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INTRODUCCION

La humanidad ha estado desde siempre intimamente ligada a los rios y demas sistemas
acudticos, utilizando los sitios cercanos a ellos para establecer asentamientos y desarrollar
actividades de importancia econémica y ambiental. Los contaminantes producidos en estas
actividades pueden alcanzar los cursos de agua y afectar a la biota acuatica (Elosegui y
Sabater, 2009). Existen diversas metodologias relacionadas con la deteccion de
compuestos quimicos en el ambiente, los cuales permiten obtener informacion acerca de los
tipos de contaminantes y sus concentraciones en diferentes matrices. Sin embargo, estos
métodos se basan en la deteccion individual de cada compuesto buscado y los resultados
obtenidos no permiten inferir directamente su efecto sobre la biota, ya que no ponderan los
mecanismos biolégicos de defensa (Padinha y col., 2000; Den Besten y Munawar, 2005).
Las respuestas producidas a niveles bioquimicos, fisiolégicos, morfoldgicos o histolégicos en
los seres vivos pueden ser utilizadas como biomarcadores del efecto de contaminantes, ya
que estos indican que suficiente cantidad de un compuesto tdéxico fue incorporado en un
determinado organismo vivo durante suficiente tiempo como para provocar un efecto. Los
cambios bioquimicos, como las variaciones en los parametros relacionados con el estrés
oxidativo, son reconocidos como herramientas de alerta temprana (biomarcadores de
exposicion). La utilizacion de esta herramienta, asi como también de indicadores de dafio a
niveles de organizacién biol6gica superiores, como a niveles histoldgicos y poblacionales,
permitiria reconocer la contaminacion de humedales por su efecto en los crustaceos
decépodos, a través de biomonitoreos.

La exposiciébn a plaguicidas y otros contaminantes puede causar un aumento en las
sustancias reactivas de oxigeno (ROS), las cuales produciran un desbalance en el equilibrio
oxidantes/antioxidantes de diferentes 6rganos de los crustaceos decapodos. El aumento en
las ROS provocara un aumento en la concentracién de enzimas relacionadas con los
mecanismos antioxidantes, como método de defensa para evitar el dafio oxidativo. Si la
capacidad antioxidante no es suficiente, se observara un aumento en los indicadores de
dafio oxidativo, como el contenido de malonildialdehido proveniente de la peroxidaciéon
lipidica (LPO). Los mecanismos de defensa antioxidante serian los primeros en reaccionar
(respuesta temprana), observandose el dafio oxidativo en el caso de no ser suficiente la
respuesta. El dafio provocado se representaria luego en niveles de organizacion biol6gica
superiores. Diversos autores han detectado maodificaciones en los parametros enzimaticos y
no enzimaticos relacionados con el estrés oxidativo luego de la exposicion a plaguicidas las
cuales pueden ser utilizadas en biomonitoreos (Pinho y col., 2005; Ghedira y col. 2011).
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Ademas, la exposicion permanente a estos contaminantes podria causar efectos
perjudiciales en la reproduccién de los crustaceos decdpodos dulceacuicolas, incluyendo
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alteraciones en la produccion de espermatozoides. La reduccion en el numero de
espermatozoides podria relacionarse con la disminucién de la fertilidad en crustiaceos
decépodos, provocando una disminucién de la poblacién a corto y mediano plazo (Dunn y
col., 2006; Hollows y col., 2007). Los estudios sobre los efectos ambientales en la fertilidad
en crustaceos machos son actualmente limitados (Lewis y Ford, 2012). Estudios con
anfipodos han demostrado que el conteo reducido de espermatozoides puede tener un
impacto dramatico en el éxito de la fertilizacion (Dunn y col., 2006; Lemaitre y col., 2009;
Rondeau y Sainte-Marie, 2001). Estos resultados sugieren que en algunos crustaceos los
impactos de los contaminantes en la cantidad del esperma producido podrian resultar en
efectos posteriores a nivel de la poblacion (Lewis y Ford, 2012). Sin embargo, no existen
trabajos en los que se evalle el efecto de la exposicion a contaminantes sobre estas
variables reproductivas en crustaceos decapodos dulceacuicolas.

OBJETIVOS
Objetivo general:

Reconocer y evaluar biomarcadores de exposicion a contaminantes en crustaceos
decapodos dulceacuicolas.

Objetivos especificos:

-Reconocer las diferencias en niveles enzimaticos y parametros de estrés oxidativo no
enzimaticos de crustaceos decdpodos dulceacuicolas expuestos a plaguicidas.
-Reconocer los efectos sobre variables reproductivas en crustaceos decapodos machos.

METODOLOGIA

Se colectaron individuos de la especie de cangrejo Zilchiopsis collastinensis (Decapoda:
Trichodactylidae) en la llanura de inundacion del Rio Parana (31°30’S, 60°41°0O; Santa Fe,
Argentina), lejos de las ciudades y areas de cultivos. Estos fueron mantenidos en laboratorio
por un mes. Luego del periodo de aclimatacion, los individuos fueron expuestos de manera
individual a 0 (C0), 0.1 (C1) y 0.5 (C2) pg de clorpirifés L™. Estas concentraciones son
similares a las encontradas por diferentes investigadores en muestras ambientales (Jergentz
y col.,, 2005; Marino y Ronco, 2005). Durante los experimentos no se alimentdé a los
individuos. Seis individuos fueron extraidos luego de 12, 24, 48 y 96 horas de exposicion
cada uno. Luego, los cangrejos fueron crioanestesiados en agua con hielo (1 — 3 °C),
abiertos por su cefalotérax y se tomaron muestras de hepatopancreas y branquias, las
cuales fueron preservadas a -80°C hasta su andlisis. La extraccidon enzimatica se realizo
segun Wiegand y col. (2000). Las actividades enzimaticas fueron determinadas por
espectrofotometria usando un Shimadtzu UV-210A (DOBLE-BEAM). La actividad de las
Glutatién-S-transferasas (GST) solubles (citosdlicas), la Glutation reductasa (GR), Catalasa
(CAT) Superoxido dismutasa (SOD) fueron determinadas segun Habig y col. (1974), Tanaka
y col. (1994), Claiborne (1985) y Scebba y col. (1998), respectivamente. En todos los casos
cada muestra se midié por triplicado y el contenido de proteinas totales se determiné de
acuerdo al método de Bradford (Bradford, 1976), a 595 nm, usando albumina bovina como
proteina estdndar. La actividad enzimética fue expresada como nanokatales por miligramo
de proteina. El contenido de peroxido de hidrogeno (H,O,) fue cuantificado por
espectrofotometria de acuerdo con Bellincampi y col. (2000). La LPO fue expresada como
malonildialdehido (MDA) y determinada mediante la medicion de la formacion de sustancias
reactivas al &cido tiobarbitirico (TBARs) (Oakes y Van Der Kraak, 2003). El sobrenadante
gue contenia MDA fue medido por espectrofotometria (abs: 532 nm). Los niveles de TBARs
fueron expresados como nmol mg™ de tejido fresco utilizando un coeficiente de extincion
molar de 1.56 X 105 M™* cm™.Las comparaciones entre el control y los cangrejos expuestos
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para cada momento se realizaron mediante ANOVA con post test de Tukey, luego de
verificar la normalidad y homogeneidad de la varianza mediante el ensayo de Sahpiro-Wilk y
Leven respectivamente (Zar, 1996). Las diferencias se consideraron estadisticamente
significativas a p < 0,05.

Para el recuento de espermatozoides se utilizaron individuos no expuestos a Clorpirifés, los
cuales fueron crioanestesiados en agua con hielo (1 — 3 °C) y abiertos por su cefalotérax
para la extraccion de las gonadas, las cuales fueron preservadas a -80°C hasta su posterior
andlisis. Se realizo la adaptacion de los métodos descritos por Dunn y col. (2006) y Yang y
col. (2008) para la extraccion de las génadas y recuento de espermatozoides. La técnica
adaptada consiste en extraer un testiculo del animal, tomar una porcién del mismo,
aproximadamente la mitad, pesarlo y luego colocar la muestra en un tubo de
homogeneizacion y completar hasta 1 ml con solucion salina (concentracion: 10 g/L).
Homogeneizar durante 30 segundos, luego agregar 3 gotas de formalina (Formol:Eritrosina,
1:1), colocar el homogenato en una camara de Sedgwick-Rafter y realizar el recuento bajo
microscopio Optico a 40X. Se tomaron fotografias para realizar la identificacién y
caracterizacion de las distintas etapas de la espermatogénesis a partir de trabajos
realizados con esta y otras especies de cangrejos decdpodos (Binford, 1913; Simeé y col.,
2009; Senkman, 2014).

RESULTADOS/CONCLUSIONES

La exposicion de Z. collastinensis a concentraciones ambientalmente relevantes de
clorpirifés produjo modificaciones en las actividades de enzimas de estrés oxidativo (GST,
GR, CAT y SOD) y un incremento general en los niveles de H,O, en branquias y
hepatopancreas. Aunque la exposicion a estas concentraciones de clorpirifés no fue letal, el
incremento en los niveles de peroxido de hidrogeno muestra el estrés oxidativo causado,
gue a su vez puede producir efectos en niveles de organizacion bioldgica superiores. Los
cambios en las actividades enziméticas y los niveles de H,O, podrian ser una herramienta
atil en biomonitoreos.

Luego de la puesta a punto de la técnica de recuento de espermatozoides se pudieron
identificar distintas etapas de la espermatogénesis (Figura 1), siendo éstas: espermatogonia,
espermatocito inicial, espermatocito final, espermatida y espermatozoide. Las
espermatogonias son células madre que se dividen mitéticamente para dar lugar a los
espermatocitos primarios. Estos Ultimos son células
diploides que durante la meiosis pasaran por la division
reduccional, formandose dos células haploides llamadas
espermatocitos  secundarios, células mucho mas
pequefias que los primarios. Los espermatocitos
secundarios inician rapidamente la segunda divisién
meidtica y dan lugar a las espermatidas, que ya no sufren
divisiones pero si profundos cambios, como la [ R
descondensacion nuclear, polarizacion celular, desarrollo  Figura 1: muestra de testiculo de Z.
acrosomal y crecimiento final que las transforman en collastinensis, 40 X. Esp:
espermatozoides maduros. El recuento de Espermatogonia, Ei: Espermatocito
espermatozoides podria utilizarse como biomarcador inicial, Ef: Espermatocito final, Espa:
para evaluar la contaminacion de ambientes acuaticos.
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