelos mas re@sentativos para evaluar los efectos de la contaminacién sobre la fauna local
(Carvalho, 1993; Whiteheaat al., 2017).

En Argentina, se han utilizadasambles yliversas especies de peces para monitorear el
estado de salud de rios y arroyos contaminados, particularmente afectados por actividades
humanas. En la cuenca del rio Suquia (Cérdoba) remdwaitoreado las comunidades de peces
a lo largo de la cuenca como indicadores de calidad de aguas yHistbni, 2005) y se han
utilizado especies comdenynsia multidentatacomo bioindicadores, ya que exhibieron
respuestas sensibles, como alteraciones enzimaticas y desequilibrios metabdlicos, erycampo
en exposiciones a agua de rio (Maggeinal,, 2012; Ballesterost al., 2017). En la cuenca del
rio Salado (Santa Fejrochilodus lineatugue utilizado como especie centinela, donde un
abordaje multibiomarcador permitié identificar estrés fisiol6gidemostrando la sensibilidad
de esta especigara monitoreos ambientales (Cazenasteal., 2009). En el estuario del Rio de
la Phta, Micropogonias furnieriy Mugil liza han sido utilizados para monitorear la
bioacumulacion de metales pesados, presentando alteraciones significativas en sus tejidos como
reflejo de la contaminaciéon industrial y portuaria (Marcovecchio, 2004). Por otro lado, en
ambientes acuaticos antropizad de regiones semiaridas, investigaciones recientes han
analizado especies comodontesthes bonariensimediante un enfoque multibiomarcador,
identificando alteraciones fisiologicas y celulares relacionadas cowigi@as y efluentes
urbanos (Pérelglesiaset al., 2023). En un estudio realizado en la cuencarakdia del rio
Lujan, los autores realizaron un estudio que incluyé analisis histolégicos, genotoéxicos,

bioquimicos vy fisiologicos para evaluar los impactos de la contaminacion sobre el pez nativo
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Cnesterodon decemmaculatysoporcionando una visién integral del estado de salud de los

organismos Yy su historia toxicologica (Gonzalez Néfiak 2024).

En este contexto, la eleccion de peces nativos como bioindicadores es fundamental para
comprender las interacciones especificas entre contaminantes y organismos localmente
adaptados. Ademas, estos estudios proporcionan una base cientifica sélida paraémiale
medidas de monitoreo y restauracién ambiental en cuerpos de agua afectados, destacando la
importancia de mantener la integridad ecoldgica de las cuencas fluviales frente a la creciente

presion de actividades humanas (industrial, agrig@aadera, thana,etc.).

El biofilm en los ecosistemas acuaticos y su papel en la
modulacion de la toxicidad

Otro de los componentes clave de los ecosistemas acuaticobigdileh. Se trata de una
comunidad compleja de microorganismos, compuesta por bacterias, algas, hopguisstas
heterétrofos entre otros, que se adhieren a superficies sumergidas mediante la produccion de
una matriz extracelular polimérica (EPS). Esta matriz, constituida principalmente por
polisacaridos, proteinas y ADN extracelular, proporciona cohesién estructural a laidachyn
facilita la retencién de nutrientestambiénde contaminantes (Sabateat al.,, 2007; Romargt
al., 2016). En estos ecosistemas,baxilmsdesempefian un papel fundamental al actuar como
una interfaz que regula el flujo de nutrientes, la retemcydtransformacion de contaminantes,

y el procesamiento de la materia orgénica. Esta capacidad lo convierte en un mediador clave en
la dindmica de la contaminacién, particularmente para metales pesados y metaloides como el
Asque, mediante procesos de adsorcién, bioacumulacién y biotransformacion, puede modificar
su biodisponibilidad en el agua y, potencialmente, atenuar su toxicidad para los organismos

acudticos (Battiret al,, 2016; Mishraet al,, 2022; Rot al., 2024).

En algunos estudios, se ha observado quaadlim interactlia con contaminantes como
el cadmio y el arsénico, inmovilizandolos o transformandolos en formas menos téxicas gracias a
su matriz EPS y a la actividad metabdlica de los microorganismos que lo conforman. Esto no solo
limita la dispersion de estosontaminantes en el medio acuatico, sino que también puede

disminuir su impacto directo en la biota que alli habite (Eual., 2019; Qitet al., 2024).

Ademas, la interaccién entre diofilm y los contaminantes puede influir en la
composicion microbiana dddiofilm mismo, modificando su estructura y funcionalidad en
respuesta a la exposicion prolongada a toxicosno el As (Rodriguez Casital., 2015) Estos

cambios pueden afectar su capacidad para procesar nutrientes y contaminantes, alterando su
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rol en el ecosistema y su funcion como modulador del impacto de los mismos en otros

componentes de la red tréfica (Barrangwtal., 2000; Sabateet al., 2007).

Debido a su sensibilidad a las condiciones del entorndyitddms pueden servir como
indicadores tempranos de alteraciones ambientales, reflejando cambios en la calidad del agua
y la presencia de sustancias toxicas. Las modificaciones en su estructura comunitaria y sus
respuestas fisioldgicas pueden proporcionar infocida valiosa sobre el estado ecoldgico de
un sistema acuatico y sobre la presencia de contaminantes antes de que estos generen efectos

adversos en niveles troficos superiores (ByriRyde, 2001; Gomeet al., 2009).

Indicadores bioldgicos de contaminacion

En ecotoxicologia y monitoreo ambiental, los organismos vivos se emplean como
herramientas clave para evaluar los efectos de contaminantes en el ambiente. Estos indicadores
bioldgicos se dividen en dos categorias principales: bioindicadores y biomargaobes con
aplicaciones complementarias. Mientras que los bioindicadores permiten identificar cambios en
la salud o estructura de comunidades y ecosistemas enteros, los biomarcadores permiten
detectar alteraciones tempranas a nivel individual u organ&tges de que se evidencien

impactos ecoldgicos mas amplios.

%+ Bioindicadores

Los bioindicadores son aorganismos, poblaciones o comunidades cuya presencia, ausencia,
abundancia o estado reflejan condiciones ambientales especificas. A diferencia de los
biomarcadores, que se enfocan en respuestas suborganismicas, los bioindicadonésrper
evaluar el impacto de contaminantes a escalas superiores, integrando efectos acumulativos y

multiplesfactores de estrégParmaret al., 2016; Burger, 2006).

Su uso en monitoreo ambiental resulta valioso por su capacidad de reflejar alteraciones
sostenidas en el tiempo, tanto a nivel fisiol6gico como estructural. En ambientes acuaticos,
especies como peces, macroinvertebrados o algas benténicas han sido aempdiaampleadas
como bioindicadores de contaminacién organica, eutrofizacion o presencia de metales pesados
(Holt y Miller, 2011). La seleccién del organismo adecuado debe considerar su sensibilidad, ciclo

de vida y rol ecolégico, para asegurar una evafure@presentativa del estado del ecosistema.
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% Biomarcadores

Frecuentemente, la evaluacion del impacto de contaminantes en organismos acuaticos
emplea el uso de biomarcadores, definidos como cualquier respuesta biolégica medible que
refleje la exposicion a una sustancia quimica o muestra ambiental. Estas respuesias
manifestarse a distintos niveles de organizacion bioldgica, incluyendo cambios bioquimicos,
fisiolégicos, histoldgicos, morfolégicos y/o comportamentales (F@ubaGiulio y Hinton, 2008;
Guaschet al, 2012). Los biomarcadores permiten detectdteraciones tempranas en los
organismos antes de que se produzcan efectos adversos a nivel poblacional o ecosistémico,
funcionando como herramientas sensibles en estudios de monitoreo ambiental y evaluacién de
riesgo ecoldgico. Su uso es clave para deit@ainno solo la presencia de un téxico en el medio,
sino también su biodisponibilidad y la capacidad de los organismos para responder a la
exposicion, proporcionando informacién sobre los mecanismos de accién del contaminante y su

potencial impacto a largplazo (Lam, 200e Castilhos Ghist al., 2020;Amiardet al., 2021).
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consecuencia del impacto de un contaminante o xenobiético en un ecosistema.
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Biomarcadores morfométricos

Este tipo de biomarcadores pueden ser utilizados como indicadores del estado de salud
general, debido a que el crecimiento corporal y de determinados érganos puede verse alterado
como consecuencia de desérdenes metabdlicos y endocrinos producidos parésl &ntre
dichos biomarcadores se encuentran los indices morfométricos tales como el factor de
condicion (FC), que relaciona el peso y longitud corporal y el indice hepatatico (IHS) el cual
otorga informacién mas especifica al relacionar la masadieterminado érgano (higado) con
la masa corporal, ofreciendo una ventaja al relacionar directamente los efectos por exposicion
a un toxico sobre el érgano blanco (Di Giulio y Hinton, 2008). Dado que el higado cumple una
funcién muy importante en la degbxicacion, la exposicion a contaminantes puede conducir a
un aumento en el tamafio de dicho érgano debido a la hipertrofia (un aumento en el tamafio) o

hiperplasia (un aumento en el nimero de hepatocitos) (Fatey, 2005).
Biomarcadores bioquimicos

Si bien los biomarcadores morfométricos brindan informacién sobre el estado general del
organismo, sus efectos pueden tardar en manifestarse, por lo que reflejan alteraciones en
etapas mas avanzadas de exposicién al contaminante. En cambio, las respigpianicas
permiten detectar cambios en el metabolismo celular antes de que se produzcan efectos visibles
a nivel del crecimiento o la condicion del organismo. De esta manera, el deterioro de funciones
fisiol6gicas y bioquimicas puede ser una de las pemeefales de perturbacion ambiental, y
su monitoreo ofrece herramientas sensibles para la evaluacién temprana del estrés toxico en

los organismos acuaticodd la Torreet al., 2005; Ossana, 2011; Baudstal., 2019).
x Estrés oxidativo

Muchos contaminantes ambientales ejercen su efecto toxico a través de la induccién de
estrés oxidativo, un fenébmeno que ocurre cuando se genera un desequilibrio entre la
produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y la capacidad de los sisteridaraas

del organismo para neutralizarlas (Di Giulio y Hinton, 2008; Nishida, 2011).

Las EROs son moléculas altamente reactivas derivadas del oxigeno que pueden dafiar
componentes celulares esenciales, como lipidos, proteinas y ADN. Su generacién es un proceso
natural en organismos aerdbicos, principalmente como subproducto de la respiracio
mitocondrial (Livingstone, 2003). Sin embargo, la exposicion a ciesttaminantespuede
aumentar significativamente la produccion de estas especies reactivas a través de distintos

mecanismos bioquimicos.
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téxico y no puede ser eliminado por ninguna enzima antioxidgmde lo quepuede provocar
dafio severo a biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN. Una de sus principales fuentes en el
organismo es a través de la reaccion de Fenton, en la cual el perdxido de hidrégeno reacciona
02y A2ySa FSNNRA&Z2A oHbxiles(DGiuiNeHmtrD) 2088y IRighchakl RA O f
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Este proceso puede verse amplificado por la presencia del anion superéxido, que regenera
CSua | LINIHANI RS CSwaX LINBY2@ASYR2 I O2yiAydzArl
forma sostenidaEl incremento de EROs puede generar peroxidacion lipidica, oxidacién de
proteinas y alteraciones en la expresion génica, lo que compromete la homeostasis celular y, en

casos extremos, puede llevar a apoptosis 0 necrosis (Slarehata2009).

Para contrarrestar estos efectos, los organismos poseen un sistema de defensa antioxidante
compuesto por enzimas y moléculas de bajo peso molec#ayura 3) Entre las enzimas
antioxidantes mas importantes se encuentran la superéxido dismutasa (SOD), que convierte el
radical superéxido en peréxido de hidrégeno; la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), que
eliminan el peréxido de hidrégeno; y la gitibn-Stransferasa (GST), involucrada en la detoxificacion
de compuestos electrofilicos. A su vekglutation reducido (GSH) juega un papel clave en la defensa
antioxidante no enzimatica, actuando como sustrato en reacciones de detoxificacién y manteniendo

el equilibrio redoxdando como productdisulfuro de glutation oxidado (GSSG)
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Figura 3Reacciones quimicas correspondientes a la generacién y detoxificacion de especies reac
oxigeno (EROs). GST: glutat®tnansferasa; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx: glu
peroxidasa; GSH: glutatién reducido; GSSG: disulfurdudiatign oxidado; MDA: malondialdehidd-
HNE: 4hidroxinonenal.

U Catalasa (CAT):

La catalasa (CAT) es una enzima antioxidante clave en la defensa celular contra el estrés

2EARIGAG2® {dz LINAYOALIf FdzyOrAsy S& OFGEHEAT NI I
dzy 4dz0 LINPRdzOG2 RSt YSiGlFo2fAaY2d23SNIde HiNES S§Q A (@dy

su acumulacion y los dafios asociados.
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altamente reactivos mediante la reaccién de Fenton (con metales como el hierro) o la de Haber
Weiss (con el anién superoxido), lo que puede ocasionar dafio celular severo. Debido a su
OF LI OARIFR LI N} LINROSAl NJ 3N y RaSatalafaleyconsitelathS a RS
una enzima de alta eficiencia en los mecanismos antioxidantes. Su localizacién subcelular en
vertebrados es principalmente en los peroxisomas, organedps@alizados en la degradacion

de perdxidos y otras sustancias toxicas (Van der €aat, 2003).
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U GlutationStransferasa (GST):

La eliminacién d&xicos exdgenos y des productos derivados de las especies reactivas
del oxigeno (EROSs) ocurre en dos fases principales. En lald@seehobioticos u otros toxicos
son transformados por enzimas (como die complejo CYP4%56n metabolitos més polares. En
la fase I, estos metabolitos o los xenobioticos originales son conjugados con moléculas
enddgenas polares para su posterior eliminacion. Dentro de estas vias de detoxificacion, las
glutation-Stransferasas (GST) desempefiam papel crucial en larpteccion celular contra
compuestos electrofilicos, genotdxicos e intermedios reactivos generados en procesos

oxidativos (Di Giulio y Hinton, 2008; Lushchak, 2011).

Las GST constituyen una familia multigénica de enzimas diméricas ampliamente
distribuidas en el citosol de las células hepéaticas. Su principal funcién es catalizar la conjugacion
del glutatién reducido (GSH), un antioxidante fundamental, con una ampliadedr de

xenobidticos y productos del estrés oxidativo, facilitando su eliminacion.
"BOQRE O OYD O £ & Q6 M AEO OO
Ademas de su papel en la detoxificacion, las GST también contribuyen a la proteccion

celular al neutralizar productos de la peroxidacion lipidica, ayudando a preservar la integridad

de las membranas celulares.
YO0 O0OYD YO 'OOYYWOH
Al hacer que los compuestos tdxicos sean mas solubles en agua, la GST facilita su excrecion

através de la bilis o la orina, lo que representa un mecanismo esencial en la defensa antioxidante

y la homeostasis celular (Van der Oost, 2003).
0 Glutatién reducido (GSH):

El glutatiéon es un tripéptido compuesto por glutamato, cisteina y glicina, qgue desempefia
un papel central en la homeostasis redox y la defensa antioxidBstie existe en dos formas:
glutatién reducido (GSH) y disulfuro de glutatién oxidado (GSSG). En condiciones fisiol6gicas
normales, la relacion GSH:GSSG es alta, lo que indica un ambiente celular con capacidad
antioxidante eficiente, y la disminucion en egt@porcién puede servir como un marcador de

estrés oxidativo (Di Giulio y Hinton, 2008).

El GSH actua como donador de electrones, neutralizando especies reactivas de oxigeno
(EROs) y evitando el dafio oxidativo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Ademas, cumple un
rol clave en procesos de detoxificacion al conjugarse directamente corbié¢inos para

facilitar su eliminacién. También es un cofactor esencial de enzimas antioxidgntes
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desintoxicantescomo la glutatiorStransferasa (GST), que cataliza la conjugacién del GSH con
compuestos toxicos, y la glutatibn peroxidasa (GPx), que reduce hidroperéxidos lipidicos y

peréxido de hidrégeno, generando agua y alcoholes menos reactivos (Van der Ookt, 2003

Cuandolos niveles dé€5SH seeducen muchgya sea por exposicion a contaminantes o
por un exceso de estrés oxidativo, los organismos se vuelven mas susceptibles a la toxicidad de
compuestos prooxidantes, lo que puede comprometer funciones celulares esenciales y

aumentar el riesgo de dafio estructy muerte celular (Slaninoe al., 2009).
U Peroxidacion lipidica

Cuando los sistemas antioxidantes celulares fallan o resultan insuficientes para neutralizar
el exceso de especies reactivas de oxigeno (EROSs), se desencadenan procesos de dafio oxidativo
que comprometen la homeostasis celular. Uno de los principales nsecaside dafio es la
peroxidacion lipidica, un proceso en el cual los acidos grasos poliinsaturados (PUFAS) de las
YSYONI yI & OStdzZ I NBa &2y 2EARIFR2& LIB2NJfl& 9whas
(Girotti, 1985). Este proceso se inicia cuandaadical libre extrae un hidrégeno de un PUFA,
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ruptura completa de los &cidos grasos hasta aldehidfectando la fluidez y funcionalidad de
las membranas celulares, lo que puede llevar a la disrupcion de procesos metabdlicos y
sefalizacion celular (Y&t al,, 2011; Halliwely Gutteridge, 2015).

Ademas de comprometer la integridad estructural de las membranas, la peroxidacion
lipidica genera productos secundarios altamente reactivos, como el malondialdehido (MDA) y el
4-hidroxinonenal (4HNE), que pueden modificar proteinas, enzimas y &acidos ioosle
amplificando el dafio celular (Ayatd al, 2014). Uno de los métodos mas empleados para
cuantificar el dafio por peroxidacion lipidica es la prueba de sustancias reactivas al 4acido
tiobarbitarico (TBARS, por sus siglas en inglés), que mide indireatahos niveles de MDA y
otros aldehidos reactivos generados en este proceso (Lushchak, 2011). Debido a su sensibilidad
y aplicabilidad, etontenido deTBARS se ha convertido en un biomarcador ampliamente
utilizado en estudios ecotoxicolégicos para evaluar el estrés oxidativo inducido por

contaminantes ambientales en organismos acuaticos.
x Metabolismo intermediario

Otro de los efectos medibles a nivel bioquimico ante la exposicién a un toxico es la
alteracion del metabolismo energético a nivel celular. Los organismos necesitan un equilibrio

entre la energia que obtienen y la que gastan para mantener funciones dssnc@ano el
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crecimiento, la reproduccion y el mantenimiento celular. Sin embargo, el estrés ambiental
puede generar un aumento en la demanda energética para sostener procesos de detoxificacion

y reparacion, lo que puede comprometer otras funciones fisioldgicas (DeyQaassen, 2003).
U Asignacion de energia celular (CEA):

Para evaluar estos cambios, se puede emplear la asignacion de energia Ceadlildaur(
Energy AllocationCEA), un enfoque que permite cuantificar bioquimicamente las reservas de
energia disponible€@ y el consumo energétic&@ como indicadores de estrés metabdlico. El
consumo de energi&( se estima mediante la actividadldéstema de transporte de electrones
(Electron Transport SysteBTS), que refleja la tasa de produccién de ATP a nivel mitocondrial.
Por otro lado, la energia disponibleg = determina midiendo el contenido total de proteinas,
lipidos e hidratos de carbono, los principales macronutrientes utilizados en el metabolismo
celular. La relacién entréay Ecdefine el valor del CEA, proporcionando informacién sobre la
capacidad del organismo para mantener su equilibrio energético bajo condiciones de estrés

ambiental (Verslycket al.,, 2004).

Una reducciéon en el CEA sugiere que el organismo estd desviando recursos hacia el
mantenimiento y defensa en detrimento de otros procesos bioldgicos clave, lo que puede
afectar su desempefio fisioldégico y su supervivencia a largo plazo. Dado su enfogtedimte
y su sensibilidad a cambios ambientales, el CEA se ha consolidado como un biomarcador
metabdlico relevante en estudios de ecotoxicologia y evaluacién de impacto ambiental
(Smolderst al,, 2004).

x Sistema nervioso

0 Acetilcolinesterasa (AChE):

Otro de los efectos tempranos que pueden medirse a nivel bioquimico es la alteracién del
sistema nervioso, lo que puede reflejarse en cambios en la actividad de enzimas clave
involucradas en la neurotransmision. Dentro de estos biomarcadores, la actdgédaénzima
acetilcolinesterasa (AChE) es ampliamente utilizada para evaluar el impacto de contaminantes
neurotéxicos, especialmente organofosforados y carbamatos, que pueden inhibir su funcién

normal (Fultory Key, 2001).

Esta enzimpertenece a la familia de las esterasas y es responsable de la hidrdlisis de la
acetilcolina, un neurotransmisor clave en la transmision de sefiales en sinapsis del sistema
nervioso tanto en vertebrados como en invertebrados. Se la adopta como biomardador

alteraciones en las uniones sindpticas del sistema nervioso central (SNC), asi como en sinapsis
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neuromusculares y simpaticas, pudiendo afectar funciones esenciales como la locomocion vy el

equilibrio (van der Oostt al., 2003; Walkeet al., 2012).

Su inhibicion impide la hidrdlisis de la acetilcolina en &cido acético y colina, lo que provoca
una acumulacion excesiva de este neurotransmisor en las sinapsis. Como resultado, se genera
una transmision prolongada de impulsos que lleva a la sobreestimnlaie las células
nerviosas, desencadenando efectos neurotéxicos que pueden incluir espasmos musculares,
paralisis y disfuncion neuromuscular (Di Giyltinton, 2008) (Figura 4). A nivel ecolégico, estos
efectos pueden traducirse en alteraciones del pamamiento, reduccion de la capacidad de
escape frente a depredadores y disminucion del éxito reproductivo, comprometiendo la

supervivencia de las poblaciones expuestas.

La medicion de la actividad ¢geenzimaAChE en tejidos conencéfaloy musculo es un
biomarcador sensible y especifico de exposicion a ciertmdéaminantes Sin embargo, su
interpretacion debe considerar posibles variaciones fisiolégicas y factores ambientales que
pueden influir en los niveles basales de la enzima, como por ejemplo su variacion estacional
(MenéndezHelmanet al., 2015). A pesar de estas consideraciones, la inhibicida aetividad
enzimatica deAChE sigue siendo un indicador bioguiminay utilizado en estudios de
ecotoxicologia y monitoreo ambiental debido a su relevancia funcional y su fuerte asociacion
con efectos adversos en la fisiologia de los organismos expuestogaminantegLionettoet

al., 2013).
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Figura 4.Actividad de la acetilcolinesterasa. La parte a) muestra el mecanismo de accién hioldg
la enzima acetilcolinesterasa en estado activo y la parte b), la afectacion de este mecanismo
la enzima esta inhibida. Abreviaciones: AChE: acetilcoliresste ACh: neurotransmisor acetilcolin
CdZ% lon calcio, CoA: enzima acetiltransferasa, AcCoA: acetil coenzima A, ChAT:
colinaacetiltransferasa, ChT: transportador de colina. (Fuente-Ganoboeet al., 2020).

x Actividad extracelular

Las enzimas extracelulares desempefan un papel clave en la degradacién de materia
organica y el reciclaje de nutrientes en los ecosistemas acuaticos. Son producidas por
microorganismos y participan en la descomposicion de compuestos complejos en formas mas
simples y biodisponibles, permitiendo asi la incorporacion de materia y energia en la red trofica

(Romaniet al., 2006; Sinsabaugtt al., 2009). La actividad de estas enzimas esta influenciada

por factores ambientales como la disponibilidad de nutrientés temperatura y la

contaminacion, lo que las convierte en indicadores sensibles de perturbaciones ecol6gicas

(Burnsy Dick, 2002; Babanigt al., 2023).
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U Fosfatasa alcalina (FA):

Lafosfatasa alcalinas una enzima extracelulgaroducida por los organismos de los
biofilmsmicrobianos, donde desempefia un papel clave en la adquisicion de fésforo al hidrolizar
compuestos organicos fosforilados y liberar fosfato inorganico utilizable por los
microorganismos. Su actividad es particularmente importante en ambientes donde la
disponibilidad de fésforo es limitada, ya que permite a las comunidades microbianas acceder a

este nutriente esencial para el metabolismo celular (McCetrdd, 2013; Babaniygt al., 2023).

La contaminacion por arsénico puede interferir con la actividad de la fosfatasa alcalina
RSOAR2 | f AAYAfAGdzZR SaidNHzOGdzNI £ Sy idNB St I N&S
aniones compiten por los mismos transportadores y sitios activosnatizos, el arseniato
puede inhibir la hidrdlisis de los compuestos fosforilados al actuar como un analogo del sustrato
natural de la fosfatasa alcalina. Como resultado, la presencia de arsénico en el ambiente puede
alterar la disponibilidad de fésforo dos biofilms afectando su metabolismo y estructura

comunitaria (Oremlang Stolz, 2003; McComdt al., 2013; Wangt al., 2017)

El monitoreo de la actividad de la fosfatasa alcalindiefiimsha sido propuesto como
un biomarcador de alteraciones en la disponibilidad de fosforo y de la exposicion a
contaminantes como el arsénico, permitiendo evaluar el impacto de la contaminacion sobre la

funcionalidad de las comunidades microbianas (Sal&tal, 2007; Banaee, 2020).
U 1 -glucosidasa:

[ I -glucosidasaes una enzima extracelular clave en la degradacion de la materia
organica, ya que participa en la hidrélisis de oligosacéaridos y celobiosa, liberando glucosa
disponible para el metabolismo microbiano. Esta enzima desempefia un papel fundamental en
el ciclodel carbono dentro de los ecosistemas acuaticos, facilitando la descompaosicién de
polisacaridos complejos como la celulosa, permitiendo la remineralizacién de la materia
organica y su incorporacion a las redes tréficas (Arnosti, 2003; éinaér 2017). Su actividad
puede ser utilizada como un biomarcador de la funcionalidad microbiana en estos ecosistemas,
ya que responde a cambios en la disponibilidad de materia organica, temperatura y alteraciones
en la comunidad microbiana causadas por elréstambiental. La contaminacién por
xenobiéticos o metales pesados puede afectar su actividad, comprometiendo el flujo de carbono
(Artigaset al., 2009).
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Hipotesis general

El presente trabajo plantea comupétesiso t & A O bifitteSnteadia con los
contaminantes afectando secundariamentsu biodisponibilidaden el medioy, por ende el
efecto toxicoque tienen sobreun representante de la ictiofauna pampea@nesterodon
decemmaculatts ® 9y S&S aSyiAR?2ship&esikifaltiofilarést y f Fa & A I dzh ¢

H1 La respuesta de los biomarcadores (de estrés oxidativo, metabdlinesirotoxico}
y la bioacumulaciéen los peces expuestos al As, al interaccionar de manera directa e indirecta
con elbiofilmen un sistema de microcosmasera diferete a la de los peces expuestos al toxico

en ausencia dbeiofilm.

H2 Frente a una exposicion a Al biofilm bioacumulaa el tdéxicoy presentara

diferenciasen sus parametros biomarcadores analizados.

H3: La capacidad dddiofilm para responder al estrés y su capacidad para modular el
efecto de contaminantes dependera de su origen, dado que su estructura y funcionalidad estan

moldeadas por las condiciones ambientales y su historia adaptativa.

H4: Elbiofilm recolectado de sitios con diferentgrado deimpacto antrépico en las
cuenca de los rios Lujan y Reconquista, puede ser utilizado como bioindicador de
contaminacioén al presentar variaciones en su composicién comunitaria y en la respuesta de

biomarcadores de estrés oxidativo y actividad extracelular.

Objetivos generales

i Comparar la respuesta y sensibilidad de una bateria de biomarcadores (de estrés
oxidativo, neurotdxicos y metabdlicos) en diferentes érgantes ejemplaresde
C decemmaculatugprovenientesde cultivo de laboratoriopl ser expuestos a As en

presencia y ausencia dofilm.

U Evaluar en los pecgiofilm el efecto dedistintos tiempos de exposiciqsubcronico y

cronico)y distintas concentraciones subletales de As.

U Comparar la respuesta y sensibilidad de una bateria de biomarcadorediefilei al

ser expuesto a distintas concentraciones de As y su variacion en presencia de peces.
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Evaluar la dependencia de la respuesta liefilm frente a una exposiciébn a As en

funcién de su origen de procedencia y su historia toxicolégica.

Evaluar los efecto®n los pecegje una exposicién a As por medio de la alimentacion

conbiofilm previamente expuesto al toxico.
Determinar en peceslyiofilm la bioacumulaciémel toxico.

Determinar la composicion y biomarcadodss estrés oxidativo y actividad extracelular

enbiofilm recolectado de distintos sitios de la cuenca del rio Lujan y Reconquista.
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Modelos biologicos

Para el desarrollo de esta tesis,tebajé conmicrocosmos experimentalgsmraevaluar
de manera mas representativa los efectos del arsénico sobre un ecosistema acuatico,
considerando las interacciones biologicas y los procesos ecoldgicos que ocurren en condiciones
mAas cercanas a la naturaleza. En este caso, se empled un sistditnapez, en el que ambos
componentes interactian en presencia del toxico, permitiendo una evaluacion mas integrada

de sus efectos en distintos niveles biolégicos.

% Recoleccion y cultivo debiofilm

En cada muestreo, se rasparon las superficies o recolectaron rocas, plantas u objetos que
se encontraran colonizados phiofilm, y se colocaron en un recipiente con agua del sitio (Figura
5a). De esta manera, se disminuye la perturbaciorbidilm, evitando que se seque y/o sufra
otro tipo de estrés. Una vez en el laboratorio, las muestras colectadas fueron cepilladas y
raspadas (con un bisturi estéril) dentro de un recipiente pequefii_j2leno con agupotable

sin cloro(AP)pasada por filtro de Asprmando asi el inéculo.

Por otro lado, para el cultivo déiofilm, se tomaron placas de vidrio esmerilado (5x10
cm) y se las colocaron cubriendo el fondo de peceras de vidrio (30x40x15 cm) que fueron
llenadas con 8L de agpatable, previamentgasada por filtracomercialde As (Figura 5b). A
cada pecera, se le adicion6 el in6culo (en una relacién de 12,5 mL de in6culo/L de agua) y se las
mantuvo en camaras de incubacién con temperatura y fotoperiodo controlados (22 + 1°C; 16 h
luz/8 h oscuridad) y una corriente constangenerala por bombas de agua (Figura 5c). A las 24
horas, se adiciond otra alicuota de in6culo en la misma relacion. El cultivofde durd 25
dias (hasta su madurez) y, para evitar una limitante de crecimiento debido a nutrientes, se le
adicion6 semanalmente a cada pecera, una soluciérodmifo (219,5 mg H#KPQ/L), en una

relaciéon de 1 mL de soluciéon de fésforo por litro de agua.
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Figura 5.Las muestras dbiofilm fueron recolectadas en campo raspando superficies de rocas, plant
objetos sumergidos (A). El cultivo se realiz6 en peceras cubiertas de placas de vidrio esmerilado (B), en
de incubacioén con fotoperiodo y temperatura controlados y corrientegiea generado por bombas (C).

% Cnesterodon decemmaculatus

Como representante de la ictiofauna, se utiliz6 al pez nati@oesterodon
decemmaculatuglenyn® My nHOX GFYOoASY O2y20AR2 @dzf I N¥Sy i
trata de un pez pequefio de agua dulce, perteneciente a la familia Poecillidae (orden
Cyprinodontiformes), que no supera los 5 cm de longitud. Presenta un cuerpo subcilindrico, boca
supera y habitos omnivoros,ya sea por ramoneo de superficies alimentandose de
microinvertebrados en la interfase aire/agua. Los machos se distinguen facilmente de las
hembras, principalmente por su menor tamafio y porque presentan una aleta anal modificada
en 6gano intromitente o gonopodio (Figura 6). Su rapida reproduccién, crecimiento acelerado

y corta vida generacional le confieren un gran éxito ecoldgico (Molero y Pisano, 1987).
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Figura 6 Esquema de un macho y una hembraGlelecemmaculatysndicando sus partes: (1) Opércul
(2) Linea lateral, (3) Aleta dorsal, (4) Aleta caudal, (5) Fotoforos, (6) Aleta pélvica o anal, (7) Gor
(8) Aletas pectorales. A la derecha, fotografia de ejemplares del cultivo de laboratorio. (Imagenes tc
de Ferrariet al,, 2017).

Su distribucién se concentra, principalmente, en la regiébn Pampeana, abarcando
Argentina, Brasil y Uruguay, habitando rios, arroyos y cuerpos de agua lénticos (Lucinda, 2005)
Su persistencia a condiciones de alta contaminacién, lo hacen un buen representante de las
dindmicas y efecto de los contaminantes a nivel local, siendo los efectos observados, més
representativos de la realidadNo se considera una especie amenazada ya que no se encuentra
en la lista roja de la Unién Internacional para la Consdémade la Naturaleza (UICN,
www.iucn.org, 2016) y ha sido recomendada para su uso en bioensayos (IRAMA2@8&s,
es una especie gue ha sido utilizada para bioensayos ecotoxicolégicos tanto para evaluaciones
a campo (Gonzalez Nufet al, 2024; Zambranet al., 2018) comecen laboratorio para la
evaluacionde distintos contaminantes (Menendez Helmatnal.,, 2012; Bonifaciet al., 2020;
Younget al.,, 2020).

Debido a estas caracteristicas, se ha realizado con éxito una estandarizacion en la cria de
esta especie en condiciones de laboratorio (Feraral., 2017), logrando asi, la produccién
indoorde una poblacién desarrollada bajo parametros controlados y libre de contaminacion
el bioterio del Programa de Ecofisiologia Aplicada (PRONIEH2ES) de la Universidad Nacional

de Lujan

Particularmente, para los ensayos de exposicién de esta tesis, se emplearon hembras
adultas deC. decemmaculatugel bioterio Esto permitié reducir la variabilidad debida al sexo
en los resultados vy, al seslhembras de mayor tamafio que los machos, nos permitié asegurar
la cantidad de material biolégico necesario para la determinacion de todos los biomarcadores.
Los ejemplares fueron recolectados de los estanques de cria del éudto@, que permanecen
en agua potable sin cloro, con aireacion constante, fotoperiodo (16 horas luz /8 horas oscuridad)
y temperatura (22°C) controlados, y alimentadaslibitumcon alimento cometal (Tetrafin),
de composicion conocida (proteina 41%, grasa 14,8%, carbohidratos 27,1%, ceniza 8,1%, y

humedad 9 mg/g, con un contenido energético de 1,823 J/mg).
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Parametros fisicoquimicos

En cada uno de los muestreos, en los que se recolgofidm, se midieron una serie de
parametros fisicoquimicos. Algunos de ellos fueirosity, utilizando una sonda Ha@ly, para
el resto de los parametros, se tomaron muestras de agua que fueron luego procesadas en el
laboratorio. En la Tabla 1 se describen los pardmetros determinados, la expresion de los

resultados y las técnicas empleadas.

Tabla 1.Parametros fisicoquimicos medidos y metodologia empleddBHA, AWWA, 2Q.

Parametro Unidades Metodologia
In situ
Temperatura del agua °C Sensor Hach
Oxigeno disuelto (OD) mg Q/L Sensor Hach
Conductividad uScm Sensor Hac¢h
pH U pH Sensor Hac¢h
En laboratorio
Dureza total mg CaCeL Titulacién con EDTA
Alcalinidad mg CaCeL Titulacion con E5Q?
Cloruros mg CfL Titulacion con AgNG
Demanda biolégica de , a
oxigeno (DBO) mg Q/L Winkler
Demanda quimica de oxiger : .
mg Q/L Colorimetrig?
(DQO) J
Fosforo reactivo soluble (PR mg RPQ */L Colorimetria®
Amonio mg NNH,*/L Colorimetrig?
Nitritos mg NNGy/L Colorimetrig?
Metales pesados pg/L Absorcién atémicé

Adicionalmente, utilizando pardmetros medidos, se determinaron dos indices:

i Indice de Calidad del Agua (ICA; Berdn, 1384)n método de evaluacion de la
calidad del agua basado en multiples parametros figidmicos y biolégicos como:
temperatura, oxigeno disuelto, amonio, cloruros y demanda biolégica de oxigeno. Cada
parametro se pondera segun su importancia en la cal@ldagua, y se combinan en
una férmula que da un valor final en una escala de 0 a 10. Segun este valor, el agua se
clasifica en categorias que van desde excelente hasta muy contaminada (descarga

cloacal).
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i Indice de Biodegradabilidads una relacién que se utiliza para evaluar el tipo de
contaminacién de un efluente. Este indice se obtiene a partir de la comparacion entre
la demanda biol6gica de oxigeno (DBO) y la demanda quimica de oxigeno (DQO) y nos
permite evaluar la proporcion demateria organica que puede ser degradada
bioldgicamente por microorganismos en comparacion con la carga total de compuestos
oxidables. Valores mayores a 0,4 indican una alta biodegradabilidad, favoreciendo el
tratamiento mediarte procesos biol6gicos. Cuando la relacién se encuentra entre 0,3 y
0,4, la biodegradabilidad es moderada o baja, lo que puede requerir tratamientos fisico
quimicos complementarios. Finalmente, valores menores a 0,3 sugieren la presencia de
compuestos difiiles de degradar por procesos bioldgicos, haciendo necesario el uso de

estrategias de tratamiento alternativas.

Para mayor detalle sobre las técnicas figsja@micas empleadas y los indices calculados,

vera ! Y § BEé2nicadisicoquimicas

Finalmente, en cada sitio se tomaron muestras de agua que se fijaron cacelNfara
la posterior cuantificacibn de metales como arsénico, cadmio, cobre, cromo y pkEstas
metales fueron seleccionadakebido a que han sido previamente reportagdado largo de los
afos,en las zona de estudio(Ossanaet al, 2013; Gonzalez Nufet al, 2029 y poseen
relevancia ambientala que presentan toxicidad, persistencia y potencial de bioacumulacion,
gue los convierte en contaminantes de interés prioritatiasdeterminaciones fueron llevadas

a cabo en el laboratorio de quimica anahtde la Universidad Nacional de Lujan (UNLu).

Bioensayos

Todos los bioensayos de interaccibiofilm-pez se llevaron a cabo en una camara de
cultivo bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 1°C), fotoperiodo (16:8, L:O) y
aireacion constante. Para los ensayos, se utilizaron peceras de vidrio de 14 x 14 x 20 cm, cada
una con un volumen de 2 L. &signaron aleatoriamente grupos de entre 6 y 10 hembraS.de
decemmaculatua cada pecera, dependiendo del ensayo y las determinaciones posteriores, con
un total de cinco réplicas por tratamiento. Los medios de exposicidn se prepararon con agua
potable decloradgAP) con las concentraciones de arsénico definidas para cada experimento
preparadas a partir de diluciones de la solucion stekarsenito de sodi@ b I ! & h i aSNDO1 =
Alemania CAS/78446-5; concentracion nominal: 3746.08 mg As(lll)./Antes del inicio de

cada bioensayo, los peces fueron sometidos a un periodo de tatidia de siete dias efP,
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manteniéndose en las mismas condiciones experimentales. Durante este periodo, fueron

alimentados diariamentad libitumcon alimento Tretafin® en escamas molido.

Durante los bioensayos, ciertos parametros fisicoquimicos como oxigeno disuelto, pH,
conductividad y dureza, fueron controlados semanalmente. Ademas, los medios de las peceras
se recambiaron una vez por semana, y se tomaron muestras al azar para lasmesdilg los

niveles de arsénico de los distintos tratamientos.

Procesamiento de muestras bioldgicas (peces y biofilm )

Al finalizar cada ensayo de exposicion, los peces fueron retirados de a uno con una red
pequefia y colocados en vasos de precipitado de 25 mL. Se anestesiaron en frio y cuando no se
obsenaron movimientos operculares ni natatorios, se los retir6 con pinza de punta plana, se
colocaron sobre Parafim® y se pesaron en balamaditicade precision MettlefToledo®.

Luego, sobre una placa de parafina en frio, se midieron las longitudes totales con calibre
electronico (precision: 0,01 mm) y se sacrificaron sigi los criterios propuestos por AVMA
(2013) y el Comité de Bioética de la Universidad Nacional de Lujan (DISP SE ATAM433]

18). Para ello, se realiz6 un corte trasversal a nivel del opérculo y, bajo una lupa estereoscopica

e
R
=

Figura 7.Los individuos procesados fueron anestesiados en agua con hielo (a) y, posteriormel
realizé la eutanasia mediante un corte transversal a nivel del opérculo (b). Dicho procedimiento,
con la extraccion de los diferentes drganos/tejidos, fuerealizados manteniendo el frio y bajo ur
lupa estereoscopica (c y d).
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(Zeisske extrajeron: higado, branquias, encéfalo y masculo. Todos los érganos/tejidos fueron
pesados individualmente y colocados en Eppendorf de 1,§umlse conservaron en freezer a

-80°C para las posteriores determinaciones de los paradmetros biomarcadores (Figura 7).

En cuanto abiofilm, una vez finalizada cada exposicién, se retiraron las placas de cada
pecera y fueron raspadas con un bisturi estéril dentro de tubos Eppendorf de 1,5 mL (pre
pesados). Las muestras fueron pesadas y conservadas en fre@&fiCapara las posteriores

detemrminaciones de los parametros biomarcadores.

Composiciéon del biofilm

Se determiné la composicion de la comunidad microbianadiddéilm con el objetivo de
caracterizar su estructura y compararla segun el analisis necesario en cada caso. La identificacion
y cuantificacion de los organismos presentes erbiefilm se llevé a cabo utilizando un
microscopio 6ptico (marca Carl Zeiss, mod. Primo Star) a 400x. Para la determinacion
GFE2ysYAOlI X &$ SYLAtSsle ndcRowrganiddsFds aglayfidice RS S{ G 6B ot S
y Krauter (1987). Para ello, se tom6 una muestra con pipeta Pasteur y se colocé sobre un
portaobjetos. El procedimiento consisti6 en la observacién aleatoria de campos del
portaobjetos, hasta contabilizar mas de 200 individuos por muestra para garantizar una

represntacion adecuada de la comunidad presente.

Los individuos identificados fueron clasificados en los siguientes grupos:

I Aly2o0l OGSNAI ' YS621 224
9dzaft Sy2ARS2a | 2y 324
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/ f2N2UGEH& 6! 3l / £ Rs OSNR &

| MR Ué! 831 & R2NI /| 2 LISLI2R2 &
cyd2001 a ' yULR2 R2 &

/| At Al R2a ht A321jdzSi2a

| St A2l 224 DIF a4 NRGNRO2A

Biomarcadores

A partir de las muestras biol6gicas procesadas (petésfiym), se determinaron varios

tipos de biomarcadores detallados a continuacion:
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+ Morfométricos

Las longitudes totales y los pedmdmedosmedidos de los peces fueron relacionados

mediante el calculo del factor de condicién (FG)Qido& ¢ @ e "QWéE @ 'D ¢ T.TASI

mismo, se utilizé el peso del individuo y se lo relacioné con ellpesedodel higado mediante

el indice hepatosomatico (IHSl Q ("QIRw PF Qi0& O @ .7€0n estos indices se realizd

una evaluacion del estado general de los peces (Di Giulio y Hinton, 2008)

% Estrés oxidativo

Los biomarcadores relacionados con el estrés oxidativo se midieron en higado y branquias

de los peces, asi como en las muestrabidfiim. Se evaluaron: contenido de glutation reducido

(GSH), actividade las enzimasatalasa (CAT) glutation-Stransferasa (GST), y peroxidacion

lipidica a través de la determinacion de sustancias reactivas al &cido tiobarbiturico (TBARS).

Para estas determinaciones, a partir de cada muestra, se preparé un homogenato en una

a2t dzOAsy O2YLMzSadl LR2N brtlithj nIm axz

Y/t

nmp

glicerol al 10% v/v (pH 7,4%e utilizaron 600 pL de la solucion para cada 6rgano, en el caso de

los peces, y una relacion de 2 puL de solucién por cada mg de muestra, en el d¢asblmeEl

procedimiento se llevo a cahgilizando un homogeneizador de vidrio/Teflén, manteniendo las

muestras en hielo y aplicando 20 golpes a 3000 osteriormente, se centrifugd a 10.000 g

durante 10 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5810 R). La fase sobrenadante obtenida fue

fraccionada para las diferentes técnicas y almacenaé#02C hasta su posterior analisis.

mediciones espectrofotométricag sealizaron en espectrofotometro Shimadzu-L300.

x  Contenido de Glutation (GSH):

Las

El contenido de GSH se determind segun el método descrito por Ellman (1959). Para

ello, el homogenato fue tratado con &cido tricloroacético (TCA) al 10% en una proporcion

1:1y centrifugado a 10.000 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante obtenida@éepatifi

la cuantificacion de GSH. La mezcla de reaccién contenia 40 uL del sobrenadante, 60 pL de

TCA 5% y 1 mL de DTNB 1,5 mM. La reaccioén de formacion de aniones tiolatos se llevé a

cabo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se midio a 412 nnzaumilo una curva

S&0t yRFNI RS D{I ® [2& NBA&dzZ GSHoRgiamade tejBl&drINS & I N2 y

LISOSa &SHC@téj'Byapor peso himedo epiofilmo > Y 2dSEkg ph').

x Actividad de la enzima catalasa (CAT):

Se determind utilizando el método propuesto por Baudhetiral. (1964). La mezc

la

de reaccion consistié en solucion de Ma& 0,05 M(pH 7,2), b0, 17,8 mMe nn > |

LISOS a0 2 bipfim) dela fracdidh Sébrenadanten un volumen final de 1,5 mla

L
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disminucién del KD, (coeficiente de extincion molar 43,6 Micm?) se registé a 240 nm
RdzN} yiS cn & | Hpc/ ® [ | OGA QDA FObcBnsudnjdosk Yt G A OF

min x mg de proteinad

x Actividad de la enzima glutation -s-transferasa (GST):

Se determind siguiendo el método propuesto por Hadtigl. (1974). La mezcla de
reaccién consistié ersolucion NaHPQ 0,1 M (pH 6,5), GSH 10 mM;clbro-2,4-
RAYAUNROSYOSyYy2 06/5b. 0 Hn Ya bfimde lakrpccian LI NI LIS
sobrenadante en un volumen final de 1,3 mla formacion del conjugado GBNB
(coeficiente de extincion molar 8,6 mMPlcmP!) a partir de CDNB y GSEl registrd a 340
nm durante 2 min a 25°C. La actividad de la enzima se expres6 como pmoles de CDNB

conjugados x mifix mg de proteina

x  Sustancias reactivas al 4cido tiobarbitarico (TBARS):

La peroxidacion lipidica se determiné mediante la reaccion con acido tiobarbitarico
(TBA), en condiciones &cidas y alea temperatura (95L00°C) siguiendo los métodos
propuestos por Ohkawet al. (1979) y Oakegvan der Kraak (2003), con modificaciones de
Sagetet al. (2022). La mezcla de reaccién contenia 60 g@lladraccién sobrenadant@0 L
de solucion de butilhidroxitolueno (BHT) 1,407 mM, 20 uL de dodecilsulfato de sodio (SDS)
8,1% m/v, 150 pL de acido acético 20% v/v y 150 pL de &cido tiobarbitarico (TBA) 0,8% m/v;
y se incubd a 95 °C durante 1 h. Tras la incubacion, se afad@ L de agua ultrapura 'y
500pLde n-butanol, y se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min a 15 °C. Los niveles de MDA
se cuantificaron fluorométricamenten la fase organicgexcitacion: 515 nm; emision: 553
nm; espectrofluorometro Perkin Elmer, LS 55) utilizando una curva estdndar de
tetrametoxipropano (TMP). Los resultados se expresaron como nmoles de TBARS por gramo
de tejido, en peces (nmoles TBARS x1) tepor gramo de peso hiimedo, biofilm (nmoles
TBARS x g ph

%+ Metabolismo intermediario

Con una parte de los tejidos musculares de los peces se calculé la Asignacién de Energia
Celular (CEA) segun Verslyekal. (2004), como la relacion entreaSy SNANI (Baj, a L2 y A o €
representada por la suma de lipidos, proteinas y carbohidratos, y el consumo energético (
estimado a través de la actividad del sistema de transporte de electrones (ETS), segun la
ecuacion:

508 2%
0 ®
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Una disminucidn en el CEA indica una reduccion en la energia disponible o un mayor gasto
de energia, lo que resulta en una menor cantidad de energia disponible para el crecimiento o la

reproduccion.

El homogenato se preparé a partir de tejido musculdizando unbuffer TrisHCI 0,1 M
(pH 8,5)conMgSQ 75 uM, polivinilpirrolidona (PVP) 1,5 mg/mL y Trit6flB0 0,18% v/vLa
relacion utilizada fue de 1Q@L debufferpor mg tejidg y elbufferfue previamente activado con
triton en una relacion dé,8 pL/mLde buffer. Se utiliz6 un homogeneizador de teflon mantenido
en hielo a 3000 rpm y 20 golpes. EI homogenato final se alicuotd, midiendo inmediatamente la
actividad del ETS, mientras que el resto fue almacenalo°& para la posterior cuantificacion

de lipidos, proténas e hidratos de carbono.

x  Actividad del sistema de transporte de electrones (ETS):

Esta técnica mide la energia consumida a nivel mitocondrial, y esta basada en la
determinacion espectrofotométrica de la reduccién de INTo@fonitro Tetrazolium Violet;
Sigma) segun el método descrito por Fanstbwal. (2001) donde el INT actia conaeeptor
artificial de electronegreemplazando al £ H homogenato se centrifug6 a 2655 g (5000
rpm) durante 10 mi a 4°C. La fraccidon sobrenadante obtenida se utilizé en la mezcla de
reaccion, que contenia: 50 puL dwlbrenadante 300 pL déuffer (TRISACI 0,13 M, pH 8,5
con 0,3% v/v de Triton-X00), 50 L de nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) 1,7 mM,
pn >[ RS YyYREYANYI WMRIdzOf Ss §AR2 F2aFl G2 ob! 5t |
mM. Lamezclase incub6 durante 20 min a 30°Qayeacciérse detuvo mediante la adicion
de 100 pL de una solucién de formaldehid@® g 1:1 v/v. Laformaciénde INFformazan
(proporcional a la actividad respirator@flujo electronico del sistema de transporte de
electrones se registr6 a 490 nm, ynediante una conversiéfgs resultados se expresaron

como mg de @consumido por gramo de tejido por hora (mgxQy tej* x ht).

x  Contenido de hidratos de carbono:

Se determind segun la técnica propuesta por Caetadll. (1956). Se tomaron 400 L
del homogenatoy se los mezclé con 300 yL de TCA 15% m/v. La mezcla se inr20BG a
durante 10 min y, posteriormente, se centrifugé a 3000 g por 10 min a 4°C. El sobrenadante
fue separado y epellet se lavd con 300 pL de TCA 5% ml/v, seguido de una nueva
centrifugacion en las mismas condiciones. El sobrenadante obtenido se combiné con el
previamente separado. A partir del extracto final, se tomaron 250 pL, que se incubaron en
hielo por 10 min. Luegae afiadio lentamente 1 mL de solucion de antrona (2:1 80H
cc) paa formar dos fases en la solucion. Tras una incubacion adicional de 5 min en hielo, la

solucién se homogenizé y se incubd a 100°C durante 10 min. Finalmente, se enfri6 en hielo
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y oscuridad durante 5 min y la absorbancia se registré a 620 nm, utilizando una curva
estandar de dextrosa. Los resultados se expresaron en mg de hidratos de carbono por gramo

de tejido (mg HAC x g t§j

x  Contenido de lipidos:

Los lipidos se extrajeron segun el método utilizado por Blifflyer (1959)y se
midieron segurfrings, y Dunn (1970R.ara ello, se tomaron 300 pL del homogenato y se
mezclaron con 300 puL de cloroformo y 300 uL de metanol de grado analitico. La mezcla se
centrifugd a 14.000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente, se descartaron la fase
superior y la interfase, mientrague la fase inferior (cloroférmica) se transfirié a tubos de
vidrio y se evapord a 100°C durantd® minutos. Una vez evaporados, secamié 1 mL de
H,SQ cc y se incubd a 100°C durante 10 min. A partir de los extractos obtenidos, se
prepararon los triplicados, a los cuales se les agreg6 1,5 mL devéosiitina, preparada en
una relacién 1:4 de vainillina 0,6% m/v y acido ortofosforico de grado andliéicoezcla se
incubé a 37°C durante 15 min y se dej6é enfriar por 10 min. Finalmente, se midid la
absorbancia a 540 nm, utilizando una curva estandar de aceite de oliva. Los resultados se

expresaron en mg de lipidos por gramo de tejiohg (ipidos x g té).

x Contenido de proteinas totales:

El contenido de proteinas totales en todos los homogenétss utilizados para las
determinaciones relacionadas con el estrés oxidativo, el metabolismo intermediario y la
neurotoxicidad) se cuantific6 mediante el método de Lovetyal. (1951) usando albimina
de suero bovino como estandar. Para el ensayo colorimétrico, el homogenato
correspondiente se mezcl6 con 1 mL de una solucion 50:1 geNal 2% m/v en NaOH 0,1
N y CuSE6HO0 0,5% m/v en tartrato de sodio y potasio al 1% m/v; y se incub6 por 10 min
a temperatura ambiente. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de reactivo de Folin (Merck,
el principal constituyente es el acido fosfomolibdioogstico) diluido 1:1 en agua
ultrapura. Este se reduce en el medio de reaccion pasando de un color amarillo a azul, cuya
intensidad se midié a 750 nm. Los resultados se expresaron en mg de proteinas totales por

gramo de tejido (mg proteinas x gty

Las diferentes fracciones de la reserva energética (lipidos, proteinas y carbohidratos)
fueron transformados en equivalentes energéticos usando sus respectivas energias de
combustién (39500 mJ/mg lipidos; 24000 mJ/mg proteinas; y 17500 mJ/mg carbohidtatos)
energia consumida, fue estimada a partir del oxigeno consumido por individuo (obtenido a partir
de los datos de ETS) que fue transformado en equivalentes energéticos usando los equivalentes

oxientélpicos para una mezcla promedio de lipidos, protejremicar (484 kJ/molD
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%+ Sistema nervioso

Como biomarcador de neurotoxicidad, se evalu6 la actividad de la acetilcolinesterasa

(AChE) en el encéfalo y en tejido muscular de los peces.

El homogenato se prepar6 dnffer fosfato de potasio0,1 M (pH 8, manteniendo una
relacion de 50 pL deuffer por mg de tejido. En algunos casos, debido al tamafio reducido de
los encéfalos, se realizargoools de dos individuos del mismo tratamiento. El tejido se
homogenizé con un homogeneizador de vidrio/teflén, mediante 20 golpes a 3000 rpm, y luego
se centrifugé a 10.000 g durante 15 min a 4°C. La fraccién sobrenadante se alma8@t® a

hasta su posterioanalisis.

x Actividad de la acetilcolinesterasa (AChE):

Se determind utilizando el método propuesto por Ellnedral. (1961). La mezcla de
reaccion consistio en 1,5 mL dmffer fosfato de potasio0,1 M (pH 8), 25 uL del
sobrenadante50 pL de %’-dithio-bis(2nitrobezoato) (DTNB) 0,1 mM éafferfosfato 0,1
M (pH 7y 10 uL de Acetibcolina iodada 0,075 M como sustratca formaciérdel anién
¢ b .(odeficiente de extincion molar = 13p@MPicmPY), producto de la reaccion del DTNB
con la tiocolina liberadae registré a 412 nm durante 2 min a 25°C. La datiMile la enzima
se expres6 como nmoles de acetilcolina consumido por minuto por mg de proteina (nmol

ACh consx mintx mg de proteind).

%+ Actividad extracelular

Los biomarcadores de actividad extracelular fueron determinados en las muestras de
bioflmporf YSRAOAsyYy RS fI I OGADARI-gucRiGasaf & SyT AYIl &
Para el homogenato, se tomd una fracciénkdefilm (de pesohiumedoconocido) y se
resuspendié en 10 mL de agua ultrapura estéril. Posteriormente, la muestra fue sometida a

sonicaciér(en un bafio de ultrasonido/sonicacide) tres intervalos de 1 minuto, con descansos

de 30 segundos entre cada uno, para facilitar la liberacion de las enzimas extracelulares.

[ FOGABAREFR Syl AYt (hgiucosidRsh sef deteri®d Siguleriddb &l I | £ O
método descrito por RomawiSabater (1999). Como sustratos se empleardtedilumbeliferil
fosfato (MUP) y4 S (i A t dzY oDBgludopirandididd, respectivamente, a una concentracion
final de 0,3 mM. Se prepar6 una curva estandar ddefilumbeliferona (MUF) con
concentracionese mn >a @& pn >ad [ YST Ofl &S AyOdzos F
bajo agitacion constante y en oscuridad. Para detener la @acee afiadié una solucidffer

de glicina 0,05 M (pH 10,4). La fluorescencia se midi6 a una longitud de excitaciéon de 365 nmy
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una emision de 455 nm (espectrofluorometro Perkin Elmer, LS 55). La actividad enzimatica se
expresé como nmoles de MUF liberados por hora por gramo de peso hiimedo (nmol MUF x g
x ).

Bioacumulacion de arsénico

Para la determinacion de As total, se secaron pecedigfiim en estufa a 60°C por 24 h
Yy, posteriormente, las muestras se molieron con mortero hasta obtener un homogeneizado
seco. Se pes6 un minimo de 60 mg de mugstra peces, en algunos casos se necesitdé mas de
un individuo para alcanzar dicho péslos cuales se colocaron en un crisol de porcelanay se les
afadio 1 mL de solucidestabilizadorgMg(NQ). al 5% y MgO al 5%xue retiene al As para
evitar pérdidas durante la calcinacion en seAocontinuacion, se realiz6 una digestion &cida,
agregando 2 mL de HNEt en cada crisol (en elszade los peces) 0 4 mL de HNMO+ 1 mL de
H.O, 30%- 100 vol (en el caso dblofilm) yse llevéa sequedad en plancha calefactora a 120°C.
Posteriormente, las muestras fueron calcinadas en mufla durante por 4 h a 450 °C (con un
calentamientoprogresivode 200 a 450 °C en 2,5 horas), hasta la obtencion de cenizas de color
blanco. Las cenizas se disolvieron con HCI cc y se trasvasaron a un matraz de 10 mL, llevandose
a volumen con el mismo 4cido. Sobre 1 mL de muestra tratada, se realizéréapeeiondel
As mediante la adiciébn 1 mL de solucién-mrductora (5 % de Kl + 58& &ido ascorbico).
Finalmente, la concentracion de As se determiné por espectrofotometria de absorcion atébmica
en el laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad Nacional de Lujan (UNLu). Los resultados

48 SELINBAINRBY O2Y2 >3 1aky3d LS52 48020

A modo de resumen de la seccién de biomarcadores y bioacumulacion, se presenta un
diagrama indicando las determinaciones que se realizaron a partir de los ensayos, tanto en peces

(figura 8) como etmiofilm (figura 9):

MATERIALES Y METODOS GENERAI

45



| INDICES MORFOMETRICOS | \

Gaziianan) Factor de condicién (FC)
Medidas Indice hepatosomatico (IHS)

[ ESTRES OXIDATIVO |
“ \ (" Glutatién reducido (GSH)
= Catalasa (CAT)
Higadoy Glutatién-s-transferasa (GST)
branguias Peroxidacion lipidica (TBARS)

Contenido de proteinas
Contenido de carbohidratos

Miisculo Actividad del sistema de transporte
caudal ‘de electrones (ETS)

_ Asignacion de energia celular (CEA)

Encefaloy
musculo

Individues
completos

Figura 8Diagrama de determinaciones realiza@sslos pecesle losdistintosensayos

[ ESTRES OXIDATIVO | \

Glutation reducido (GSH)
Catalasa (CAT)
Glutation-s-transferasa (GST)
Peroxidacion lipidica (TBARS)

Figura 9Diagrama de determinaciones realiza@adiofilm de losdistintosensayos.
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Analisis estadisticos

En todos los datos obtenidos, se evalué la normalidad y la homogeneidad de varianzas

por medio detestde KormogorovSmirnov y etest de Bartlett, respectivamente.

Para las comparaciones estadisticas entre tratamientos, se emplearon pruebas de
comparaciones multiples utilizando el programa Graphpad Instat. Se realiz6 un ANOVA de una
via con una pruebpost hoade TukeyKramer para multiples comparaciones (en aquellos datos
gue cumplieronla prueba de normalidad y homogeneidad de varianza) o un analisis de Kruskal
Wallis para datos no paramétricos conpwst hoade Dunn’s para multiples comparaciones (en

aquellos datos que noumplieronalguno de los supuestos) (Z2010).

Para las comparaciones entre dos tratamientos, se aplicatestsno apareados en los
casos donde los datos cumplieron con los supuestos de normalidad y homogeneidad de

varianza. En caso contrario, se utilizé la prueba de Mé&hitney para datos no paramétricos.

Posteriormente, con el objetivo de realizar un andlisis mas integral, se llevaron a cabo
analisis multivariados con los tratamientos o poblaciones y las variables bioquimicas, utilizando
el programa Past 3, aplicando el método de analisis de ordenaciéongonentes principales
(PCA).
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Introduccion

Los bioensayos crénicos y subcrénisos herramientas Utiles en ecotoxicologia para
evaluar, en organismos acuaticos, los efectos subletales de la exposicién a contaminantes a largo
plazo. Estos ensayos permiten detectar respuestas que no siempre son evidentes en estudios
agudos, siendo masealistas y relevantes para evaluar la contaminacion ambiental en
ecosistemas acuaticos afectados por contaminantes persistentes como el arsénico (Morales,
2004; Walkeet al., 2012; Carriquiriborde, 2021). En el caso de los peces, los bioensayos crénicos
y subcrénicos han demostrado ser ventajosos para estudiar la bioacumulacion, los efectos en el
metabolismo energético, el estrés oxidativo y otras variables fisiol6gicas clave para comprender
el impacto ecologico de estos toxicos (de La Tetral., 2000;Daset al., 2012; Brandt®t al.,

2022; Shahjahaat al., 2022).

El arsénico es conocido por sus efectos toxicos en organismos acuaticos, incluyendo
alteraciones en biomarcadores que comprenden desde lo comportamental hasta alteraciones
bioguimicas, enzimaticas y de genotoxicidad (Puntoratral,, 2018; Gonzalez Nufet al.,

2022; Lompréet al. 2023). Sin embargo, las interacciones entre este contaminante y los
componentes del ecosistema, como kebfilm, afiaden mayor complejidad y realismo para

entender su dindmica en ambientes naturales.

Elbiofilm, desempefia un rol dual en la modulacién de la toxicidad del As. Por un lado,
puede actuar como un sumidero de contaminantes, reteniendo y transformando compuestos
téxicos mediante procesos de adsorcion, bioacumulaciéon y biotransformacion. Esto puede
redudr su biodisponibilidad en el agua, atenuando sus efectos en organismos expuestos (Mishra
et al, 2022; Royet al, 2024; Qiuet al, 2024). Por otro lado, bajo ciertas condiciones
ambientales, ebiofilm puede liberados contaminantes al medio, afectando la toxicidad global
del sistema acuatico (Magellanal., 2014; Huat al., 2019). Estudios recientes han demostrado
que estas dinAmicas pueden influir en la exposicion de peces a As, modulando sus respuestas
fisiol6gicas y bioquimicas (Tuulaikhefal., 2016;Qiuet al., 2024).

Este capitulo se centra en la evaluacién del efectobitellm como modulador de la
toxicidad del As en el p&nesterodon decemmaculatugilizando bioensayos subcrénicos (8
dias) y crénicos (21 dias). Los resultados obtenidos contribuyen a comprender cémo las
interacciones entre ebiofilm y el As afectan la fisiologia de los peces, proporcionando

informacioén valiosa para la gestion y restauracion de cuerpos de agua contaminados.
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Objetivos especificos

U Analizar el impacto del As y bkiofilm en hembras adultas d€. decemmaculatus
expuestadurante distintos tiempos (8 y 21 diag)concentraciones subletales de As

(0,2, 0,5y 1 mg As/Lén presencia dbiofilm con distintos origenes.

U Evaluar en los peces expuestos a los distintos tratamientias,respuesta de
biomarcadores de estrés oxidativo (GSH, CAT, GST y TBARS) en higado y branquias,
neurotoxicos (AChE) en encéfalo y musculo y metabolismo intermediario (ETS, lipidos,
carbohidratos y proteinas) en musculo caudal junto con la asignaciégégiuer celular
(CEA).

U Determinar la acumulaciénde arsénicoen peces expuestos las diferentes

concentracioneslel toxicoy su relacion con la presencia liefilm.

U Evaluar la respuesta dblofilm a la exposicién al arsénico e interaccion con los peces
mediante la medicién de biomarcadores de estrés oxidativo (GSH, CAT, GST y TBARS) y

actividad enzimatica extracelular (fosfatasa alcalinagjucosidasa).

U Integrar la informacion de los biomarcadores medidos para identificar patrones de
respuesta biolégica y diferenciar entre condiciones experimentales mediante analisis

multivariados
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Materiales y Métodos

% Sijtios de muestreo

Para la realizacion de los ensayodjiefilm fue recolectado, en septiembre de 2023, en
dos sitios pertenecientes a distintas cuencas hidrogréficas, seleccionados por las caracteristicas
particulares de las condiciones ambientales que moldean sus comunidades microbianas, si bien

ambos presentan nives relativamente bajos de contaminacién (Palacio, 2020; De Diego, 2021):

u Arroyo Naveira (Nav, Cuenca del Rio Lujan):

(-34.567302;59.064189)Se trata de un arroyo de segundo orden de la cuenca del rio
Lujadn. El muestreo se llevd a cabo en su interseccion con la Ruta Nacional 7,
aproximadamente a 5 km del curso principal del rio, en las afueras de la ciudad de Lujan.
Se trata de un arroyo pereende unos 8 km de longitud, caracterizado por un caudal
muy bajo debido a la suave pendiente de la regién, baja profundidad, presencia de
macrofitas yunfondosinrocas o guijarros, por lo que se compone de sedimentos finos,
principalmente limo y arcilla. Se ubica en una regién con impacto humano moderado a

bajo rodeado de actividad principalmente agricola (Figa

FiguralO. Sitio Naveira (Nav), ubicado en un arroyo de segundo orden de la cuenca del rio

U Represa Roggero (R1, Cuenca del Rio Reconquista):
(-34.684614:58.854516) Esta localizado justo aguas abajo de la represa Roggero, que
es el limite de la cuenca superior del rio Reconquista, en el area de confluencia de los
arroyos La Choza, Durazno y La Horqueta. Es un sitio con mayor caudal (deigide a q
trata del cauce principal del rio), una corriente mayor (impulsada por la represa) que se
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ve atenuada por la presencia de numerosas macrdfitas y vegetacion circundante. Posee
un fondo rocoso con deposicién de abundante sedimento. Aunque la calidad del agua
es relativamente similar a la del arroyo Naveira, las comunidades microbianas del
biofilm estdn adaptadas a las particularidades ambientales de esta cuenca, lo que

proporciona un punto de comparacion (Figluh.

cCarn TF ALLNARLALADRDAL BB S

Figurall. Sitio Represa Rogge(B1), ubicado en la cabecera del rio Reconquista.

En ambos sitios, las muestras liefilm fueron recolectadas directamente de sustratos
solidos como piedras y vegetacién sumergida, asegurando que los in6culos reflejen la estructura
y funcionalidad de las comunidades naturales. Posteriormente, los inoculos fueron
transportados al laboratorio econdiciones controladas para preservar su viabilidad y utilizados
para cultivarbiofilm bajo condiciones estandarizadas, asegurando la representatividad de cada
sitio en los ensayos de exposicion, segln lo explitdddS @A I YSyYy (S  Recoléeckiond SOOA s y
y cultivo debiofimé Sy alali SNA £ S& @& Y Qpoag B3 ParadevaludrNid f Sa ¢
representatividad de la comunidad, se analiz6 la composicion de la misma microscopicamente
(dentro de las 24 horas posteriores al muestreo), contabilizando grandes grupos, tanto en el
indculo recolectado, como a tiempo final del cultam el laboratorio y se realiz6 un andlisis de

Sgrensen, para evaluar la similitud.

El indice de Sgrensen (Sgrensen, 1948), es ampliamente utilizado en estudios ecoldgicos
para comparar comunidades bioldgicas, ya que proporciona una medida de similitud basada en

la presencia o ausencia de especies.

El indice de Sgrensen se define como:

o

CwW
o 5~
CO W W
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donde:

- arepresenta el nimero de especies compartidas por ambas comunidades,
- b el nUmero de especies exclusivas de la primera comunidad,

- cel nimero de especies exclusivas de la segunda comunidad.

Este indice toma valores entre 0y 1, donde 0 indica una completa disimilitud (sin especies
en comun) y 1 representa una identidad total en la composicion de especies entre ambas
comunidades. Debido a su sensibilidad hacia las especies comunes, este résdite
particularmente apropiado en contextos donde se espera que la perturbacion ambiental no
genere un recambio completo de especies, sino modificaciones sutiles en la comunidad. Su
aplicacion permite, por tanto, detectar si las comunidades mantienmemicleo estructural

similar bajo diferentes condiciones experimentales.

Finalmenteserealizé un perfil fisicguimicode los sitiosmidiendo parametros tantin
situ (temperatura, oxigeno disuelto, pH, conductividad), como en laboratorio a partir de
muestras de agua (dureza, alcalinidad, cloruros, amonio, fosforo reactivo soluble, nitritos, DBO,
DQO vy la presencia de metales pesados como arsénico, cadmio, cobre,yploomo) y se
calcularon indices como el de biodegradabilidad y el indice de calidad de agBarlZ¥x1984)
Todas las determinaciones se llevaron a calggisdo explicado en la secciBarametros fisico

quimicosde Materiales y métodos generales

%= Bioensayos

Para los ensayos de exposicién, se utilizaron hembras adultaCraesterodon
decemmaculatusextraichs de los estanques de cria del bioterio del Programa de Ecofisiologia
Aplicada (PRODHNEDES) de la Universidad Nacional de Lujan.

Una semana anteslel bioensayp los peces fueron aclimatados a las condiciones
experimentalesPara ello, se utilizaron peceras de vidrio de 2 litros (5 por tratamiento) con agua
potable sin cloro, pasada por filtro de arsénico, en las cuales se colocaron 10 individuos en cada
una. Se colocaron en camaras de incubacién con fotoperiodo y temperatutrolada, las
cuales fueron iguales a las condiciones del acuario y, las mismas, se mantuvieron estables
durante todo el bioensayo: temperatura 22 + 1°C; fmdodo 16 h luz/8 h oscuridad; y
aireacion constante (Figurd2a). La alimentacion durante la aclimatacion fag libitumy
durante el ensayo correspondi6 al 2% de la biomasa de cada peatmalddo pesando al grupo
de peces presentes en cada pecera y promediando entré gflas les suministr6 alimento para

peces en escamas Tetrafin® triturado con mortero.
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Una vez finalizado el periodo de aclimatacion de los peces (7 diasparyzada la
maduracion debiofilm en las placas (25 dias), se realizaron las exposiciones a arsénico. Estas
fueron llevadas a cabo en dos tiempos: 8 dias y 21 dias; dos origehéfittal Nav y R1; y se
emplearon tres concentraciones: 0,2, 0,5y 1,0 mg As/L; preparadas a partir de diluciones de la
solucién stoclkdeb | | ahi ® ¢2R24&8 f2& UGN} GFYASyGz2as | SEOSL
realizados de manera contemporanea (primaveé23). Los tratamientos con 0,2 mg Ak
realizaron en un ensayo previanicamente durant@1 diasen primavera del afio 2022o0n su
respectivo muestreo déiofilm). Este bioensayo fue preliminar y sirvid para poner a punto el
protocolo de exposicion, definir las concentraciones y la forma de cultivdidéim. Sin

embargo, a pesar de spreliminar, los resultados fueron considerados en este estudio.

En los tratamientogon biofilm se colocaron 3 placas colonizadas por pecera (de origen
correspondiente al tratamientoNav o R}, dentro de estructuras malladas que impedian que
los peces ramonearan dichaiofilm (Figural2b). La cantidad de placas por pecera estuvo
determinadapor la capacidad maxima de cultivo diefilm en el laboratorio y por la cantidad

de muestras necesarias para las determinaciones de los diferentes biomarcadores.

Figural2. Camara de incubacion en la que se llevd a cabo el bioensayo, con temperatura y fotope
controlados, y aireacion constante (a). Placabidéim dentro de las estructuras malladas que impidt

aue los peces se alimenten de ellas (b).

Debido a la imposibilidad de procesar todos los organismos en un solo dia, las réplicas de
los tratamientos fueron iniciadas en fechas diferidas. Esta estrategia permitié asegurar un
manejo adecuado de las muestras y garantizar la precision en la re6aléecdatos, evitando
errores por saturacidon en los procedimientos experimentales. En la fiflise observa la

disposicion general de todos los tratamientos.
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L 8 Dias ]

Peces

Numero de

peceras por T =T
tratamiento = 5 109 109 109

: ~ 0,5mgAs/L 1,0 mg As/L
Peces + Biofilm Naveira (Nav) Peces + Biofilm Roggero (R1)
- - J - < = -
109 " 109 B 109 " 109 Z 109 i 109

AP 0,5 mg As/L 1,0 mg As/L \ AP ~ 05mgAs/L  1,0mgAs/L

Peces

Numero de

peceras por 109 109 109 109
tratamiento=5 £

0,2 mg As/L 0,5 mgAs/L 1,0 mgAs/L

Peces + Biofilm Naveira (Nav) Peces + Biofilm Roggero (R1)
3 3
109 109 g 109 [ | 109 L i 109 Il 109 109 | 109
0,2 mg As/L 0,5 mgAs/L 1,0 mg As/L AP 0,2 mg As/L o 5mg A/L 1,0 mg As/L

Figural3. Esquema del disefio experimental indicando los tratamientos realizados en ambos tiempos de exposicidl
y 21 dias). Los tratamientos fueron: peces solos en agua potable (AP), pebésfitorcultivado de Naveira (Nav) y pece
conbiofilm cultivado de la represa Roggero (R1). Las concentraciones de As(lll) utilizadas fueron 0,2, 0,5y 1 mg #

tratamiento se realiz6 por quintuplicado.

% Biomarcadores

Al finalizar los tiempos de exposicion dies bioensays, se realizd el sacrificio,
procesamiento y toma de muestras tanto de peces comobitdilm. Posteriormente, se
realizaron las determinaciones de los diferentes biomarcadores sobre las muestras obtenidas.
Tanto el procesamiento de los organismos como las mediciones de los biomarcadores, se
realizaron siguiendo los procedimientos detallados e 18 O O A dvidteri&keS y détodos

ISy SNIt Sa¢
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En los peces, se evaluaron biomarcadores de estrés oxidativo en higado y branquias,
incluyendo el contenido de glutatién reducido (GSH), la actividad @mZenaglutationS
transferasa (GST) y el nivel de peroxidacién lipidica, estimado mediante sustancias reactivas al
acido tiobarbitirico (TBARS). La actividad de la enzima catalasa (CAT) se determind
exclusivamente en higado, ya que en branquias su actividadidoesiado baja para ser
cuantificadaA fin de identificar posibles efectos sobre el sistem@evioso, se midié la actividad
de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en encéfalo y musculo. Asimismo, se analizaron
parametros del metabolismo intermediario en musculo, incluyendo los contenidos de proteinas,
lipidos e hidratos de carbono, asi como d¢évadad de la cadena transportadora de electrones
(ETS), a partir de los cuales se calcul6 el indice de asignacion de energia celular (CEA).
Adicionalmente, se determiné la bioacumulacién de arsénico en ejemplares completos de

peces.

En el caso ddliofilm, se analizaron biomarcadores de estrés oxidativo (GSH, CAT, GSTy
TBARS) iomarcadoreselacionados con la actividad extracelular, tales como fosfatasa alcalina
e -glucosidasa. Estos fueron evaluadwsel cultivo previo al bioensayoaytiempo final del

ensayo (21 dias).

%+ Andlisis estadistico

Para facilitar el andlisis e interpretacion de los resultados, los datos se organizaron en tres

tipos de comparaciones

1) Se realizaroANOVASe una vi@oncomparaciones multiples entre concentraciones
de Asy APdentro de cada grupo experimentdl:ginbiofilm, 2: conbiofilm de Nav o
3: conbiofilm de R1) y las diferencias significativas se indican con letras diferentes
con subindices que indican el grupo analizado (1, 2 o 3).

2) También se realizaron ANOVAS con comparaciones mukiplessgrupos para cada
concentraciény las diferencias significativas fueron sefialadas con lineas punteadas
entre los tratamientos.

3) Por dltimo, se realizaron-tests o pruebas de MariWhitney entre tiempos de

exposicion (8 y 21 dias) para cada tratamiemépresentado en las tablas

¢t2R2a& f2a lytftAara TFTdzSNeRy ftS@OFrR2a | OFo2 &8
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Resultados

% Parametros fisicoguimicos

Sitios de muestreo

En la tabla 2, se presentan los valores de los distintos parametros fisicoquimicos y metales
pesados medidos en los sitios de muestreo. Ademas, se presentan los limites permitidos para

dichos valores.

Los sitios seleccionados para la recolecciobidélm, Naveira (Nav) y Represa Roggero
(R1), presentaron condiciones fisicoquimicas generales similares, con valores que reflejan una
contaminacion relativamente baja. Esta situacion se ve respaldada por los altos valores del
indice de Calidad de Agua (ICA)9¢@en Nav y 8 en R1. No obstante, se observaron algunas
diferencias puntuales, como niveles mas elevados de amonio (GRLINH-N/L) y DBO
OpImM YI hik[0O Sy wmI Sy OsmyNBNIYyOABY ©OFy YHODhOK]
lo cual sugiere una mayor carga organica en el primero. Ademas, el fésforo reactivo soluble (PRS)
en R1 se encontrd cercano al limite permitido (08§ RPQuu q)kld que podria indicar un

aporte adicional de nutrientes asociado a fuentes antrépicas.

En cuanto a los metales pesados, ambos sitios presentaron concentraciones de cadmio y
O20NB &dzLISNA2NBa + f2a @Ff2NBa 3IdzNIF Saidlkof SOAR
Nav y R1, respectivamente). Asimismo, se registraron niveles elevadaoséteco, con una
O2yOSyidN)l OAsy RS pn >3k[ Sy bl@ & nn >3k[ Sy w
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¢l onfdtk NI YSGNR & UaAO2ldzNYAO248 & YSGItSa LSal R2a YSRANR
LI Ny t2& R2a&a F32a&a Sy t24a 1jdzS§ aS NBIfATIINRYy t2a Syal
UaAO02ljdzNYAO024a RS RS&aOFNHFA | Odz2SNl}la RS | 3dzZ adzZJSN
wSazydddskno ! ySE2 LLT wS&d RS fI ' R! bd nHknc & w
LI N¥ €1 LINRPGSOOAsy RS I @ARI | Odza aOlF o

ENYAGSE LIBNIABREZEDNE NBI Os @2 a42fdof ST 5. h

b5Y y2 RSGSO0GFR2T baY y2 YSRAR2®

{ SLIo SY0 NB { SLIo SYO NEB
avers TR naera RS Limes
(Nav) (R1) (Nav) (R1) permitidos
In situ
Temperatura en el agua (°C) 21,4 18,9 18,3 16,7 >35
pH 9,31 8,94 7,46 7,73 6,59,0
Conductividad (uS/cm) 818 1186 779 793
Oxigeno disuelto (mg £L) 17,04 12,84 12,39 11,40 X pZ
En laboratorio
Dureza (mg CaCd) 68 122 73 79 -
Alcalinidad (mg CaCib.) 237 224 117 100 -
/ £ 2 NdzNBkh 00 Y3 [ f 4,8 16,5 1,0 5,0 X Hp ’
PRS (mgPOQuwqk [ 0 0,05 1,32 N/D 0,95 X mz
Amonio (mg NH-N/L) 0,053 0,168 0,003 0,310 X MZ
Nitritos (mg NQ-N/L) 0,037 0,016 0,059 0,044 X mZ
DBO (mg QL) 7,2 3,1 2,5 9,1 X mn
DQO (mg @L) 12,5 30,0 98,9 75,6 X Hp.
indicede biodegradabilidad (DBO/DQO) 0,58 0,10 0,02 0,12 -
indicede Calidad de Agua (ICA) 8,3 9,3 9,6 8,0 -
Metales
Arsénico (ug As/L) 64 62 54 40 X pn
Cadmio (ug Cd/L) <2 <2 2,0 3,7 X nZ
Cobre (ug CulL) 4,5 2,2 9,8 2,0 X HZ
Cromo (ug Cr/L) NM NM ND ND X HZ
Plomo (ug Pb/L) 4,6 3,3 <0,5 ND X HZ
Bioensayo

En la Tabl& se presentan los parametros fisicoquimicos medidos durante el ensayo,
incluyendo oxigeno disuelto, pH, conductividad y dureza, para todos los tratamientos. Los
resultados muestran que todos los parametros se mantuvieron constantes o sin grandes
variacione a lo largo de todo el periodo de ensayo, indicando que las condiciones ambientales

fueron estables y controladas durante las exposiciones experimentales. Ademas, se muestran
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las concentraciones analiticas de arsénico utilizadas en todos los tratamientos (0; 0,2; 0,5y

MZn Y3 ! ak[0d

Tabla3. Parametros fisicoquimicos medidos durante los ensayos. Datos expresados como media + error estandar de
(ESM); entre paréntesis se indica el nUmero de muestras. También se presentan los valores analiticos de As total en
de ensayo (agupotable declorada), para todos los tratamientos. Limite de cuantificacién: 0,003 mg As/L. OD: oxigeng (
P: peces; Bio: biofilm; Nav: arroyo Naveira; R1: represa Roggero.

Concentracion

. . mg Conductividad Dureza (mg o

Tiempo Tratamiento As/L OD (mg/L) pH (us/cm) CaCaolL) (E::SI,IAE;C/?)

0 7,71+0,14(5, 853+0,02(5) 924+19(5) 86x2(5) 0,005

Peces 0,5 8,10+0,03(5, 8,72+0,01(5) 898+07(5) 83+1(5) 0,497

1 794+0,10(5 8,66+0,03(5) 910+x05(5) 78+1(5) 1,034

0 784+0,11(5 7,12+0,06(5) 871+10(5) 78%1(5) 0,035

8dias P+BioNav 05 6,54+0,19(5 7,34+£0,03(5) 959+20(5) 69+2(5) 0,501

1 655+031(5 7,48+0,04(5) 898+04(5 74+1(5) 1,024

0 826+0,12(5 7,18+0,06(5) 924+21(5) 74+1(5) 0,038

P+BioR1 05 6,32+0,20(5) 7,25+0,04(5) 960+16(5) 781 (5) 0,497

1 6,80+0,26(5) 7,41+£0,02(5) 890+05(5) 74+1(5) 0,970

0 8,19+0,01(5 850+0,06(5) 943+23(5) 93+2(5) 0,037

Peces 0,2 8,03+0,07(5 8,63+0,06(5) 880+03(5) 78x1(5) 0,215

05 787+0,11(5 8,63+0,01(5) 921+09(5) 78x1(5) 0,553

1 786+0,05(5 8,68+0,02(5) 900+03(5) 78+1(5) 1,031

0 691+0,12(5 7,56+0,02(5) 1044+38(5) 74+1(5) 0,039

N . Nav 02 7,66+0,07(5 8,63+006(5 894+05(5) 80x1(5) 0,229

05 7,29+0,04(5 7,63+0,04(5 936+20(5) 74+1(5) 0,476

1 6,49+0,12(5 7,84+0,03(5) 908+09(5) 73+1(5) 1,109

0 6,77+0,13(5, 754+0,01(5) 906+12(5) 74+1(5) 0,046

P + Bio R1 0,2 7,21+0,10(5 8,69+0,06(5) 901+07(5) 73x1(5) 0,235

0,5 6,06+0,10(5; 7,55+0,02(5) 886+06(5) 74+1(5) 0,596

1 6,75+0,10(5 7,59+0,02(5) 896+03(5) 721 (5 1,013

+ Composicion del biofilm

La figurdl4 muestra la composicion porcentual de las comunidaddsiaf@m en los sitios

de muestreo Nav y R1, tanto en condiciones de campo como en cultivos de laboratorio, para el

ensayo realizado el 2023. Enkebfilm de campo de Nav, las clorofitas (55%), con una gran

abundancia de especies filamentosas, fueron el grupo predominante, seguidas por las

diatomeas (27%) y las cianobacterias (11%). Por su parte, al aabtuativo de laboratorio, se

observo que la abundancia de clorofitas disminuy6 al 34%, naergue las diatomeas se

mantuvieron relativamente constantes (25%). Esta notable disminucién de las algas verdes
produjo un aumento en la abundancia relativa de otros grupos como las cianobacterias (20%),
los ciliados (14%), los rotiferos (5%) y los amet®£3%). El indice de Sgrensen enttgadiim
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de campo y el cultivo de Nav fue de 0,70, lo que indica que el cultivo en laboratorio tiene una
buena representatividad de la comunidad natural, a pesar de las variaciones en las abundancias

relativas.

Por otro lado, en elbiofim de R1, las clorofitas fueron nuevamente el grupo
predominante (48%), seguidas por las diatomeas (31%) y los ciliados (15%). En el cultivo de
laboratorio, los grupos predominantes se mantuvieron, aunque con algunas variaciones en sus
abundancias. Las clditas permanecieron casi constantes (44%), pero las diatomeas se
redujeron a un 17% y los ciliados aumentaron a un 20%. Ademas, se observo un aumento en la
abundancia de otros grupos minoritarios como las cianobacterias @%4ptiferos (7%) y los
amebozoos (4%). El indice de Sgrensen entv8im de campo y el cultivo de R1 fue de 0,74,

indicando una alta representatividad de la comunidad natural.

Muestreo Nav Muestreo R1
3%

Cultivo Nav Cultivo R1

M Cianobacterias W Euglenoideos Diatomeas W Ciliados

W Crisofitas m Clorofitas B Heliozoos Amebozoos
B Hongos B Rotiferos B Cladocero B Copépodos

H Anfipodos Oligoquetos Xantofitas B Gastrotricos

Figurald. Gréficos de torta que indican la abundancia relativa de los grupos taxonémicos identifi
en cada muestra déiofilm analizada tanto de campo (muestreo Nav y R1), como del cultivc
laboratorio (cultivo Nav y R1). En el grafico se muestran los porcentajes de abundancia relative

principales grupos observados.
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%= Biomarcadores en peces

indices morfométricos

El andlisis de los biomarcadores morfolégicos mostré variaciones en la condicién corporal
y la relacion hepatosomatiade los peces expuestos a diferentes concentraciones de arsénico y

tipos debiofilm a lo largo del tiempo.
U Factor de Condicion (FC)

El Factor de Condicién (FC) presenté variaciones significativas en algunos tratamientos,
como se observa en la Figuta. A los 8 dias de exposicién, no hubo cambios dentro de cada
grupo, solo los peces expuestos a 1 mg As/L en presenbiafidm de R1, presentaron valores
de FC significativamente méas bajos en comparacion con los peces expuestos a la misma
concentracion, pero en ausencia d@film (linea punteada). A los 21 dias, si se observaron
diferencias en algunos grupos, donde los peces expuasiod (peces sibiofilmy peces + Bio
R1) y 0,5 mg As/L (slmofilm) mostraron una disminucién significativa en el FC respecto a su
control. En cuanto a las diferencias entre grupos, los expuestos a 0,5 mgnlalisencia de
biofilm mostraron valores significativamente menores quesl| expuestosa la misma

concentracion en presencia dhéofilm, tanto de Nav como de R1.

3 Peces
3 Peces + Bio Nav
FC (8D) 3 Peces + Bio R1 FC (21D)
1.54 1.5+
: : T L :
]
of o2 ff T
.U .U+ 1 ab
= T L b I be, 1 T 'T' b3a23 Y
L] c
0.5 0.5 [l |]
0.0 1 1 1 ] ] ] ] ] 1 0.0 1 1 1 ] ] ] ] ] ] ]

Figural5. Valores medios del factor de condicidn (FC) calculados para los peces de cada tratamientc

par

a 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspondiente representacion de los errores estanc

media (ESMDebajo del gréafico se indican las concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable dec

0,2

; 0,5y 1,0 mg As/Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicad

el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias significativas entre grupos, para las
concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (peQ).
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Para evaluar la evoluci@n el tiempode estos biomarcadores, se compararon los valores
obtenidos a los 8 y 21 dias en cada tratamiento (T4blkaos resultados mostraron que el FC de
los peces expuestos a 0,5y 1,0 mg As/L en ausendiofilen, disminuyé significativamente
con el tiempo, a diferencia de su control, que se mantuvo estable. En los tratamientos con

biofilm, no se observaron variaciones significativas en el tiempo.

Tabla4. Valores medios del factor de condicién (FC) calculados para los peces d
tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con el correspond
error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia para cada tratamientt
ambos tempos de exposiciéon: *(p < 0.05), **(p< 0.01), ** (p< 0.001), NS
significativo) AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 0,95+0,04 1,02+0,04 NS
Peces + As 0,5 0,96 £+ 0,07 0,61 +0,05 *

Peces + As 1 1,15+0,06 0,89 +0,04 *

Peces + Bio + AP (Nav) 0,90+0,06 0,85+0,07 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 0,93+0,10 0,90 + 0,06 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 0,95+0,07 0,95%+0,11 NS
Peces + Bio + AP (R1) 0,95+0,10 0,93 +0,06 NS
Peces +Bio+As0,5(R1) 0,73+0,05 0,81+0,02 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 0,78+0,04 0,83+0,06 NS

U Indicehepatosomatico (IHS)

El indice Hepatosomatic¢lHS) mostré diferencias significativas entre tratamientos
(Figural6). A los 8 dias, se observé un aumento del IHS en los peces expuestos a arsénico en
presencia déiofilm de Nav, que resulté significativo para la mayor concentracion (AP vs 1,0 mg
As/L). En cuanto a las diferencias entre gruflfoea punteada)el control conbiofilm R1,
present valores significativamente mayores que los de Nav. A los 21 dias, en los peces
expuestosa Assin biofilm se observé un aumento significativo del IHS en laeomacion de
1,0 mg As/L respecto al control y a la concentracion mas baja (0,2 mg As/L). Un patrén similar se
observo en el tratamiento cobiofilmde R1, donde los valores de IHS en las concentraciones de
0,5y 1,0 mg As/L fueron significativamente superiores al control y 0,2 mg As/L. En contraste, en
presencia debiofilm de Nav, no se observd ninglin aumento significativo y los valores se

mantuvieron constantes.
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3 Peces
[ Peces + Bio Nav

IHS (8D) 3 Peces + Bio R1 IHS (21D)
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Figural6. Valores medios del indice hepatosomatftidS) calculados para los peces de cada tratamiento, te
para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspondiente representacion de los errores estand
media (ESM)Debajo del gréfico se indican las concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable dec
0,2; 0,5y 1,0 mg As/Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado «
subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias significativas entre grupos, para las
concentracioes de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

Respecto al efecto del tiempo de exposicién (Tabla 5), se observaron variaciones
significativas Unicamente en los tratamientos dnofilm de R1. En este caso, el IHS disminuyo
significativamente a los 21 dias en el control, mientras que aumento en la concentracion de 1,0
mg As/L. En el resto de los tratamientos, no se registraron cambios significativos en el IHS a lo

largo del tiempo.

Tabla5. Valores medios del indice hepatosomatico (IHS) calculados para los pet
cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con el corresponi
error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia para cada tratamientc
ambcs tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS
significativo). AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 1,57 +0,23 1,34+£0,19 NS
Peces + As 0,5 1,65+0,43 2,04 £ 0,39 NS
Peces + As 1 2,27 £ 0,50 2,81+£0,42 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 1,13 + 0,08 1,44 +0,12 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 1,76 £ 0,26 1,87 +0,17 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 1,94 +£0,19 1,7+£0,12 NS
Peces + Bio + AP (R1) 1,77 £ 0,14 0,98 +0,13 il

Peces + Bio + As 0,5 (R1) 1,92 £ 0,27 1,95+ 0,26 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 1,46 + 0,16 2,32+0,28 *
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umoles GSH x g'1 tej

Estrés oxidativo
U Contenido de Glutation Reducido (GSH)

El contenido de glutation reducido (GSH) fue medido en higado y branquias, y
encontramosvariaciones significativas segun el tiempo de exposicién, el tratamiento evaluado

y el 6érgano analizado.

En higado (Figurh?), a los 8 dias de exposicion, los niveles de GSH disminuyeron en los
tratamientos con As de cada grupo. Esto fue significativo en la concentracion mas alta de As (1
mg As/L) respecto a su control, tanto en peces expuestobisfilm como en aquellos en
presencia deéviofilm de R1. En este Ultimo grupo también hubo diferencias en la concentracion
de 0,5 mg As/L. Al analizar entre grupos, los peces expuestos solos mostraron, en general,
niveles de GSH significativamente mayores que domiexpuestos en presencia déofilm
(tanto Nav como R1), para todas las concentraciones de arsénico. A los 21 dias, los niveles de
GSH en los peces expues@sAssin biofilm se redujeron significativamente en todas las
concentraciones de As respecto al control. En los demas grupos, a diferencia de lo ocurrido
cuando estuvieron expuestos a As @odias, no hubo cambios. Entre grupos, el control de R1

presento niveles de GSH significativamente menores que el contiaibsim.
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Figural?. Valores medios del contenido de GSH en higado, calculados para los peces de cada trate
tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspondiente representacion de los ¢
estandar de la media (ESM)ebajo del grafico se indican las concentraciones de As utilizadas: AP
potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Adlktras diferentes indican diferencias significativas dentro
cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias signifiaati\
grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).
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En cuanto al tiempo de exposicion (Tabla 6), se observd una disminucidn significativa en
los niveles de GSH a los 21 dias en dos tratamientos: en la concentracion de 0,5 mg As/L de los

peces expuestos slriofiimy en el control debiofilm de R1.

Tabla 6.Valores medios del contenido de G&iholes GSHytej?) en higado, calculados pat
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; t
correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia par:
tratamiento entre ambos tiempos de exposicién: *(p < (,05p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (n
significativo) AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 668 + 118 482 + 34 NS
Peces + As 0,5 500 £ 93 251 + 66 *

Peces + As 1 330 + 58 204 + 36 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 325 + 80 281 + 44 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 309 £ 54 279 £ 47 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 147 + 28 216 £ 22 NS
Peces + Bio + AP (R1) 285 + 32 151 + 17 *

Peces + Bio + As 0,5 (R1) 158 + 30 200 + 24 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 159 +31 209 + 24 NS

En branquias (FiguikB), a los 8 dias, a diferencia del higado, los peces expuestos a 1 mg
As/L en ausencia daofilm presentaron niveles de GSH significativamente mayores al control y
a 0,5 mg As/L. Ademas, en esta concentracién, los niveles de GSH fueron significativamente
adzLISNA2NBE | f2a8 NBIAAGNI R2a Sy fHoilmdENaLI2Z a8 SELX
y R1. También se registr6 un aumento significativo en la concentracion de 0,5 mg As/L del grupo
con biofilm de Nav, respecto a su control. A los 21 dias, no se observaron diferencias
significativas asociadas a la exposicion aaka cada grupoSin embarg, de manera general,
los peces mantenidos shiofilm presentaron niveles de GSH en branquias significativamente
mayores que aquellos expuestos en presencididéim, independientemente del sitio, Nav o
R1.
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Figura 18. Valores medios del contenido de GSH en branquias, calculados para los peces d
tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspondiente representacion
errores estdndar de la media (ESMgbajo del gréfico se indican las concentraciones de As utilizada
(agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Asflras diferentes indican diferencias significativas den
de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias sign
entre grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

El analisis temporal (Tabla 7) mostré un aumento significativo en los niveles die GSH
branquiasa 21 dias en los peces expuesto#ssin biofilm, tanto en el control como en la
concentracion de 0,5 mg As/L. En contraste, en los tratamientodiofiim, no se registraron
variaciones significativas a lo largo del tiempo.

Tabla7. Valores medios del contenido de G@iholes GSH. g t&en branquias, calculados pal
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; ¢
correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia para cada trate

entre ambos tiempos de exposicion: *(p 98), **(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (no significativi
AP: agua potable; 0,5y 1. mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 140 £ 31 380+ 24 ok

Peces + As 0,5 161 + 35 426 + 66 *x

Peces + As 1 350 + 47 472 + 71 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 145 + 21 218 £ 53 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 273 £ 40 316 £ 29 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 191+ 25 246 + 27 NS
Peces + Bio + AP (R1) 210 £ 38 221 +18 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 234 £ 43 249 £ 26 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 169 + 36 276 £ 36 NS
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U Actividad de l&nzimaCatalasa (CAT)

La actividad dda enzimacatalasa (CAT) en higado present6 variaciones entre los

tratamientos evaluados (Figul®). A los 8 dias de exposicion, los peces expuestos a 1 mg As/L

en ausencia déiofilm presentaron una actividad significativamente menor que el control. En

contraste, en presencia deiofilm de R1, la actividad en los peces expuestos a esta misma

concentracion fue significativamente mayor comparado a su control. A los 21 dias, no se

observaron diferencias significativas dentro de los grupopuestos a diferentes
concentraciones de As. Al comparar entre grupos, hubo diferencias en el contlabfdim
respecto al controlde R1§y f I O2 y OSy (i Nlc@elggipaRBav.m = n Y 3
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Figural9. Valores medios de la actividad deglazimacatalasa (CAT) en higado, calculados para los p
de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicidn; con la correspondiente represel
de los errores estandar de la media (ESd&bajo del grafico se indican las concentraciones de As utilize
AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Asftas diferentes indican diferencias significativas den
de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias sign
entre grupos, para lasismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

Al analizar el efecto en el tiempo (Tabla 8), seerboque la actividagnzimaticade CAT

disminuyo significativamente en los peces del controbsifilmy aumento en el control de R1.
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Tabla 8.Valores medios de la actividad de Qfmoles HO: cons. mint. mg prott) en higado,
calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposici
el correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia par:
tratamiento entre ambos tiempos de exposicién: *(p < 0,05(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (n
significativo) AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 427 £ 79 238 £ 25 *

Peces + As 0,5 324 £ 54 207 £ 15 NS
Peces + As 1 217+ 34 200 + 46 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 396 * 36 382 £ 55 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 295 + 28 382+41 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 356 + 53 402 + 43 NS
Peces + Bio + AP (R1) 278 £31 455 + 66 *

Peces + Bio + As 0,5 (R1) 303+ 34 353 +61 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 494 + 67 335+ 43 NS

U Actividad de l@nzimaGlutations-transferasa (GST)

La actividad de lenzima glutation-Stransferasa (GST) fue evaluada en higado y

branquias.

En el higado (Figura&DR a los 8 dias de exposicion, la actividetimaticade GST se
mantuvo relativamente estable, sin diferencias significativas entre los tratamientos. Sin
embargo, a los 21 dias, hubo diferencias entre los grupos. Los peces expukstagpresencia
de biofilm, tanto de Nav como R1, presentaron valores significativamente mayores que aquellos

expuestos Assinbiofilm, para los controles y la concentraciébn mas alta (1 mg As/L).
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Figura20. Valores medios de la actividad de la glutatssmansferasa (GST) en higado, calculados para
peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspor
representacion de los errores estandar de la media (ES#&hajo del grafico se indican las concentraciones
As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 mg l&tfas diferentes indican diferencia
significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineasiasimdecan diferencias
significativas entre grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.(
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El analisis temporal (Tabla 9) mostré una disminucién significativa en la actividad de
enzimaGST en los tratamientos AP y 1 mg As/L de peces expueshisfiina los 21 dias en
comparacion con los valores registrados a los 8 dias; y un aumento en los expuestos a 1 mg As/L

en presencia déiofilm de Nav.

Tabla 9.Valores medios de la actividad de la G@moles CDNB. mifn mg prot!) en higado,
calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicior
correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia para cada trate
entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0,05(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (no significativap:
agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 0,664 + 0,097 0,378 £ 0,019 o

Peces + As 0,5 0,640 £ 0,056 0,468 + 0,089 NS
Peces + As 1 0,616 = 0,053 0,426 £ 0,041 *

Peces + Bio + AP (Nav) 0,683 £ 0,056 0,582 + 0,057 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 0,635 + 0,080 0,567 £ 0,045 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 0,579 £ 0,059 0,798 £ 0,039 **

Peces + Bio + AP (R1) 0,574 £ 0,052 0,683 + 0,046 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 0,537 £ 0,094 0,703 £ 0,062 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 0,612 + 0,080 0,727 £ 0,090 NS

mmol CDNB.min "*.mg prot *

Por otro lado, en branquias (Figurd)2la actividad de lenzimaGST se mantuvo
relativamente estable, sin presentar diferencias significativas entre tratamientos, tanto a los 8

como a los 21 dias. Asimismo, no se observaron variaciones asociadas al tiempo de exposicion.
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Figura 4. Valores medios de la actividad de la glutatgmansferasa (GST) en branquias, calculados [
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposiciéon; con la correspol
representacion de los errores estandar de la media (ESDdbajo del grafico se indican le
concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 mdpAsglobservaron
diferencias significativas.
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nmoles TBARS. g t

U Contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS)

En la figura 2, se observan los niveles de TBARS medidos en higado. A los 8 dias, no se
observaron diferencias significativas dentro de cada grupo. Sin embargo, los peces mantenidos
en presencia deiofilm presentaron niveles de TBARS significativamente menores que aquellos

expuestos simiofilm, tanto en AP como en todas las concentraciones de As.

I £2& wm RNFaz f2a LIDoiry coibofilirdedRd tastraion m Y 3
niveles de TBARS significativamente inferiores a sus respectivos controles. En el caso de los
peces expuestos a esta concentracion en presenclaiafiém de Nav, también se registré una
disminucion en los niveles de TBARS, aur@gte no resultd significativa. Ademas, los valores
en este tratamiento fueron significativamente mayores que los observados en los demas grupos

para la misma concentracion.
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Figura 2. Valores medioglel contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico (TBARS) en h
calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion;
correspondiente representacion de los errores estandar de la media (E@ljo del grafico se indican le
concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 rhgtlesgldiferentes indicar
diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas pu
indican diferencias significativas entre grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p
*** (p< 0.001).

Al analizar el efecto del tiempo de exposicion (Tabla 10), se observé una reduccién
significativa en los niveles de TBARS en peces expuestos a 0,5y 1 mg As/L en ausefitra de
alos 21 dias y un aumento significativo en el grupo control (AP) expuesto en presdriofdrde
de R1.
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Tabla 10.Valores medios del contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (T
en higadanmoles TBARS. gi§j calculados para los peces de cada tratamiento, tanto pa
como para 21 dias de exposicion; con el correspondiente error estandar de la media (E!
indica la significancia para cada tratamiento entre ambos tiempos de exposicién: *(p <
**(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (no significativé)P: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayac

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 679+ 75 462 + 107 NS
Peces + As 0,5 611 +101 231 +48 *

Peces + As 1 537 + 117 111+ 36 wrx

Peces + Bio + AP (Nav) 476 + 73 471 +119 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 294 £ 61 493 + 85 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 425 + 70 295 £ 42 NS
Peces + Bio + AP (R1) 202 £ 46 544 + 87 o

Peces + Bio + As 0,5 (R1) 323 £ 45 493 + 104 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 225 + 53 133+ 32 NS

En la figura 2 se presentan los niveles de TBARS medidos en branquias. A los 8 dias de
SELRA&AAOAsYyS f24a LISOSa SE LbiBranio&raronniveteZde TBARS | &k [ &
significativamente mayores en comparacion con el control, en contraste con el patron
observado en higado. Ademas, los niveles fueron significativamente superiores respecto a los
peces mantenidos en presencia dofilm de Nav o R1. Dentro del grupo de R1, los peces

expuestos a 0,5 mg As/L también tuvieron niveles signifmainte mayores que su control.

A los 21 dias, los valores de TBARS en los peces expuestos a 1 mg Wsfilnsin
mostraron un incremento significativo respecto al control y a la concentracion de 0,5 mg As/L.
Todo este grupo tuvo valores mayores de peroxidacién que los grupobiafim, siendo

significativo entre los controles APy 1 mg As/L.
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Figura 3. Valores medios del contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBAF
branquias, calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exg
con la correspondiente representacion de los errores estandda deedia (ESMPebajo del grafico se
indican las concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 begras/
diferentes indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (p<O0.!
lineas punteadas indican diferencias significativas entre grupos, para las mismas concentracione
*(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

En el andlisis del efecto debido al tiempo de exposicién (Tabla 11), solo se observaron

diferencias significativas entre el control de los peces expuestdisogiim.

Tabla 11.Valores medios del contenido de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (T
en higadanmoles TBARS. gi¢j calculados para los peces de cada tratamiento, tanto pa
como para 21 dias de exposicion; con el correspondiente error estandar de la media (E!
indica la significancia para cada tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p <
**(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (no significativé)P: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayac

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 63+ 13 198 + 31 *

Peces + As 0,5 249 + 36 193 + 22 NS
Peces + As 1 335+ 46 408 + 36 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 58+ 17 104 + 25 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 103+ 23 123 + 26 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 98 + 17 83+ 10 NS
Peces + Bio + AP (R1) 90+ 17 97 £ 16 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 184 + 28 167 + 35 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 117+ 14 154 + 22 NS
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Metabolismo intermediario
U Actividad désistema de transportde electrones (ETS)

En la figura 2se muestra la actividad medidald€T S, relacionada con el gasto energético.
A los 8 dias, no se observaron diferencias dentro de los grupos de exposicién. Sin embargo, los
peces expuestos a arsénico en agualsofilm mostraron valores de ETS significativamente
mayores en comparacién con aquellos mantenidos en presenciaiafiém, para todos los
tratamientos. A los 21 dias, esta diferencia entre grupos ya no se obsandile la actividad
del ETS aumentd en los individuos del tratamdéedée 1,0 mg As/L cdriofiimde R1, resultando
significativo con la misma concentraciéntdefilm de Nav. Este aumento de la actividad H€S
en el tratamiento de RA los 21 diasen comparacion con los 8 dias, fue el Unico aumento

significativo debido al tiempo de exposicion (TakZa
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Figura 2. Valores medios de la actividad de la cadena transportadora de electrones (ETS) en m
calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion
correspondiente representacion de los errores estandar de laan@&$M)Debajo del gréafico se indical
las concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 migethessL
diferentes indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (p:
Las lineas puetdas indican diferencias significativas entre grupos, para las mismas concentra
de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).
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Tabla 2. Valores medios déa actividaddel sistema de transportele electrones (ETS) e
musculo(ug Q. mg tejt. iiY), calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 ¢
para 21 dias de exposicion; con el correspondiente error estandar de la media (ESM). S
la significancia para cada tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0.05),
0.01), *** (p< 0.001), NS (no significative)?: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 0,28+ 0,03 0,24+ 0,02 NS
Peces + As 0,5 0,29+ 0,03 0,25+ 0,02 NS
Peces + As 1 0,23+ 0.03 0,21+ 0,03 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 0,14+ 0,01 0,18+ 0,02 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 0,16+ 0,02 0,19+ 0,03 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 0,17+ 0,01 0,15+ 0,02 NS
Peces + Bio + AP (R1) 0,16+ 0,01 0,21+ 0,03 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 0,16+ 0,04 0,20+ 0,03 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 0,11+ 0,02 0,28+ 0,01 il

U Contenido de hidratos de carbono

En la figura 2 se presenta el contenido de hidratos de carbono en musculo para los
diferentes tratamientos y tiempos de exposicién. A los 8 dias, se observé un aumento
significativo en los niveles de carbohidratos en los peces expuestos a 0,5 mg As/L en presencia
de biofilm de Nav, respecto a su control. Este tratamiento también resultd significativo en
comparacion con la misma concentracion ldiefilm de R1. A los 21 dias, se registr6 una
disminucién significativa en los niveles de hidratos de carbono en las concenéscie 0,2 y
0,5 mg As/L de los peces expuestodgifilm, respecto de su control. De manera similar, en los
peces expuestos en presencialiefiimde R1 también se registré una disminucién significativa
para 0,5 mg As/L, respecto a su control. Ademas, los valores obtenidos en este tratamiento
fueron significativamente menores que los obtenidos a la misma concentracion de los demas

grupos.

En el andlisis temporal (tabla) se observd un aumento significativo en el contenido de

carbohidratos en los peces expuestostsofilm, tanto en el control como para la concentracion
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mas alta de As (1 mg As/L), como resultado del tiempo de exposicion. De manera similar, este
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Figura 5. Valores medios del contenido de hidratos de carbono en musculo, calculados pa
peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con la correspor
representacion de los errores estdndar de la media (ESMhajo del gréfico se indican le
concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 mgeksA..
diferentes indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (pr
Las lineas punteadas indican diferencigsificativas entre grupos, para las mismas concentracio
de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

Tabla13. Valores medios del contenido de hidratos de carbono en migoupHdC. g té),
calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exp
con el correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia pa
tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(pEdy, *** (p< 0.001), NS
(no significativo)AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 4,35+ 0,57 8,92+ 0,65 el

Peces + As 0,5 4,55+ 0,45 5,73+ 0,55 NS
Peces + As 1 5,89+ 0,72 8,33+ 0,69 *

Peces + Bio + AP (Nav) 2,71+ 0,47 4,59+ 1,33 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 6,45+ 1,00 6,18+ 0,89 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 4,50+ 1,00 6,51+ 0,85 NS
Peces + Bio + AP (R1) 4,46+ 0,66 6,44+ 1,08 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 2,70+ 0,40 3,16+ 0,51 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 3,43+ 0,82 6,16+ 0,54 *

U Contenido de lipidos

S E LJdZS :

En la figura @ se presentan los resultados del contenido de lipidos en musculo en los

diferentes tratamientos y tiempos de exposicion. A los 8 dias, los niveles de lipidos se

mantuvieron constantes en todos los tratamientos, sin diferencias significativas entre los
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grupos. A los 21 dias, los peces expuestodisifiim a 1,0 mg As/L mostraron un aumento
significativo en el contenido de lipidos, respecto al control y a la concentracién mas baja (0,2 mg
As/L). Ademas, los niveles de lipidos en este tratamiento fueron significativamente superiores a
los registrados para la misma concentracion en los grupos expuestos en presepicifiite
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Figura ®. Valores medios del contenido de lipidos en musculo, calculados para los peces de
tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con la correspondiente representacion
errores estandar de la media (ES®Mgbajo del grafico se indican las concentraciones de As utilizada
(agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Akktras diferentes indican diferencias significativas den
de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferencias sagn
entre grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

Al analizar la variacion debida al tiempo (Tablp se observé un aumento significativo
en los niveles de lipidos en los peces expuestobisfiim a 1 mg As/L entre los 8 y 21 dias,
mientras que en el resto de los tratamientos no se registraron diferencias significativas entre

tiempos.

Tablal14. Valores medios del contenido de lipidos en musdnig lipidos. g tef), calculados
para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion;
correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia par:
tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(p1, *** (p< 0.001), NS
(no significativo)AP: agua potable; 0,5 y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 42,06 + 5,58 50,59 + 6,25 NS
Peces + As 0,5 40,85 + 7,27 57,79 £ 6,57 NS
Peces + As 1 41,34 + 3,02 80,38 + 4,28 rkk

Peces + Bio + AP (Nav) 35,89 + 3,87 46,87 + 7,33 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 44,01 + 3,21 49,00 + 5,37 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 39,30 £ 4,76 51,77 £ 7,15 NS
Peces + Bio + AP (R1) 42,75 + 4,19 44,55 + 5,40 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 38,72 + 4,27 47,64 + 4,63 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 49,42 + 3,01 48,10 + 8,48 NS
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U Contenido de proteinas

El contenido de proteinas en musculo, también fue analizado en los diferentes
tratamientos y tiempos de exposicion (Figuig.A los 8 dias, los peces expuestos a 1 mg As/L
en ausencia debiofilm presentaron niveles de proteinas significativamente menores en
comparacion con el control, mientras que en los grupos expuestobkiofilm no se registraron
diferencias. A los 21 dias, los niveles de proteinas se mantuvieron constantes entre los distintos

tratamientos, sin observarse diferencias significativas.

En el andlisis temporalgblal5) se mostré una tendencia a la estabilizacién de los niveles

de proteinas entre los tratamientos, registrandose Unicamente un aumento significativo en los
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Figura Z. Valores medios del contenido de proteinas en musculo, calculados para los peces d
tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con la correspondiente representacion
errores estandar de la media (ESMgbajo del gréafico se indican las concentraciones de As utilizada
(agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Ak#tras diferentes indican diferencias significativas den
de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas indican diferenciasisign
entre grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).
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Tabla15. Valores medios del contenido de proteinas en mas¢nig prot. g tef), calculados pare
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con el correspo
error estandar de la media (ESM). Se indica la significancia para cada tratamiento entre
tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(ps0Q), *** (p< 0.001), NS (no significativB: agua potable
0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 67,94+ 4,64 62,84+ 5,15 NS
Peces + As 0,5 62,95+ 3,15 56,24+ 9,32 NS
Peces + As 1 50,15% 6,32 56,45+ 3,80 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 58,64+ 8,27 78,38+ 8,36 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 46,13+ 4,45 75,32+ 7,64 o

Peces + Bio + As 1 (Nav) 77,90+ 14,76 70,59+ 11,47 NS
Peces + Bio + AP (R1) 68,23+ 13,62 68,95+ 9,12 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 69,10+ 11,22 65,79+ 4,52 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 52,75+ 3,32 55,19+ 1,60 NS

U Indice de asignacion de energia celular (CEA)

A partir de los datos de las reservas y gasto energético, se calculé el indice de asignacion
de energia celular (CEA) en musculo, permitiendo evaluar variaciones en el balance energético
de los peces en funcién de la presencia de arsérigofym en el medio (Figura8. A los 8 dias,
no se registraron diferencias en los valores del CEA dentro de los grupos de exposicién. Sin
embargo, en términos generales, los peces expuestobisfilm presentaron valores de CEA
inferiores respecto a aquellos mantengloen presencia debiofilm, siendo el control
significativamente menor en comparacion con los controles de los demas grupos. A los 21 dias,
los valores tendieron a estabilizarse y no se detectaron diferencias significativas entre los

tratamientos.

Al analizar las diferencias asociadas al tiempo de exposicion ([&bke observé una
disminucién del CEA en los peces expueaté@sen presencia déiofilm de R1, que resultd
significativa para la mayor concentracion (1 mg As/L). Los demas grupos no presentaron

diferencias debido al tiempo.
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Figura B. Valores medios del indice de asignacion de energia celular (CEA) en musculo, calculac
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspol
representacién de los errores estandar de la media (E9Mpajo del grafico se indican Ie
concentraciones de As utilizadas: AP (agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 migeksi. diferentes
indican diferencias significativas dentro de cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). La
punteadas indicanliferencias significativas entre grupos, para las mismas concentraciones de As
0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

Tablal6. Valores medios del indice de asignacion de energia celular (CEA) en musculo, calcula
los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con el correspo
error estandar de la media (ESM). Se indica la significan@acpda tratamiento entre ambos tiempc
de exposicion: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001), NS (no significathr)agua potable; 0,5y 1: rr

As/L ensayados.
Tratamiento

Peces + AP

Peces + As 0,5

Peces + As 1

Peces + Bio + AP (Nav)

Peces + Bio + As 0,5 (Nav)

Peces + Bio + As 1 (Nav)
Peces + Bio + AP (R1)

Peces + Bio + As 0,5 (R1)

Peces + Bio + As 1 (R1)
Sistema nervioso

Sistema nervioso

8 dias
834 £ 56
676 £ 80

1078 + 206
1588 + 252
1242 + 142
1629 + 237
1522 + 232
1352 + 279
1852 + 299

21 dias
1115 + 180
1125 + 180
1492 + 236
1312 + 221
1345 + 274
1676 + 335
1193 + 259
1200 + 181

728 £ 59

U Actividad de l&nzimaacetilcolinesterasa (AChE)

Para analizar posibles variaciones en la funciébn neuromuscular en respuesta a la

Significancia

NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

**

exposicién al arsénico y la presencia biefim en el medio, se midié la actividad de

acetilcolinesterasa (AChE) en musculo y encéfalo.
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En la figura29, se presentan los resultados obtenidos en musculo. A los 8 dias, no se
registraron diferencias dentro de los grupos, aunque el control de los peces expuesiofilsin
mostrd valores de actividad significativamente mayores en al control del grupo dé\Nzs/21
dias, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos y los valores se
mantuvieron relativamente homogéneos en todos los grupos evaluados.
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Figura 29Valores medios de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en musculo, calculados para |
de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicion; con la correspondiente representa
los errores estdndar de la media (ESBBbajo del grafico se indican las concentraciones de As utilizada
(agua potable declorada); 0,2; 0,5y 1,0 mg Asétras diferentes indican diferencias significativas dentro
cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas pusteatlean diferencias significativas ent
grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

El andlisis temporal (Tahl&) mostré una disminucion de la actividad defeimaAChE
muscular en los peces expues@a#ssin biofilm a los 21 dias, que resultd significativa para la
concentracion de 0,5 mg As/L. En contraste, se registr6 un aumento significativo en el control

asociado abiofilmde Nav, debido al tiempo de exposicion.

Tablal7. Valores medios de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en m(iseales ACh cons
mint. mg prot!), calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 d
exposicién; con el correspondiente error estandar de la media (ESM). Se indica la significan:
cada tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(p2)0*** (p< 0.001), NS (n«
significativo) AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 503+ 17 471 £ 26 NS
Peces + As 0,5 517+ 14 372+ 30 ok

Peces + As 1 467 + 47 368 + 44 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 329+ 18 479 + 38 *

Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 415+51 502 £ 79 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 696 + 194 572 + 94 NS
Peces + Bio + AP (R1) 432 £ 72 419 + 44 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 493 + 63 431 +43 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 552+ 74 438 + 48 NS
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En la figura30 se presentan los resultados obtenidos en encéfalo. A los 8 dias, no se
detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, con valores relativamente similares
en todos los grupos. A los 21 dias, los peces expuestos a 1 mg As/L en ausdniitnde
tuvieron una reduccién significativa de la actividad de AChE respecto al control y a la
concentracion de 0,5 mg As/L. Ademas, el control de este grupo mostré una actividad
significativamente mayor que el control del grupo de Nav. Borlado, la actividad de los peces
expuestos a 1 mg As/L en presencia Wefilm de R1, fue significativamente mayor en

comparacion a la misma concentracion de los otros grupos.
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Figura30. Valores medios de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en encéfalo, calculados para |
de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 dias de exposicién; con la correspondiente representa
los errores estandar de la media (ESDi@bajo del grafico se indican las concentraciones de As utilizada
(agua potable declorada); 0,2; 0,5 y 1,0 mg Aséitras diferentes indican diferencias significativas dentro
cada grupo, indicado con el subindice (p<0.05). Las lineas punteadas idifiicancias significativas entre
grupos, para las mismas concentraciones de As: *(p < 0.05), **(p< 0.01), *** (p< 0.001).

El andlisis temporal (Takl&) mostré un aumento significativo en la actividad de AChE de
los peces expuestos diofilm, tanto en el control como en la concentracién de 0,5 mg As/L. En

los demas grupos, no se registraron diferencias significativas a lo largo del tiempo.
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Tablal8. Valores medios de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en erfogfales ACh cons
mint. mg prot?), calculados para los peces de cada tratamiento, tanto para 8 como para 21 d
exposicion; con el correspondiente error estdndar de la media (ESM). Se indica la significan
cada tratamiento entre ambos tiempos de exposicion: *(p < 0.05), **(p2)0*** (p< 0.001), NS (nc
significativo) AP: agua potable; 0,5y 1: mg As/L ensayados.

Tratamiento 8 dias 21 dias Significancia

Peces + AP 201+ 22 304+ 38 *

Peces + As 0,5 210+ 7 293+ 20 **

Peces + As 1 259+ 46 182+ 15 NS
Peces + Bio + AP (Nav) 177+ 24 190+ 16 NS
Peces + Bio + As 0,5 (Nav) 240+ 41 235+ 24 NS
Peces + Bio + As 1 (Nav) 202+ 36 180+ 19 NS
Peces + Bio + AP (R1) 206+ 19 211+ 28 NS
Peces + Bio + As 0,5 (R1) 322+ 61 256+ 17 NS
Peces + Bio + As 1 (R1) 304+ 35 280+ 8 NS

% Andalisis de Componentes Principales (PCA)

Con el objetivo de integrar todos los biomarcadores medidos en peces, explorar
patrones conjuntos en las respuestas fisioldgicas y estudiar como la presetiddildeen el
medio modula los efectos déls se realizaron andlisis de componentes principales (PCA),
utilizando los biomarcadores correspondientes a los diferentes tiempos y grupos de exposicion.
Dado que los biomarcadores se expresan en diferentes unidades, todos los PCA se construyeron
a partirde matrices de correlaciéiebido a la cantidadedgréaficos presentados, las tablas con

los loadingsde cada PCA se encuentran presentadas efneko: Complementos estadisticos
(pég. 182.

En primera instancia se analizé cada grupo por separado (pedasfdimy peces con
biofilm de Nav y R1), expuestos a las diferentes concentraciones de As, en los dos tiempos de

ensayo.

En el caso de los peces expuesindiofilm se obtuvo que, a los 8 dias (Fig@da), los
R24& LINAYSNRA O2YLRyYySyiSa SELX AOINRY Sy O2yadzyiz
/tHY MNZITO 200 9f /tm Y2&U0NF» YI&2N LISaz2 Sy ¢
hepatico, como el contenido de GSH (0,40), la actividad de satfle31) y de GST (0,27), asi
como con la actividad metabdlica: ETS (0,35) y €E3L). Por su parte, el CP2 se relacion6
principalmente con los biomarcadores de esto&glativo en branquias, particularmente TBARS
(0,52) y GSH (0,42).

En el gréfico se observa una clara separacion entre los grupos segun la concentracion de
Asb [ 2a LISOSa RSt 3IANHzaR O2yi{iNRBf o0tSOSa b !tov &

(p))
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Gt 2NBa LRaAAGAG2Ea RS /twmX YASY(OdNI & [[dzS t2a AYyRA
valores negativos, mostrando una clara diferenciacion en su perfil fisiologico. Elegnumsto
anp Y3 ! Ak[ X LN &ddz LI NIS=E asS LINBaSyidl 02Y2 Ay

al grupo mas afectado.

Por otro lado, a los 21 dias de exposicion (Figdbkg, los dos primeros componentes
SELX AOFNRY Sy O2yedzyi2 St odpIdy 22 RS I GINARIY
asocio principalmente con variables relacionadas al metabolismo energético y estrés oxidativo
de los peces, como el contenido an® dzf | NJ RS N LJAOR®,aABARS dedbmarmuias St / 9
(-0,35) y GSH hepatico (0,34). Por su parte, el CP2 reflejé principalmente variaciones en
biomarcadores relacionados con el sistema nerviesestrés oxidativo y la condicion general:
AChE muscular (0,49), GST brangtieB4) y el FC (0,38).

En el grafico se sigue observando una diferenciacion entre las distintas concentraciones
de arsénico. Sin embargo, a diferencia de lo registrado a los 8 dias, el grupo control (Peces + AP)
I LI NBOS FTK2N)} Yra &az2fl LI R2 Of pyarteSdl grupdbtpuisto S E LIdzS & ¢
I nXp Y3 ! &d&k[ &S dzooA Ol Sy dzyl LRAAOAsY AY(dSN)YSFE
sobre el CP1, y del grupo control sobre el CP2, lo que sugiere un estado transicional, reflejo de

un efecto intermedio en términos despuesta multibiomarcadora.
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Componente 2

Componente 2

Componente 1

Peces + As 075

21D

|
V]

Componente 1

Figura31. Graficos generados por los componentes principales 1y 2. Se realizé una traza convexa entre lo
mas externos de cada tratamiento para delimitarlos y se colored6 el &rea comprendida. Los puntos correspt
los ejemplares sobre los cuales se himielas determinaciones de los biomarcadores y diferentes colc
corresponden a diferentes tratamientos: cuanto mas oscuro el color, mayor concentracion de As (AP, 0,5
As/L). A: 8 dias de exposicién (varianza total = 37,85%); B: 2leddaposicion (varianza total = 39,98%).
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Por otro lado, se analizaron las exposiciones de los peces en presebaéildede Nav.
Alos8dias (Figug2r 0 f2a& R2a LINAYSNRA O2YLRyYySyidSa SELIXM
RS fF GFENAFYTEF G2GFf o6/ tmY MTIym 2% /' tHY MTZInAn
variables asociadas al metabolismo energético, con un fuerte peso del indice CEA I@s52) y
proteinas musculares (0,41), y con la actividad de GST hepatica (0,34). EI CP2, en cambio, reflejé
principalmente variaciones en biomarcadores de estrés oxidativo en branquias, como GSH (0,44)
y TBARS (0,41), junto con la actividad de AChE en ce®B&) ¢ el contenido de lipidos

musculares (0,34).

En el gréafico, los tratamientos no llegan a diferenciarse de forma clara, mostrando una
superposicién considerable entre los grupos, a diferencia de lo observado en los peces en
ausencia déiofilm. Sin embargo, se observa una cierta separacion entre el grupo control (Peces
b .A2 bl@ 1to & Sf 3INHzZIR SELMzSadz2 | nZp Y3 | &k ]

A los 21 dias de exposicion (Fig@2b), los dos primeros componentes explicaron
O2yedzyil YSyiS St ocZpo 22 RS fF @GFENRFYyTF G204l ¢
influenciado principalmente por variables asociadas al metabolismo energético, como el CEA
(0,40), el contenido de lipida(0,39), proteinas (0,39) y la ETS3@). Por su parte, el CP2 reflejo
principalmente el estrés oxidativo hepético, con la actividad de GST (0,45), catalasa (0,40) y
TBARS,36).

En el grafico, se observa una marcada superposicion entre los tres grupos evaluados (AP,
nZp & M Y3 ak[vz €2 1jdzS AYRAOI 1jdzS @Bshéd LISNFA
se diferencian claramente en presencia bifilm de Nay a diferencia de lo observado en la

exposicion al As shiofilm.
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Componente 2

Bio Nay As 0,5
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Componente 1

21D

Figura32. Gréaficos generados por los componentes principales 1y 2. Se realiz6 una traza convexa entre los
mas externos de cada tratamiento para delimitarlos y se colore6 el area comprendida. Los puntos corresp
los ejemplares sobre los cuales se haielas determinaciones de los biomarcadores y diferentes colc
corresponden a diferentes tratamientos: cuanto mas oscuro el color, mayor concentracion de As (AP, 0,5
As/L). A: 8 dias de exposicién (varianza total = 34,85%); B: 2eaiggosicion (varianza total = 36,53%).
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