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Abreviaturas y simbolos

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ALT: alanino aminotransferasa

AST: aspartato aminotransferasa

Ba: basofilos

CAT: catalasa

CDL: conteo diferencial de leucocitos
CGB: conteo de glébulos blancos
CGR: conteo de globulos rojos

CHCM: concentracion de hemoglobina corpuscular media
CLso: concentracion letal media

ED: Endosulfan

ENS: Endosulfan sulfato

Eo: eosindfilos

FAL: fosfatasa alcalina

FC: factor de condicion

GABA: dcido gamma-aminobutirico
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GL: glucosa

GPx: glutatidn peroxidasa

GR: glutation reductasa

GSH: glutation

GSSG: GSH en su estado oxidado

GST: glutatién S-transferasa

H,0:: peréxido de hidrégeno

Hb: contenido de hemoglobina
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Ht: hematocrito
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LOOH: peroéxido lipidico
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Ne: neutroéfilos
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Resumen

RESUMEN

El Endosulfan (ED) es un insecticida organoclorado utilizado ampliamente para el
control de plagas en cultivos de soja en Argentina. Comtinmente, durante las practicas
agricolas este pesticida se utiliza en combinacién con otros insecticidas, como los
piretroides. El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue evaluar la toxicidad aguda
de una formulacion comercial del insecticida ED para tres especies icticas neotropicales
(Prochilodus lineatus, Cichlasoma dimerus y Piaractus mesopotamicus), y detectar cambios
subletales en marcadores de estrés en peces expuestos a ED en forma individual, y en una
mezcla con el insecticida piretroide A-cialotrina.

El valor de las CLs50-96h del ED para P. mesopotamicus, P. lineatus y C. dimerus fue
3,6, 3,7, 17,7 pgL1, respectivamente. Los resultados mostraron que concentraciones
subletales de ED produjeron cambios en los biomarcadores hematolégicos, enzimaticos y
de estrés oxidativo en diferentes 6rganos de P. lineatus y C. dimerus. Las concentraciones
mas altas de ED alteraron el contenido de hemoglobina (Hb), y aumentaron
significativamente el conteo de glébulos blancos (CGB). El conteo diferencial de leucocitos
(CDL) también resulté alterado, aunque los cambios observados fueron diferentes en
ambas especies. En P. lineatus aumentaron el porcentaje de trombocitos (Tr) y monocitos
(Mo), y disminuyeron los linfocitos (Li) y neutréfilos (Ne), mientras que en C. dimerus so6lo
se observo un aumento en la proporcién de Ne. Con respecto a los biomarcadores de dafio
tisular, se observé una disminucion en la actividad de las enzimas alanino aminotranferasa
(ALT) y aspatarto aminotranferasa (AST) en hepatopancreas de C. dimerus expuestos a 6,8
ug-L-1. En la concentracion mas alta de ED, se observé un aumento significativo de los
niveles de peroxidacion lipidica (LPO) en higado, intestino y cerebro de P. lineatus, y en
branquias, hepatopancreas y cerebro de C. dimerus.

Por otro lado, P. mesopotamicus expuestos a una combinacion de ED (1,1 pg-L-1) y

A-cialotrina (0,7 pg-L1) mostraron un aumento significativo del indice hepato-somatico

4



Bacchetta, Carla - 2013 -

Resumen

(IHS), que no se observé en los expuestos a los pesticidas de modo individual. Por otro
lado, el ED produjo cambios significativos en los peces expuestos, en algunas variables
hematolégicas de la serie roja (disminucién del CGR y Hb) y el CDL, debido a una
disminucion del porcentaje de Ne en los peces expuestos. El piretroide A-cialotrina
también produjo cambios, que consistieron en un aumento de la glucosa (GL) y
disminucién de las proteinas totales (PT). La mezcla de ambos pesticidas produjo un
aumento del CGB, asi como también una marcada alteracién de los componentes
leucocitarios, representada principalmente por una disminucién en el porcentaje de Li.
Los cambios en las transaminasas consistieron en un incremento de su actividad en el
rifién de los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual, y una disminucién en
el higado de los expuestos a la mezcla de ambos pesticidas. La respuesta antioxidante y el
dafio oxidativo en P. mesopotamicus, variaron segun el tratamiento y 6rgano analizado. En
general, los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual mostraron
alteraciones en la actividad de las enzimas antioxidantes en todos los o6rganos, sin
registrarse cambios en los niveles de LPO. Por otro lado, la mezcla de ambos pesticidas
produjo, una induccién enzimatica en todos los 6rganos, acompafiada por un aumento
significativo en los niveles de LPO en higado, rifidn y cerebro de P. mesopotamicus.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral mostraron que la
exposiciéon a concentraciones subletales de ED de modo individual y en mezcla con otro
insecticida, produjo cambios hematolégicos sobre todo relacionados al sistema inmune,
alteracién en enzimas metabdlicas y antioxidantes, e induccién de dafio oxidativo en
organos vitales de las especies icticas neotropicales P. lineatus, C. dimerus y P.

mesopotamicus.
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Abstract

ABSTRACT

The organochlorine Endosulfan (ED) is one of the compounds used most
extensively for pest-control in Argentinean crops. During agricultural practices, this
pesticide is commonly used in combination with other insecticides such as pyrethroids.
This Doctoral Thesis was aimed at evaluating acute toxicity of a ED commercial
formulation for three neotropical fish species (Prochilodus lineatus, Cichlasoma dimerus,
and Piaractus mesopotamicus); and detecting sublethal changes of stress markers in fish
exposed to ED alone, and combined with the pyrethroid A-cyalothrin.

The ED LCs0-96h values for P. lineatus, C. dimerus and P. mesopotamicus were 3.6,
3.7, 17.7 pg'L-L, respectively. Results showed that ED sublethal concentrations yielded
changes in hematological, enzymatic and oxidative stress biomarkers in different tissues of
P. lineatus and C. dimerus. The highest ED concentrations altered hemoglobin content (Hb),
and increased significantly the white blood cells count (WBC). Differential leukocytes
count (DLC) was also affected, though changes differed in both species. In P. lineatus, while
the thrombocytes (Tr) and monocytes (Mo) proportion increased; the lymphocytes (Li)
and neutrophils (Ne) decreased. However, in C. dimerus an increase was only observed in
the Ne proportion. As regards tissue damage biomarkers, a decrease was recorded in the
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) enzyme activity in
the C. dimerus hepatopancreas exposed to 6.8 pg-L-1. At the highest ED concentration, a
significant increase of lipid peroxidation levels (LPO) in P. lineatus liver, intestine and
brain; and in C. dimerus gills, hepatopancreas and brain was observed.

On the other hand, P. mesopotamicus exposed to a combination of ED (1.1 pg-L1)
and A-cyalothrin (0.7 pg-L-1) showed a higher liver-somatic index (LSI), which was not
observed in those exposed to individual pesticide treatments. Besides, ED affected
significantly some hematological variables of the red blood cells (RBC and Hb reduction);

and of the DLC, due to a decrease in the Ne proportion of exposed fish. The A-cyalothrin
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pyrethroid also produced changes, which consisted of a glucose (GL) increase and a total
protein (TP) decrease. The mixture of pesticides yielded higher WBC, and an outstanding
alteration of leucocytes compounds, which was reflected mainly by a decrease in Li
proportion. Changes in transaminases involved an activity rise in kidney of fish exposed to
individual ED and A-cyalothrin treatments, and a reduction in the liver of those exposed to
the mixture of both pesticides.

The antioxidant response and oxidative damage in P. mesopotamicus, varied
according to the treatment and tissue analyzed. In general, fish exposed to individual ED
and A-cyalothrin treatments showed alterations in the activity of antioxidant enzymes in
all tissues, but changes in LPO levels were not registered. Moreover, the mixture of both
pesticides, produced an enzyme induction in all organs, accompanied by a significant
increase in the liver, kidney and brain LPO levels of P. mesopotamicus.

The results obtained in the present Doctoral Thesis showed that exposure to
sublethal ED concentrations, used individually and in combination with another
insecticide, produced hematological changes which are primarily related to the immune
system, alteration in metabolic and antioxidants enzymes, and induction of oxidative
damage in vital organs of the neotropical fish species P. lineatus, C. dimerus and P.

mesopotamicus.
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Introduccion

1.1 INTRODUCCION GENERAL

Organismos, poblaciones y ecosistemas estan naturalmente influenciados por un
gran nimero de factores biéticos y abidticos, como las fluctuaciones del clima y recursos
alimentarios, relacion predador-presa, competiciéon inter-especifica, y ocurrencia de
parasitos y enfermedades, entre otros. La habilidad de reaccionar ante estos estresores
naturales es una caracteristica importante de los sistemas vivos. El estrés es la locomotora
de la evolucidn, y los organismos estan obligados a ajustarse a las condiciones ambientales
cambiantes. En los dltimos tiempos, estos cambios han alcanzado una nueva dimension en
términos de calidad y cantidad. A través de la actividad humana, el ambiente ha sido
invadido por sustancias totalmente nuevas sintetizadas por el hombre, o sustancias
potencialmente peligrosas liberadas en cantidades impensadas (ej. metales pesados).
Estos nuevos estresores (denominados factores antropogénicos) comunmente tienen
multiples efectos sobre los organismos, lo que provoca que la capacidad de los sistemas
vivos de ajustarse a estos cambios se vea excedida (Markert y col.,, 2003).

En este contexto, los sistemas acuaticos son altamente vulnerables debido a que
son receptores de gran cantidad de sustancias quimicas provenientes de los sistemas
terrestres circundantes, deposicion aérea, y descargas directas accidentales e
intencionales (Ferrari, 2006). El uso de tratamientos de proteccién contra plagas en
cultivos representa uno de los problemas que afectan la integridad de los ecosistemas
acuaticos. Las sustancias utilizadas para este fin, cominmente denominadas pesticidas,
alcanzan los cuerpos de agua como consecuencia de las actividades agricolas, a través de
fumigaciones aéreas incontroladas, deposicion o arrastre por la lluvia desde la atmésfera y
escorrentia superficial del suelo, y filtraciones hacia las aguas subterraneas (Elezovi¢ y

col, 1994). Bajo la denominacién de pesticidas, se engloban los productos quimicos



Bacchetta, Carla - 2013 -

Introduccion

empleados para combatir parasitos de cultivos, ganado, animales domésticos, del hombre
y su ambiente en general (Nimmo, 1985).

Dentro de los pesticidas, existen varios grupos de insecticidas con una gran
diversidad de estructuras, propiedades, usos y mecanismos de accién. Pueden ser
clasificados en cuatro grandes grupos: organoclorados, organofosforados, carbamatos y
piretroides (Walker y col,, 2001).

Los insecticidas organoclorados son compuestos sintéticos que tienen cierta
cantidad de moléculas de cloro. Su estructura quimica no se parece a ningiin compuesto
organico natural, por lo que, en general, estos pesticidas se degradan muy lentamente en
el ambiente. La mayoria son no polares y tienen un alto peso molecular.
Consecuentemente, son altamente lipofilicos, bioacumulables y capaces de
biomagnificarse en las cadenas troficas (Newman y Unger, 2003). Su mecanismo de acciéon
es neurotoxico, a través de la inhibiciéon del neurotransmisor acido gamma-aminobutirico
(GABA). Estos insecticidas pueden ser clasificados en tres grandes grupos: dicloro difenil
tricloroetano (DDT) y compuestos relacionados, ciclodienos (ej. endosulfan, aldrin,

dieldrin) y hexaclorociclohexanos (ej. lindano) (Figura 1.1).

cl Cl Cl Cl
Cl Cl
Cl
Cl Cl Cl
O O | cl : cl
Cl Cl c Cl C
DDT Aldrin Lindano

Figura 1.1 Estructura quimico de los diferentes grupos de insecticidas organoclorados.

Los insecticidas organofosforados son ésteres organicos del acido fosférico. La
mayoria son liquidos de caracter lipofilico, algo volatiles. Son, en general, menos estables
que los insecticidas organoclorados y rapidamente degradados por agentes quimico o
bioquimicos. Tienen una vida media relativamente baja en el ambiente y su riesgo
ambiental esta principalmente, pero no exclusivamente, asociado a eventos de toxicidad
aguda (cortos tiempos de exposicién). La mayoria son polares y solubles en agua. Estos

insecticidas son neurotéxicos, por su habilidad de inhibir la enzima acetilcolinesterasa
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(Walker y col, 2001). Algunos ejemplos de este tipo de compuestos son el diazinon,
monocrotofos, paration, metil paration y malation.

Los insecticidas carbamatos son derivados del acido carbamico, y han sido
desarrollados mas recientemente que los organoclorados y organofosforados. Son
frecuentemente sélidos, muy solubles en agua, rdpidamente degradados por agentes
quimicos y poco persistentes. Al igual que los organofosforados, son inhibidores de la
acetilcolinesterasa y su riesgo ambiental esta asociado a exposiciones agudas. Algunos
ejemplos de estos insecticidas son aldicarb, carbofuran y carbaril (Walker y col., 2001).

Por ultimo, los insecticidas piretroides son compuestos sintéticos analogos a las
piretrinas producidas naturalmente por las plantas de Chrysanthemum spp., con
propiedades insecticidas muy conocidas. Son ésteres formados por un acido organico y
una base organica. Como estan basados en productos naturales, se degradan rapidamente
en el ambiente y son facilmente metabolizados por los mamiferos. Si bien los piretroides
son mas estables que sus predecesores naturales, se consideran que tienen una vida media
relativamente corta. Tienen una baja solubilidad en agua y son neurotdxicos (Newman y
Unger, 2003; Bradbury y col, 2008). Algunos ejemplos de insecticidas piretroides

sintéticos son las piretrinas, permetrinas, fenvalerato, y cialotrinas.
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1.2 ENDOSULFAN

1.2.1 Estructuray propiedades quimicas y fisicas

El Endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,9-metano-2,4,3-
benzodioxatiepina-3-6xido) (ED) es un insecticida organoclorado del grupo de los
ciclodienos. Es sintetizado por la reaccién de Diels-Alder de hexaclorociclopentadieno con
cis-buteno-1,4-diol y reaccién subsiguiente con tionil cloruro.

Los ingredientes activos de la formulacién comercial de grado técnico estan
compuestos por una mezcla de isémeros a y f-endosulfan en una proporciéon de 02:01-
07:03 (Wan y col., 2005) (Figura 1.2). El Endosulfan sulfato (ENS) es el principal producto
de la degradacién de ambos isémeros, es igualmente toxico y es por si mismo mas

persistente en el medio ambiente que sus compuestos de origen.

Cl
Ci

Cl—C—Cl S—0

Cl
Cl

Endosulfan

Cl Cl
cl &—q cl 0
- N \
c—c—al S=o0 |c1—c—c1 O/S:O
cl o cl
Cl Cl
Isomero a-endosulfan Isdmero B-endosulfan

Figura 1.2 Estructura quimica del Endosulfan y sus isdmeros a- y $-endosulfan.
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El ED puede descomponerse por fotdlisis, hidrélisis y biodegradaciéon. En la
superficie de las plantas se degrada rapidamente en metabolitos, mientras que en el suelo
es bastante inmovil y altamente persistente. Los principales productos que se encuentran
en el suelo son el endosulfan diol, ENS y endosulfan lactona. La vida media del ED en el
suelo varia entre 120 dias a varios meses (Rao y Murthy, 1980; Awasthi y col., 2000;
Jayashree y Vasudevan, 2007). En el agua, tiene una vida media de 3 a 7 dias (Leonard y
col,, 1999; ATDSR, 2000). Una vez en la columna de agua, el ED tiende a acumularse en los
sedimentos, convirtiéndose en una fuente de redistribucion en las aguas superficiales. Es
moderadamente persistente en sistemas acuaticos y peces (Naqvi y Vaishnavi, 1993). Los

productos de la descomposicion en el agua son el endosulfan diol y el ENS (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Degradacién quimica del Endosulfan en el ambiente (IPCS, 1984).
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Se ha comprobado que el ED puede escurrirse hacia las aguas subterraneas luego
de las fumigaciones. Ha sido detectado en aguas subterraneas en estratos profundos del
terreno, en concentraciones que van desde 0,008 a 0,053 pg-L-1, hasta 20 dias después de
la dltima fumigacién (Quijano, 2000). Entra al aire por volatilizacién desde la superficie de
las plantas y desde la superficie del agua, y desde la atmdsfera, puede ser transportado a

grandes distancias (Weber y col.,, 2010). El B-endosulfan es mas estable en el aire.

1.2.2 Modos de uso y mecanismos de accion sobre los organismos blanco

El ED es formulado como un liquido emulsionable (9-35% de principio activo), o
como un polvo hidratable (1-50% de principio activo). Puede ser aplicado a los cultivos
por pulverizacidn, fumigaciéon o inmersion. Es un insecticida y acaricida de amplio
espectro que controla a los organismos blanco (principalmente insectos chupadores y
masticadores de los 6rdenes Lepiddptera, Coledptera, Heteréptera, Homoéptera y Diptera)
por contacto e ingestion del material vegetal, en cultivos de cereales, oleaginosas,
hortalizas, frutales y ornamentales (Kalender y col,, 2004). Ademas de su uso agricola, el
ED se utiliza como conservante de la madera y para controlar las plagas en casas y jardines
(EFSA, 2005). Por ultimo, histéricamente se usd en paises africanos para el control de la
mosca tse-tse, vector bioldgico del parasito que causa la tripanosomiasis en el hombre.

El mecanismo neurotéxico del ED en insectos consiste en la inhibicién del
transporte mediado por el cloro en el receptor GABA. Normalmente, el canal GABA para el
cloro se abre luego de la unién con el neurotransmisor GABA, causando un incremento del
flujo de cloro, hipo-polarizacién neuronal, y depresién de la excitabilidad. El bloqueo del
receptor GABA elimina la modulacion normal del cloro en la actividad neuronal, causando
sintomas como la hiperexcitabilidad (Bradbury y col., 2008).

El ED ha sido clasificado por la United States Environmental Protection Agency (US
EPA, 2002) como altamente téxico para peces marinos y de agua dulce. Sin embargo, su
utilizacion en Argentina ha sido amplia y continua en las ultimas décadas. Esto ha llevado a
un aumento de las concentraciones ambientales a niveles superiores a los establecidos por
la US EPA (2002) para la proteccién de la vida acudtica (0,22 pg-L-1). Por ejemplo, se han
encontrado concentraciones de ED de 0,2 a 13,5 pg-L-1 en humedales cercanos a campos de
arroz, y concentraciones de 0,1 a 0,7 ug-L-! en rios de montafia (Baudino y col., 2003; Silva

y col, 2005). Ademas, Jergentz y col. (2005) reportaron valores de 318 pg-Kg! en
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particulas en suspensién del arroyo Horqueta (provincia de Buenos Aires), situado en la
zona de produccién sojera mas importante de la Argentina.

Desde principios de la década de 1970 y sobre todo a mediados de la década de
1980 diversos paises comenzaron a restringir primero y prohibir después el uso del ED.
En julio de 2007, la Unién Europea tomé la decisién de proponer al ED para integrar la
lista de Contaminantes Organicos Persistentes (COPs) del Convenio de Estocolmo para su
eliminacion global. Hasta el afio 2009, son 60 los paises que han prohibido el ED, entre los
que se incluyen todos los paises que forman la Unidn Europea y sélo Colombia y Belice
como representantes de América del Sur y Central, entre otros. Su uso se ha restringido en
23 paises, entre los cuales se encuentran Estados unidos, Australia, Honduras, Panama y
Venezuela (Bejarano Gonzales y col.,, 2008, 2009). A pesar de que su utilizacién ha sido
prohibida en la mayoria de los paises de la Uniéon Europea y América del Norte, se sigue
utilizando en regiones tropicales y subtropicales (EFSA, 2005).

En un contexto nacional donde legisladores intentan normalizar el uso de
agrotoxicos, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) resolvio,
mediante la aprobacién de la Resoluciéon N° 511/11 (en vigencia a partir de agosto de
2011), el establecimiento de los plazos de prohibicion total del uso del ED y sus productos
formulados. El objetivo del proyecto es acompaiiar la normativa internacional, por lo cual
la Resolucién se basé en las normativas vigentes en la Unién Europea, la US EPA, el
Convenio de Estocolmo y el Convenio de Rotterdam.

De esta forma, la Argentina estd recorriendo un camino hacia la eliminacién
definitiva del insecticida ED. Se establece un plazo de 5 afios a partir de la entrada en
vigencia de la Resolucién, para la prohibiciéon total de uso, importacién, elaboracion,
formulacién, comercializacién para el principio activo ED y sus productos formulados. El
cronograma para la eliminaciéon progresiva, es el siguiente (1) en el primer afio, la
reduccién (50%) de la importacion del producto formulado; (2) en el segundo afio, la
reduccién (75%) de la importacién de principio activo y producto formulado; (3) en el
tercer afo, prohibicion total de la importacion del principio activo; (4) En el cuarto afio,
prohibicion total de la formulacién nacional y la importacién de productos formulados;
por ultimo, (5) en el quinto afio, prohibiciéon total del uso, importacién, elaboraciéon
(sintesis), formulaciéon y comercializacién del ED (principios activos y productos
formulados) en la Republica Argentina (Boletin Oficial 32207 SENASA, 5 de agosto de
2011).
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1.2.3 Efectos sobre los organismos no-blanco

Los pesticidas son toxicos por naturaleza, son biocidas disefiados para matar,
reducir o repeler insectos, hierbas, roedores, hongos y otros organismos que pueden ser
una amenaza para la economia y la salud publica. Sin embargo, su modo de accién sobre
los organismos blanco es a través de la inactivacion o alteracién de enzimas que pueden
ser idénticas o muy similares a los sistemas o enzimas en humanos y organismos no-
blancos, por lo que representan un riesgo real para la salud humana y el ambiente.

Ciertas bacterias que habitan el suelo son capaces de metabolizar y detoxificar
grandes cantidades de ED, sin sufrir efectos adversos sobre su estructura celular
(Shivaramaiah y Kennedy, 2006). Sin embargo, no ocurre lo mismo con las bacterias
acuaticas. De Lorenzo y col. (1999) estudiaron los efectos del ED sobre una cadena trofica
microbiana estuarina, y registraron una disminucién de la abundancia total de bacterias,
principalmente debido a la disminucién de la comunidad bacteriana fototroéfica.

Los crustaceos son particularmente sensibles al ED. Se conoce que este insecticida
es altamente téxico para muchas especies de langostas y camarones, con concentraciones
letales medias (CLso) cercanas a 1 pg-L-* (Bhavan y col., 1997; Wirth y col,, 2001; Montagna
y Collins, 2007). La toxicidad subletal del ED también fue estudiada en micro y
macrocrustaceos, registrandose cambios en el metabolismo energético y consumo de
oxigeno, alteraciones en enzimas antioxidantes, cambios histopatoldgicos y disrupcion
endocrina (Bhavan y Geraldine, 2000; Montagna y Collins, 2008; Dorts y col,, 2009; Palma
y col., 2009; Suryavanshi y col., 2009).

Otro grupo de organismos acudtico-terrestres que pueden ser afectados por la
presencia de ED en cuerpos de agua son los anfibios, destacandose los trabajos que
reportan efectos teratogénicos en embriones, cambios histopatolégicos y efectos
genotoxicos (Lajmanovich y col., 2005; Bernabo y col., 2008; Kang y col., 2008).

Los estudios realizados sobre la toxicidad del ED en diferentes especies de peces
han demostrado que los valores de la concentracion letal media a las 96 horas (CLso-96h)
pueden variar entre 0,4 y 12,8 pg-L-1 (Vittozzi y De Angelis, 1991; Jonsson y Toledo, 1993;
Capkin y col., 2006; Magesh y Kumaraguru, 2006; Pandey y col., 2006; Ballesteros y col.,
2007; Hii y col, 2007; Téllez-Bafiuelos y col.,, 2009). Por otro lado, se conoce que la
exposicion a concentraciones subletales de ED en agua y a través de la dieta, puede inducir
una amplia gama de efectos en peces, como neurotoxicidad y genotoxicidad (Dutta y

Arends, 2003; Sharma y col,, 2007; Ballesteros y col., 2009a), hepatotoxicidad (Mishra y
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Shukla, 1994; Glover y col, 2007; Krgvel y col, 2010), y cambios metabdlicos e
histopatolégicos (Nowak, 1996; Mishra y Shukla, 1994; Willey y Krone, 2001; Tripathi y
Verma, 2004). Alteraciones en los sistemas inmunolégico y endocrino, y cambios en el
comportamiento también se han reportado en peces expuestos a ED (Carlson y col., 1998;
Bisson y Hontela, 2002; Coimbra y col, 2005; Harford y col., 2005; Ballesteros y col.,
2009a; Stanley y col,, 2009; Thangavel y col., 2010). En estudios realizados con huevos
expuestos, se registro un retraso en la eclosion de larvas y una disminucién en el nimero y

crecimiento de los alevinos (Gormley y Teather, 2003).

1.2.4 El Endosulfdn en combinacién con otros agroquimicos

El ED se utiliza, generalmente, en combinacién con otros tipos de pesticidas, con el
fin de aumentar al maximo el rendimiento del tratamiento contra plagas en cultivos. Puede
ser combinado con otros insecticidas, como los piretroides, y con herbicidas y fungicidas.
Asi, los escenarios reales de exposicién involucran la mezcla de pesticidas, de los cuales
algunos persisten en el ambiente, algunos son aplicados repetidamente y otros como
combinaciones para incrementar la eficacia y reducir costos econémicos.

Se conoce que la mezcla de sustancias quimicas tiene ventajas sobre los quimicos
utilizados de forma individual. Esto ha llevado, desde el siglo XX, a la evolucién de la
ciencia de la farmacologia y, mas recientemente, al desarrollo de mezclas de quimicos para
el uso en agricultura y control de plagas (Marking, 1985). Las ventajas reportadas de la
utilizaciéon de mezclas quimicas incluyen el (1) incremento de la efectividad contra
organismos blancos, (2) en algunos casos, el incremento de la seguridad para organismos
no-blanco, (3) la aplicacién de menores cantidades de material sin una reduccién en la
efectividad, y (4) la reduccién de costos econémicos. Sin embargo, a pesar de dichas
ventajas, muchas mezclas quimicas representan un riesgo mayor para los organismos no-
blanco y para el ambiente.

Una mezcla es una combinacion de dos o0 mas componentes/compuestos quimicos,
a la cual un organismo puede estar expuesto, de forma simultanea o secuencial (McCarty y
Bogert, 2006). La mezcla de pesticidas podria causar efectos en los organismos incluso si
las sustancias individuales se encuentran en una concentraciéon igual o menor a la
concentracion en la cual no se observan efectos (NOEC) (Silva y col,, 2002; Faust y col,,

2003; Chevre y col, 2008; Evrard y col.,, 2010). A su vez, pueden producir respuestas
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diferentes y/o interactuar entre si produciendo efectos téxicos aditivos, sinérgicos o
antagénicos (Barata y col, 2006). La toxicidad de este tipo de mezclas es un tema
complejo, siendo escasa la informacion existente sobre su efecto en peces (Tsuda y col,,
19954, b; Orug y col., 2004; Thangavel y col., 2005; Wang y col., 2009; Evrard y col., 2010;
Biales y col., 2011; Tilton y col.,, 2011), y ain menor el numero de estudios que involucran

al ED en mezclas con otros compuestos toxicos (Verma y col,, 1980; Arnold y col., 1995).
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1.3 LOS PECES

1.3.1 Los peces como bioindicadores en toxicologia

Los peces son organismos sensibles al impacto de una mezcla compleja de
quimicos en un sistema acuatico especifico, integrando la carga ambiental a través del
tiempo y el espacio. Los contaminantes generalmente causan un amplio espectro de
efectos y respuestas en los organismos, desde el nivel sub-celular y bioquimico hasta el
comportamiento, crecimiento y reproduccién. Durante la exposicién a niveles téxicos
bajos y limitados, los peces responden a nivel sub-celular, pero cominmente pueden
compensar el efecto toxico, y su salud no se ve seriamente afectada. La exposicion
prolongada y/o severa, sin embargo, puede inducir una secuencia de cambios
estructurales y funcionales que deterioran las funciones vitales. El estrés permanente,
aunque moderado, interfiere con los procesos metabdlicos y hormonales, llevando a un
incremento en el metabolismo, inmunosupresion, disturbios en la osmoregulacion, dafios
tisulares y fracaso de la reproduccion (Chovanec y col,, 2003). Esto finalmente trae como
consecuencia la disminucién de las poblaciones de peces, asi como también cambios en la
estructura comunitaria, por ejemplo a través de la baja en la abundancia de ciertas
especies y la diversidad de la comunidad. Estos cambios poseen una alta relevancia
ecoldgica e involucran importantes alteraciones en el ecosistema acuatico.

El estudio de los mecanismos de toxicidad en peces involucra dos aspectos, su
utilizacién como organismos blanco y como modelos. Claramente, los peces son blanco de
los contaminantes ambientales, por lo que son sujetos a investigaciones para conocer los

mecanismos involucrados en la adaptacion fisioldgica y evolutiva a la exposicion a
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sustancias quimicas. Los peces también son ampliamente utilizados como modelos
animales en investigacién toxicolégica, con el objetivo de realizar extrapolaciones para
responder preguntas relacionadas a los efectos potenciales de la exposicion quimica sobre
la salud humana (Hahn y Hestermann, 2008). Varias caracteristicas de los peces los
convierten en valorables modelos en toxicologia (Ballatori y Villalobos, 2002). Por ser
vertebrados, los peces tienen una relaciéon evolutiva estrecha con los humanos,
compartiendo genes y mecanismos bioquimicos, que se han vuelto mas evidentes como

resultado de los andlisis gendmicos actuales.

1.3.2 Absorcion, metabolismo y eliminacion de sustancias toxicas en peces

Los peces estan intimamente ligados a su habitat. Respiran, osmoregulan, y
obtienen su caracter térmico en relacion al agua circundante. Ademas, el agua les sirve
como un conducto para muchos procesos vitales. Las adaptaciones estructurales y
fisiolégicas que permiten a los peces prosperar en un ambiente acuatico también se
relacionan fuertemente con las interacciones con los xenobiéticos. Los peces entran en
contacto con los contaminantes a través del contacto directo con el agua o sedimento, y
por ingestion de otros organismos ya contaminados.

La mayoria de las sustancias toxicas existen en diferentes formas (especies
quimicas) como resultado de reacciones quimicas, bioquimicas y biolégicas. Su toxicidad
no sélo depende de la concentracion en el ambiente, sino también de cémo el pez puede
absorber estas especies quimicas, y como efecttia su distribucién a todo el organismo. La
biodisponibilidad se define como la facilidad relativa con la cual una sustancia quimica es
transferida desde el ambiente a un sitio especifico en un organismo de interés (Spacie y
Hamelink, 1985).

Los xenobidticos son absorbidos por los peces a través de las branquias, piel y
tracto gastrointestinal. El camino que un quimico toma cuando es absorbido por una de
estas superficies puede ser en general descripto como: (1) transporte a través del epitelio
a la sangre, (2) incorporacion a la sangre, incluyendo unién a proteinas del plasma, (3)
transporte a través de la circulacion sistémica o disolucion libre, y (4) transporte desde la
sangre a los diferentes tejidos (Kleinow y col., 2008).

Las branquias de los peces tienen una variedad de funciones fisiologicas,

incluyendo intercambio gaseoso, osmoregulacion, excrecion de nitrégeno, y control del
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balance acido-base (Wendelaar Bonga y Lock, 2008). A causa de esto, las branquias poseen
las siguientes caracteristicas que son importantes para el intercambio de téxicos entre el
pez y el ambiente: (a) procesan grandes volimenes de agua y son irrigadas por un alto
flujo sanguineo; (b) tienen una gran superficie-area y una pequeia distancia de difusién
entre el agua y la sangre; (c) tienen un flujo contra-corriente entre la sangre y el agua que
aumenta la eficiencia de intercambio; (d) poseen sistemas bioquimicos que regulan dicho
intercambio; y (e) el mucus y condiciones de pH de las branquias puede afectar la
especiacion quimica de una sustancia en la superficie de la branquia y en el agua
adyacente (Wright y col, 1991). La ruta de absorcién de los diferentes tipos de
compuestos toxicos depende en gran parte de su coeficiente de particién octanol-agua
(Kow). Para compuestos organicos moderadamente hidrofobicos (3<K,w<6), la fraccién de
esta sustancia que puede ser removida desde el agua hacia el interior de las branquias es
alta, similar a la del oxigeno (McKim y col.,, 1985). Ya que el ED tiene un Kow = 4,5, ésta
puede ser una de las rutas de absorcion principal en los peces.

Otras rutas de absorcién menos importantes son el intestino y la piel. El tracto
gastrointestinal de los peces tiene funciones de digestién, absorciéon de nutrientes,
excrecion, y como barrera que los separa del ambiente externo. Eventos fisicos, quimicos y
bioquimicos dentro del lumen intestinal, que también involucran a los eterocitos y el
sistema vascular, determinan la forma quimica e integridad del compuesto y su
biodisponibilidad para la absorcién hacia el epitelio intestinal. Por otro lado, la piel de los
peces es una barrera fisica que separa los ambientes interno y externo. Asi, mantiene la
integridad idnica y osmotica del ambiente interno, provee protecciéon de la abrasion y
enfermedades, y participa en el intercambio de gases respiratorios. La absorcién de
compuestos téxicos desde el agua a través de la piel de los peces es mucho menos
importante que a través de las branquias, ya que posee menor superficie-area, una barrera
de difusién mas gruesa y menos permeable, y un menor transporte de agua y flujo
sanguineo (Erickson y col.,, 2008).

Una variedad de procesos actian para distribuir dentro del pez los toéxicos
absorbidos. Una parte de los compuestos pueden distribuirse a un sitio de accién (6rgano,
tejido, fluido) donde los efectos toxicos son expresados. Algunos sitios sirven como areas
de almacenaje para el quimico durante cortos o largos periodos de tiempo, mientras otros
compuestos son moviles y transitan dentro y fuera del animal (Kleinow y col., 2008). Los
tejidos con el mayor flujo sanguineo en peces son el rifidn, muasculo rojo, ciegos pildricos,

intestino, bazo e higado.
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Luego de la entrada de un quimico ambiental a un organismo, las reacciones
quimicas dentro del cuerpo alteran la estructura de la sustancia. Este proceso de
conversion metabolica se conoce como biotransformacidn, y ocurre principalmente en
tejidos y érganos como el intestino, rifidon, e higado (Landis y Yu, 1999). Puede llevar a
facilitar la excrecion, o a aumentar la detoxificacion, redistribucién, o activacion del
compuesto téxico (Newman y Unger, 2003).

El proceso de biotransformaciéon de compuestos organicos consta de dos fases, y es
catalizado principalmente por reacciones enzimaticas que alteran la estructura quimica de
compuestos lipofilicos no polares y los convierten en metabolitos polares y solubles en
agua, llevando a la detoxificacion y mas facil eliminacién del compuesto tdxico.
Desafortunadamente, esta alteracion frecuentemente crea sustancias intermediarias
reactivas (bioactivacion), que pueden ser biol6gicamente mas peligrosas que el compuesto
original. La fase I del proceso agrega o expone atomos polares al compuesto xeno- o
endobidtico, a través de reacciones de oxidacién, reduccién e hidrdlisis, y es catalizada
principalmente por el sistema enzimatico monooxigenasas del citocromo P450. Cuando la
polaridad del compuesto ha sido aumentada a través de reacciones de la fase I, la fase II
generalmente tiende a aumentar ain mas la polaridad a través de reacciones de
conjugacion de los productos de la fase I con una molécula polar endégena, llevadas a cabo
principalmente por la enzima glutation S-transferasa (GST) (Schlenk y col, 2008b).
Alternativamente, las reacciones de la fase Il pueden proteger contra la bioactivacion
enmascarando grupos funcionales (ej. aminas) expuestos a sustancias reactivas. En
conclusioén, la biotransformaciéon del compuesto original puede modificar su toxicidad,
aumentandola a través de la bioactivacion de derivados mas reactivos, o reduciéndola a
través de la inactivacion o aumento de polaridad para facilitar su excrecion (Figura 1.4).

La eliminacién a través de las branquias puede se rapida para xenobidticos
hidrofilicos, y mas lenta para los lipofilicos. Las moléculas grandes y no polares asociadas
con metabolitos pueden ser eliminadas desde el higado, a través de la bilis, y excretadas
por las heces (Barron y col,, 1990). Durante el pasaje por higado, el contaminante entra a
los sinusoides hepaticos, donde puede ser absorbido por las células del parénquima y
sufrir procesos de biotransformacién. El compuesto y sus metabolitos retornan a los
sinusoides o se incorporan a la bilis. Aquellos incorporados a la bilis pueden, al pasar por
el intestino, ser reabsorbidos repitiendo el pasaje por el higado. Esta circulacion entero-
hepatica puede incrementar la persistencia de algunos compuestos en el cuerpo e

incrementar el dafio en el higado. Por tltimo, la eliminacién renal tiende a ser importante

21



Bacchetta, Carla - 2013 -

Introduccion

para compuestos de bajo peso molecular. Involucra tres procesos: filtraciéon glomerular,

secrecion tubular activa, y reabsorcion pasiva (Newman y Unger, 2003).

Compuesto orgéanico Xenobiotico
Activacién Formacién Detoxi-
metabdlica de un ficacién
metabolito
Metabolito estable que | Metabolito
Reacciones Reacciones toxico reactivo puede estable
causar un
Fase I Fase I Detoxi- eFecto
l ficacidn téxico
Interaccién con Metabolito
Reacciones macromoléculas estable
Fase IT Efecto
téxico
directo
Efecto téxico | Excrecion
Eliminacién del compuesto

Figura 1.4 Mecanismos de biotransformacion y detoxificacién en peces (van der Oost y col., 2003).

El higado en los peces es el mayor sitio para homeostasis de aminoacidos,
regulacion de glucosa, procesamiento de lipidos, metabolismo hormonal, y produccion de
numerosos constituyentes del plasma (Hinton y col, 2001). También juega un rol
importante en la excrecién de xenobiéticos. Esta depende de la absorcién del quimico por
los hepatocitos, la formacién de secrecion biliar, y el transporte de estos compuestos hacia
la bilis. En este proceso, la biotransformacién hepatica e intestinal juega un rol importante
debido a la produccion de metabolitos aniénicos polares que pueden ser manipulados por
los mecanismos de transporte hepatico. Los procesos de biotransformacién pueden
incrementar substancialmente la eliminacion biliar de los xenobidticos incrementando su
solubilidad y creando compuestos conjugados que son substratos de sistemas de
transporte activo. Una vez secretado dentro del intestino, los conjugados biliares pueden
ser sometidos a hidrolisis, liberando el metabolito por reabsorcién y recirculacién entero-
hepatica (Schultz y col,, 2001). Este proceso modula la cantidad de metabolito eliminado
por las heces.

Los rifiones en los peces tienen dos funciones principales: balance i6nico y del
agua, y excrecion de solutos endégenos y exdgenos. El primer paso para la formacién de

orina es la ultrafiltracidn del plasma a través de la red de capilares de los glomérulos. En el
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lumen del tabulo, los solutos pueden ser reabsorbidos por el plasma o agregados al
filtrado por secrecidon de quimicos libres desde el plasma a través del epitelio renal. Dos
atributos importantes de los solutos organicos que determinan la efectividad de su
excrecién renal son: el tamafio molecular y la unién a proteinas (Miller, 1987). Los
compuestos lipofilicos, que generalmente estdn unidos a proteinas, tienden a permanecer
en el plasma y a fluir a través de los glomérulos, y pueden ser reabsorbidos en los tibulos.
Los procesos de eliminacion de xenobidticos y sus metabolitos a través de la piel
son poco conocidos. Sin embargo, los factores anatédmicos y fisiolégicos que promueven la
absorciéon de xenobiéticos a través de este oOrgano, también podrian facilitar su

eliminacion (Kleinow y col., 2008).

23



Bacchetta, Carla - 2013 -

Introduccion

1.4 BIOMARCADORES

La necesidad de detectar y evaluar los efectos de bajas concentraciones de
contaminantes ha llevado al desarrollo de un amplio rango de indicadores de exposicion y
efecto en organismos expuestos a sustancias potencialmente toxicas (Livingstone y col,,
2000; Lionetto y col.,, 2003). Estos indicadores son llamados biomarcadores y tienen la
capacidad de anticipar los cambios que podrian ocurrir a mayores niveles de organizacién
biolégica, como por ejemplo poblacién, comunidad o ecosistema (Adams, 1990). De esta
forma, los biomarcadores pueden usarse de una forma predictiva, permitiendo la
iniciacion de estrategias de biorremediacién antes de que ocurran dafios ambientales con
consecuencias ecoldgicas irreversibles. En un contexto ambiental, los biomarcadores
prometen ser indicadores sensibles que demuestran que un téxico ha ingresado en un
organismo, se ha distribuido en los tejidos, y ha provocado un efecto téxico en 6rganos
blanco. Muchas definiciones han sido dadas para el término biomarcador, el cual
generalmente es utilizado en un sentido amplio para incluir toda medida que refleja una
interaccion entre un sistema bioldgico y un peligro potencial, que puede ser quimico, fisico
o bioldgico (WHO, 1993). Segun el Committee on Biological Markers of the International
Research Council (1987) los biomarcadores son medidas en fluidos corporales, células y
tejidos que indican modificaciones bioquimicas o celulares debido a la presencia y
magnitud de un téxico o de un huésped. De un modo mas especifico, un biomarcador
puede ser definido como un cambio en una respuesta biolégica (desde respuestas
moleculares, fisiologicas, hasta del comportamiento) que pueden estar relacionadas a la
exposicion o efectos téxicos de quimicos ambientales (Peakall, 1994).

Una situaciéon de estrés causada por la exposicibn a una sustancia toéxica

desencadena una cascada de respuestas bioldgicas, cada una de las cuales sirve como
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biomarcador. Por encima de un cierto umbral (en concentracién o tiempo de exposicion)
los biomarcadores se desvian de su rango normal, llevando a la manifestaciéon de multiples
efectos a mayores niveles de organizacion bioldgica. De este modo, los biomarcadores son
considerados respuestas intermediarias entre las fuentes de contaminacién y la
ocurrencia de efectos a niveles mas altos de organizacioén biolégica (van der Oost y col,,
2003). Cuando estas respuestas son activadas, el potencial de supervivencia de los
organismos puede disminuir, ya que reduce su capacidad de llevar a cabo respuestas
compensatorias a nuevos cambios ambientales (Depledge y Fossi, 1994). La razén mas
convincente de usar biomarcadores es que éstos pueden brindar informacién sobre los
efectos bioldgicos de los contaminantes, y no sélo una mera cuantificaciéon de sus niveles
ambientales, pueden ser rapidamente detectados, y se manifiestan a bajas concentraciones

de la sustancia téxica (Schlenk y col., 2008a).

1.4.1 Indice hepato-somdtico

Los indices de condicién fisioldgica han sido utilizados por muchos afios en
acuicultura como un método simple para monitorear cambios en la salud general de los
peces. Estos indices relacionan las dimensiones fisicas de un animal o uno de sus érganos
internos, con su peso total. El indice morfométrico mas comun es el factor de condicion
(FC), expresado como peso (g)/longitud (cm); sin embargo, los indices érgano-somaticos
pueden proveer informacién mas especifica, muchas veces relacionada a la funcién del
organo en cuestion. Estos indices que relacionan la masa de un determinado 6rgano a la
masa corporal pueden relacionar directamente los efectos sobre el 6rgano blanco con la
exposicion al contaminante. El indice hepato-somdtico (IHS) relaciona el peso del higado
con el peso total de pez, y puede ser un biomarcador apropiado para identificar sustancias
hepato-tdxicas y enfermedades hepaticas (Schlenk y col., 2008a). Por ejemplo, Slooff y col.
(1983) resumen un nimero de estudios que soportan la hipdtesis de que hay una relacién
causal entre el tamafio del higado y la exposiciéon a compuestos quimicos. De modo similar,
van der Oost y col. (2003) enumera una serie de estudios que reportaron un incremento o
disminucién significativos del IHS en peces expuestos a compuestos organoclorados, as{
como también en estudios de campo. Si bien no es especifico, el IHS es un biomarcador de
bajo costo, fAcilmente cuantificable, y puede también proveer informacién sobre el estado

de las reservas energéticas de los peces.

25



Bacchetta, Carla - 2013 -

Introduccion

1.4.2 Hematologia

La sangre es el componente mas accesible de los sistemas de fluidos del cuerpo de
los vertebrados, y ha sido frecuentemente utilizado para evaluar el estatus fisioldgico de
los organismos (Schlenk y col,, 2008a) y estudiar los efectos toxicologicos en sus tejidos.
Varias modalidades de transporte de xenobiéticos contribuyen a su distribucién a través
de la circulacién sanguinea. Aunque muchos compuestos son transportados por la sangre
como formas libres disueltas, otros pueden ser transportados en asociaciéon con proteinas,
lipoproteinas, o componentes celulares (a través de uniones covalentes o no-covalentes)
(Kleinow y col, 2008). Para medir la respuesta de los organismos a los factores
estresantes del medio ambiente, los cambios en la composicién sanguinea son
ampliamente utilizados. Estos se evaltan a través de la medicién de biomarcadores como
el hematocrito, contenido de hemoglobina, conteo de glébulos rojos y blancos, y
bioquimica del plasma (Niimi, 1990; Leatherland y col,, 1998; Handy y Depledge, 1999). Si
bien estos biomarcadores no son especificos, resultan herramientas utiles para indicar
diferentes disturbios ambientales, como la presencia de metales pesados, pesticidas,
disminucién del oxigeno disuelto, etc. (Saxena y Seth, 2002; Cazenave y col., 2005; Oliveira
Ribeiro y col., 2006; Parma y col., 2007).

Los biomarcadores relacionados al sistema inmune son sumamente sensibles para
evaluar los efectos toxicos de estresores quimicos y fisicos de importancia ambiental. Esta
sensibilidad reside en las complejas interacciones que deben ocurrir para llevar a cabo la
movilizacion de este sistema. El sistema inmune comprende una red de células capaces de
una rapida proliferacion y diferenciacion, esta regulado por una variedad de factores, e
integrado con otros oOrganos y funciones. La disrupciéon de alguno de los procesos
involucrados desequilibra el balance necesario para la inmunoregulaciéon y produce una
cascada de efectos secundarios indeseados, incluyendo el compromiso de la resistencia del
organismo a enfermedades y patégenos ambientales (Carlson y Zelikoff, 2008). La
exposicion a sustancias quimicas puede, entonces, interferir en etapas criticas de la
respuesta inmune en peces, destruyendo, sensibilizando, o alterando la funcion celular (ej.
a través del bloqueo de la actividad fagocitica, induccién o inhibicién de la proliferaciéon
celular, interferencia en la formacion de células precursoras).

Como en los mamiferos, se considera que los biomarcadores relacionados al
sistema inmune en peces tienen un considerable potencial para la aplicacién en

biomonitoreo de sitios contaminados (Wester y col, 1994) y estudios de laboratorio
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(Dunier y col.,, 1994; Lemaire-Gony y col,, 1995; Sanchez-Dardon y col., 1999; Aaltonen y
col,, 20003, b). Dentro de los parametros inmunoldgicos que pueden ser utilizados como
biomarcadores en peces, se incluyen el conteo de gldbulos blancos y el conteo diferencial

de leucocitos (van der Oost y col., 2003).

1.4.3 Transaminasasy fosfatasa alcalina

Las enzimas aspartato aminotransferasa (AST), y alanino aminotransferasa (ALT)
(comunmente denominadas transaminasas) estdn relacionadas al metabolismo de
aminoacidos (Figura 1.5).

Las transaminasas constituyen un grupo de enzimas que catalizan la inter-
conversion de aminodcidos por transferencia de grupos amino. La ALT cataliza la
transferencia de grupos amino desde alanina al a-ketoglutarato para formar glutamato y
piruvato, mientras que la AST cataliza la transferencia de grupos amino desde aspartato al
a-ketoglutarato para formar glutamato y oxaloacetato. Dado que las transaminaciones son
libremente reversibles, las transaminasas pueden catalizar reacciones de catabolismo o
biosintesis de aminoacidos (Rodwell, 1997). Por otro lado, la enzima fosfatasa alcalina
(FAL) es una enzima que cataliza la hidrdlisis del enlace éster fosférico entre un grupo
organico y un grupo fosforilo, a un pH alcalino, lo que libera acido fosférico al medio
(Lehninger, 1985). Estas enzimas son indicadores sensibles de dafio celular, y su
alteracion permite la identificacion de dafio tisular en 6rganos como el higado y el rifion
(Karan y col., 1998; Peri y col.,, 2003; Begum, 2004; Borges y col.,, 2007; Ramaiah y col,,
2007). Por lo tanto, han sido utilizadas como indicadores de dafio hepatico y renal para
evaluar la toxicidad de diversos compuestos toxicos en laboratorio (Hori y col, 2006;

Sancho y col., 2009) y a campo (de la Torre y col., 2007).
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Figura 1.5 Reacciones catalizadas por las enzimas (a) alalino aminotranferasa (ALT), (b) aspartato

aminotransferasa (AST), y (c) fosfatasa alcalina (FAL) (King, 2011).

1.4.4 Estrés oxidativo

La causa mds importante de la toxicidad del oxigeno (0:) es su propensién a la
transferencia de electrones que genera intermediarios reactivos, denominados especies
reactivas del oxigeno (reactive oxygen species, ROS). Por otro lado, esta habilidad del O, de
aceptar electrones es el fundamento de su utilidad en organismos aerébicos; por ejemplo,
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una de sus funciones clave es servir como el aceptor terminal de electrones en el
transporte electrénico mitocondrial, que lleva a la produccién del adenosin trifosfato
(ATP) de alta energia (Di Giulio y Meyer, 2008). En este proceso, el O, se reduce a agua
(H20). Durante esta cadena de reacciones se producen los siguientes ROS: radical anién
superoxido (02:-), radical hidroxil (-OH) (radicales libres) y peroxido de hidrégeno (H203).
Un radical libre es cualquier especie capaz de existencia independiente que contiene uno o
mas electrones desapareados (Halliwell y Gutteridge, 2007). La existencia de electrones
desapareados tiende a hacerlos mas reactivos, aunque el rango de reactividad entre los
radicales libres es extenso; por ejemplo, O2:- es poco reactivo, mientras que ‘OH es
extremadamente reactivo y estd entre los ROS mas deletéreos encontrados en las células,
ya que reacciona indiscriminadamente con constituyentes celulares como las membranas
lipidicas, proteinas, y ADN.

Aunque el H20; no es un radical libre, es un importante ROS. Es un agente reductor
y oxidante débil. Su naturaleza neutra (no cargada) le permite penetrar las membranas
celulares; sin embargo su significado en el proceso de estrés oxidativo se relaciona a su
capacidad de servir como precursor de -OH, a través de la reacciéon de Harber-Weiss con el
02:-, que puede ser catalizada por metales de transicidn como el hierro (reacciéon de
Fenton) (Halliwell y Gutteridge, 2007). Existen otros ROS que pueden jugar roles
importantes en el proceso de estrés oxidativo, como el ozono, radicales alcoxi y peroxilo, y
especies reactivas de nitrégeno.

En este contexto, los ROS parecen ser malos, pero es importante resaltar que
también pueden jugar roles positivos. Un ejemplo es la produccién de ROS por los
neutrdfilos y macréfagos en muchos vertebrados para ser utilizados en la actividad
fagocitica.

En organismos saludables, la producciéon de ROS esta relativamente balanceada
por la actuacién del sistema de defensa antioxidante (SDA). Sin embargo, este balance no es
perfecto, lo cual deriva en la continua ocurrencia de dafio mediado por ROS. Un
antioxidante es cualquier sustancia que retrasa, previene o remueve dafios oxidativos en
moléculas blanco (Halliwell y Gutteridge, 2007). En otras palabras, el SDA tiende a
controlar los niveles de ROS, y no a eliminarlos totalmente. Esto es a causa de que el
mantenimiento de un exceso de sustancias antioxidantes tiene un costo energético alto, y
puede ser mas “econémico” reparar o reemplazar las biomoléculas dafiadas.

Como se citd en la seccion de reacciones de biotransformacion, las GST son una

familia de enzimas de la fase Il que proveen proteccién celular contra los efectos toxicos
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de una variedad de quimicos endégenos y exdgenos. Estas enzimas estan bien distribuidas
y forman aproximadamente del 2 al 4% del total de las proteinas citosoélicas en el higado.
La reacciéon mas importante catalizada por todas las isoformas de esta enzima es la
conjugacion del glutatién (GSH) (un tripéptido formado por cisteina, glutamato y glicina)
con un centro electrofilico (dtomos de carbono, nitrégeno o azufre) (Figura 1.6). Luego de
la formacién del GSH conjugado, el metabolito puede sufrir dos reacciones separadas de
desdoblamiento de aminoacidos seguidas por una N-acetilacién para formar derivados del

acido mercapturico (Schlenk y col., 2008b).

SH
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COOH o]
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Figura 1.6 Reaccion de conjugacién de un xenobiético, catalizada por la enzima glutation S-transferasa (GST)
(Townsend y Tew, 2003).

La especificidad de sustratos de esta enzima es muy amplia, incluyendo los
pesticidas. El mayor rol en el metabolismo de sustancias endégenas es la detoxificacion de
productos del estrés oxidativo derivados de la oxidacion de lipidos, acidos nucleicos y
proteinas. Asi, ademas de su funcién de proteccidon contra quimicos electrofilicos, ciertas
isoenzimas de la GST pueden catalizar la reduccién de perodxidos celulares a sus
correspondientes alcoholes, asi como conjugar aldehidos insaturados genotdxicos
endégenos formados durante la peroxidacion de lipidos de membranas. En consecuencia,
la GST es también un componente del SDA. Asi, un rol critico de la GST es la defensa contra
el dafio oxidativo y los productos oxidativos de ADN y lipidos (van der Oost y col., 2003).
La toxicidad de muchos compuestos exdgenos puede estar modulada por la induccién de
la GST. Efectos inductores de la GST en higado han sido observados en diversas especies
de peces. Por ejemplo, una aumento significativo de la GST fue observada en peces
expuestos a dioxinas, pesticidas o hidrocarburos poliaromaticos (Arnold y col.,, 1995,

Huuskoaen y col., 1996; Machala y col., 1998; Egaas y col., 1999), y en algunas especies en
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ambientes contaminados (Jedamski-Grymlas y col.,, 1995; Vigano y col.,, 1995; Beyer y col,,
1996; van der Oost y col., 1996, 1998; Pesonen y col.,, 1999).

Sin embargo, las enzimas clave para la detoxificacién de ROS son la superoxido
dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT), en conjuncién con enzimas
que proveen equivalentes reductores, como la glutatién reductasa (GR) (Figura 1.7). El
GSH juega también un rol central en el proceso de detoxificacién: no s6lo actlian como un
antioxidante sino también como sustrato de la GPx y cofactor de la GST (Hermes-Lima,
2004). El consumo de GSH debido al secuestro directo de ROS durante la actividad
antioxidante o como un co-factor de la actividad de la GPx puede generar un flujo
intracelular de equivalentes reductores con profundas consecuencias en una variedad de
procesos metabdlicos. La coenzima nicotinamida adenina dinucleétido fosfato en su
estado reducido (NADPH*) debe ser oxidada (a NADP+) para mantener los niveles de GSH
a través de la actividad de la GR. Entonces, la GPx remueve H;0; a través de la conversion
de GSH en su estado reducido al oxidado (GSSG), y la GR mantiene los niveles de GSH

reducido a través de la oxidacion de NADPH-.

2H,0+0, 4GSH NADP*
20, CAT
SOD

40, 21,0,
GP\

ATL0

GR

2 GSSG NADPH

Figura 1.7 Componentes enzimaticos y reacciones principales del sistema de defensa antioxidante en peces
(Landis y Yu, 1999).

Por otro lado, la CAT también cataliza la descomposicion de H0,, que es
metabolizado a O, y H20. En los animales, la CAT esta presente en todos los 6rganos, pero
esta especialmente concentrada en el higado. Por el contrario, el cerebro, corazén y
musculo esquelético tiene bajos niveles de esta enzima. Su localizacién intracelular es en
los peroxisomas (Halliwell y Gutteridge, 2007).

La disminucién o inactivacion de sustancias o enzimas antioxidantes, y el
incremento en la produccién intracelular de ROS son las causas principales de la
ocurrencia de estrés oxidativo. Los pesticidas pueden inducir estrés oxidativo a través de
varios mecanismos: (a) pueden ser capaces de entrar en ciclos redox, aceptando o

donando electrones a constituyentes celulares, (b) pueden secuestrar sustancias como el
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GSH, agotar sus reservas y provocar una disminucién del potencial antioxidante, (c)
pueden inactivar enzimas antioxidantes, y, finalmente, (d) pueden interferir con procesos
relacionados a la obtencidn de energia, lo cual compromete el funcionamiento del SDA
(Lushchak, 2011).

Esta situacién puede hacer que un organismo sufra dafio oxidativo en términos de
proteinas, ADN, o lipidos (Monserrat y col., 2007). Por ejemplo, los radicales libres pueden
formar uniones covalentes o actuar con grupos sulfidrilos de una variedad de
biomoléculas (como enzimas y receptores de membrana) y cambiar su estructura y
funcionalidad, asi como también producir rupturas en uno o ambos lados de las moléculas
de ADN, oxidar bases o formar aductos (Newman y Unger, 2003).

Uno de los blancos de los ROS mas estudiados son los acidos grasos
poliinsaturados (polyunsaturated fatty acids, PUFAs), que son acidos grasos que contienen
dos o mas uniones dobles carbono-carbono. De particular interés son aquellos PUFAs
asociados a las membranas celulares, incluyendo organelas como las mitocondrias,
lisosomas y reticulo endoplasmatico. En los PUFAs, los atomos de hidrogeno asociados a
carbonos saturados (hidrogenos alifaticos) adyacentes a carbonos participantes de
uniones dobles, son susceptibles de ser sustraidos por ROS (como los -:OH, RO-, ROO-). Esta
sustraccion de hidrégenos alifaticos representa la iniciacién de la peroxidacion lipidica
(lipid peroxidation, LPO); asi, la susceptibilidad de los PUFAs a sufrir LPO se incrementa
con el incremento del nimero de uniones dobles insaturadas. La iniciacién resulta en un
radical lipidico (R:), que da origen a un dieno conjugado; bajo condiciones aerdbicas
tipicas, éste reacciona con O, llevando a la formacién de un radical lipidico peroxilo
(ROO-). Este radical puede reaccionar con otro PUFA, sustrayendo el hidrégeno, y
convirtiéndose en un peroxido lipidico (LOOH), que genera otro R- capaz de reaccionar
con el Oz para llevar a la formacion de un nuevo ROO-; este proceso puede ser repetido
varias veces, constituyendo una cadena de reaccion de radicales libres, denominada
propagacién de la LPO (Figura 1.8). La cadena de LPO puede ser finalizada por la reaccion
de dos radicales lipidicos para formar un producto no radical. Ademas, la LPO puede ser
retrasada o lentificada por la accién de la sustancia antioxidante a-tocoferol. La donacién
de hidrdégenos a los ROO- por el a-tocoferol (formando radicales de baja reactividad)
resulta en la formacion de hidroperéxidos (ROOH) que formaran nuevos radicales. Esto es
reparado por la accién de las GPx que reducen los ROOH a su correspondiente alcohol

(ROH), previniendo efectivamente nuevos procesos de LPO (Di Giulio y Meyer, 2008).
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Figura 1.8 Etapas del proceso de peroxidacion lipidica (Marnett, 1999).

El efecto general mas importante de la LPO es una disminucién de la fluidez y
permeabilidad de la membrana celular, lo cual facilita el intercambio de fosfolipidos entre
las dos mitades de la bicapa lipidica, e incrementa la fuga de ciertas sustancias que no
podrian cruzar la membrana sin ayuda de canales transportadores especializados (ej.
Caz+). También tiene efectos directos sobre las proteinas constituyentes de las membranas,
dafiandolas, inactivando enzimas y canales i6nicos, y disminuyendo su movilidad lateral y
rotacional (Halliwell y Gutteridge, 2007).

Varios estudios han identificado a los niveles de LPO, asf como también la actividad
de la GR, GST y GPx como los indicadores mas sensibles de estrés oxidativo (van der Oost y
col.,, 2003). El malondialdehido, un producto de degradacién de la LPO, indica el dafio
oxidativo en lipidos (Kohen y Nyska, 2002) y puede ser utilizado como un marcador

biolégico adecuado en peces (Oakes y col., 2004; Crestani y col,, 2007; Zhang y col., 2008).

1.4.5 Utilizacion de biomarcadores en peces expuestos a Endosulfdn

Los biomarcadores se han utilizado ampliamente en estudios de toxicidad de

pesticidas en peces (Joseph y Raj, 2011). En la Tabla 1.1 se citan algunos antecedentes de

utilizacién de los biomarcadores descriptos en las secciones anteriores, en estudios de

laboratorio con diferentes especies icticas expuestas a ED.
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Tabla 1.1 Antecedentes de la medicién de biomarcadores en peces expuestos a Endosulfan.
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1.5 OBJETIVO GENERAL, HIPOTESIS Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.5.1 Objetivo general e hipétesis de trabajo

Objetivo general: Evaluar la toxicidad aguda del insecticida ED para tres especies

icticas neotropicales, y detectar cambios subletales en marcadores de estrés en peces
expuestos a una formulaciéon comercial de ED, individualmente y en mezcla con otro
pesticida. A través del cumplimiento de dicho objetivo, se pretendié ampliar la base de
datos de toxicidad del ED en vertebrados acuaticos, y evaluar la utilidad de los

biomarcadores como sistemas de alerta temprano, bajo condiciones experimentales.

Hipétesis: La exposicion a una formulacidon comercial de ED y a su mezcla con un

insecticida piretroide, desencadena una cascada de respuestas fisiolégicas en peces, que

provocan un desequilibrio en la homeostasis y la ocurrencia de efectos perjudiciales.

1.5.2 Objetivos especificos

o Evaluar la toxicidad aguda de una formulacién comercial de ED para tres especies

icticas nativas (Prochilodus lineatus, Cichlasoma dimerus 'y Piaractus

mesopotamicus).
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Evaluar efectos fisiolégicos de concentraciones subletales de ED en dichas
especies, a través de la medicién de biomarcadores morfologicos, hematolégicos,

de estrés oxidativo y marcadores de dafo tisular.

Evaluar efectos fisiologicos de concentraciones subletales de ED en combinacién
con una formulaciéon comercial del insecticida piretroide A-cialotrina (mezcla), a
través de la medicién de biomarcadores morfoldgicos, hematolédgicos, de estrés

oxidativo y marcadores de dafio tisular.
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2.1 DISENO EXPERIMENTAL

2.1.1 Caracterizacion de las especies utilizadas

Prochilodus lineatus (Pisces, Prochilodontidae) (Figura 2.1a) es la especie mas
abundante y el principal recurso de la pesca comercial en el rio Parand Medio (Rossi y col.,
2007). Ademas, el “sabalo” representa una especie adecuada para el monitoreo del medio
acuatico, ya que es un pez detritivoro y, por lo tanto, que esta en contacto con xenobioticos
a través del agua y sedimentos (Camargo y Martinez, 2006; Vanzella y col., 2007; Carvalho
y Fernandes, 2008; Cavalcante y col., 2008; Cazenave y col., 2009).

Cichlasoma dimerus (Pisces, Cichlidae) (Figura 2.1b) es un pez teledsteo
sudamericano del Orden de los Perciformes, que habita en aguas tranquilas y poco
profundas de cuencas de los rios Parana y Paraguay (Kullander, 1983). Se los denomina
vulgarmente “chanchitas” o “peinetas”. Esta especie de agua dulce se adapta facilmente a
condiciones de cautiverio y muestra caracteristicas como altas tasas de desove y
supervivencia, proporcionando un modelo apropiado para estudios de laboratorio (Rey
Vasquez y Guerrero, 2007; Pandolfi y col., 2009; Alonso y col., 2011).

El “pact” (Piaractus mesopotamicus) (Pisces, Characidae) (Figura 2.1c) es un pez
omnivoro sudamericano que habita los rios Parang, Uruguay, Paraguay y Rio de la Plata. Es
muy utilizado en piscicultura debido a su buena tasa de crecimiento en cultivos, la calidad
de su carne y las excelentes oportunidades para su comercializacién en el mercado interno

(Martinez y Wicki, 1997; Jomori y col., 2003; Garciay col., 2007).
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Figura 2.1 Ejemplar adulto de (a) Prochilodus lineatus, (b) Cichlasoma dimerus, y (c) Piaractus mesopotamicus.

2.1.2 Recoleccién y aclimatacion de los peces

Los ejemplares juveniles de P. lineatus y los ejemplares adultos de C. dimerus
fueron colectados con red de arrastre en una zona no contaminada del rio Parana (31 ° 42
'S, 60 ° 45" W), Argentina. Los ejemplares juveniles de P. mesopotamicus fueron obtenidos

del criadero “Pez Campero” (Parand, Argentina).
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Durante el traslado de los ejemplares desde los sitios de colecta hasta el
laboratorio, los mismos fueron mantenidos en tanques con aireacién constante. En el
laboratorio, se realizd6 un examen exploratorio para detectar posibles anormalidades,
enfermedades, parasitos u hongos en las areas superficiales visibles de los peces (Herman,
1990). Los ejemplares que presentaron algun tipo de anormalidad fueron separados y
descartados para su empleo en los ensayos. Antes de ser emplazados en los tanques para
aclimatacion, los peces fueron medidos con un ictiometro (longitud estandar, LE; longitud
total, LT) y pesados (peso total, Pt) con una balanza de precisién Sartorius 2100 g x 0,01 g.
Estas medidas se utilizaron para calcular el factor de condicién (FC) de los peces, como
indicador del estado general de los mismos (Tabla 2.1). El FC fue calculado segin Goede y

Barton (1990) a través de la siguiente ecuacion:

FC= Pt x 100 / LE3 Pt= peso total (g)

LE= longitud estandar (cm)

Especie n LT (cm) LE (cm) Pt (g) FC

Prochilodus lineatus 90 16+1,8 12,9+1,6 49,9+ 21,5 2,2+0,2
Cichlasoma dimerus 90 10,3+1,1 7,6+0,8 26,2 +8,7 5,8+0,5
Piaractus mesopotamicus 100 10,2 +0,7 8,1+0,5 23,9+4,4 4,5+0,3

Los valores se expresan como medias + desvio estandar

Tabla 2.1 Numero total (n) y medidas de los ejemplares utilizados en los ensayos de toxicidad (LT: longitud

total, LE: longitud estandar, Pt: peso total, FC: factor de condicién).

Durante la aclimatacion, los peces fueron mantenidos en tanques de 150 L de
capacidad durante dos semanas y fueron alimentados una vez al dia, con pellets
comerciales. La densidad de peces mantenidas en dichos tanques fue de 1g-L-1 (Parrish,
1985). La renovacion de agua y medicion de variables de calidad del agua se llevaron a
cabo de forma periddica. La etapa de aclimatacion se realizé con un fotoperiodo de 12:12 h
luz-oscuridad, y las caracteristicas del agua de ensayo fueron: temperatura 25 + 1 °C, pH

6,9 £ 0,2, y dureza total 48 + 0,1 ppmCO3Ca.
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2.1.3 Condiciones experimentales

2.2.3.1 Condiciones generales

Las soluciones de Endosulfan (ED) fueron preparadas a partir de una formulacién

comercial que contenia 35% de ingrediente activo (Zebra Ciagro®, Ciagro Argentina S.A.),

ya que el ED en este grado se emplea con frecuencia en las practicas agricolas. En la Figura

2.2 se encuentra representada la ficha técnica de la formulacion comercial de ED utilizada

en los ensayos. Las concentraciones de ED fueron calculadas en base al porcentaje de

principio activo presente en el formulado comercial, y fueron cuantificadas en el agua de

los tratamientos al inicio de cada experimento por GC-ECD, de acuerdo con la US EPA

(1989), mostrando una recuperacion del 95% del valor nominal.

INSECTICIDA

CONCENTRADO EMULSIONABLE
QQWOSK:ION:
| endosulfan: haxackro-encomesienc-bicicloheptenc-bis (oximetiieno) sufito - 35 g

l salventes y emulsionaniss, .5, 100 e’

LEA INTEGRAMENTE ESTA ETIQUETA ANTES DE UTILIZAR EL PRODUCTO
Inscripto en &l SENASA (SAGP y A} con el N° 34,181

Industria Argentina Lote N°

CONTENIDO NETO: 1 Lt. Fecha da Vancimiento:

INFLAMABLE DE 3° CATEGORIA

&iaoro..

Atuel 596 - (C1437EPH) Buenos Aires

TelFax: (011) 4912-0045/ 48

NOTA: CIAGRO S.A. no acepla ninguna responsabilidad por dafios que
pudiaran darivar del aimacenamiento ¢ aplicacion inadecuados © que no
se ajusten a las recomendaciones de uso indicados en este marbete.

GENERALIDADES:

ZEBRA CIAGROE &5 un inSechickda ofganics que Achla por Ccontactd & ingestisn v &on
aMEs tamperaluras liene accibn por inhalacidn. Controla insectos chupedonas v
masticadores an todo po de cullivo, @ incluso an wweros & Invamaculos.

PREPARACION

Warler &l producto & wWilizar an una pagueta camidad de agua. Luago de formada 1
amulsidn, agregar en al tengue del pulverizador con agua hasta la mitad y compledar al
wolumen de rabajo.

EQUIPDS, VOLUMENES Y TECNICAS DE APLICACION:

Se pusde usar aquipo fermasine yio awitn, En ambas casas s8 debe lograr una aplicacion
wnifgrme del cultivo para I cual hay que callbrar los equipns en forma comecia, Se
resomiksnda pEG 1I0grar un uso aptemo dal producto;

- Raspatar dosis indicadas

- Cabarfura corecia

- Raspalar momento da aplicacion

- Usar pastiles de cono hueco para Insecticidas pudkendn elegir antra las que ofece
mercada, Respalar |a presion oe rabago en funcicn del flujo y mmano oe gata producida
recemendade par el fabricanie, Lograr una coberiura correcia llegando a 50 a 70
gotasicr y unm GV de 50%. Evitar hacer pulverizacidn con vienlos mayores a 10 kb
- Consulte & un Ingediens AQréncma para calbrar Comaclaments s equipo

RECOMENDACIONES DE USO: Ver Cuadro Adjunis

RESTRICCIONES DE USO:

5@ BeDEran raEpetar ks siguieniss periodos Be canencia (diss desde i ONMa apkcaciin
& cosacha)

Manzana Granny Smith: 7 dias.

Para Packams Triumph: 8 dias.

Frutika: 4 dizs.

Frulsles de papila (manzan, memibrillens, peral): 14 dias.

Alcaucil, bananjena, pimsenta, repolle, lomale, melon, sandia, zapalo, zapallito y pepino:
Jdias.

Batals y papa: T dias

Brécoli, bamo y maiz dulce: 14 dias.

Arda@ y peoto: 15 dias

Pastis y cultivos forapnos: 14 diss.

Algoadn {semilla): 14 dias.

Tabaco: 5 dias.

Cultvios Dleagingscs y songo: 14 dias.

Citros cereales: 20 dias.

Florales: sin resiriccones

En caso que &l cultive o sus subproductes se destinen & |a exporacidn, debardn
concoerse al limite mamma de resideos oal pals de desting y obserdar &l pericda de
carencia qua comesponda 8 ese valor de iolerancia

COMPATIBILIDAD:

S puada combinar con la mayoria de Tungicidas, inssclicidas, herbickdas ¥ coadyuvaries
con excapcion da equalics qua flenan una maccion Tuertermanta dcida & alcalina. La
mazcla con pieirokdes para determinadas. plagas majora la accidn indiidual del producio.

FITOTOXMCIDAD:
& las doses y momentos de aplicacidn indicedos, ZEBRA CIAGROE no es fitobéxico
para los cultives recomandados.

MWEEER] cumabo [E)EIGEEENIE

Figura 2.2 Ficha técnica del formulado comercial de Endosulfan Zebra Ciagro® (Ciagro Argentina S.A.).
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Las soluciones del insecticida piretroide A-cialotrina fueron preparadas a partir de
una formulacién comercial que contiene 5% de ingrediente activo (Cilambda®, Ciagro
Argentina S.A.). Las concentraciones de A-cialotrina fueron calculadas en base al
porcentaje de principio activo presente en el formulado comercial.

Los experimentos se realizaron en acuarios de vidrio de 25 L de capacidad, en
condiciones estaticas (ensayos con P. lineatus y C. dimerus) o semi-estaticas (ensayos con
P. mesopotamicus), siguiendo las recomendaciones de la Organization for Economic
Cooperation and Development para ensayos de toxicidad con compuestos quimicos en
peces (OCDE, 1992). En los ensayos semi-estaticos el agua se renovo cada 24 horas. Al
igual que el periodo de aclimatacion, los experimentos se llevaron a cabo con un
fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad, a una temperatura de 25 * 1 °C; las caracteristicas
del agua de ensayo fueron similares a las reportadas para el agua de aclimatacién. La

alimentacidon de los peces fue suspendida 24 horas antes del comienzo de las pruebas.

2.2.3.1 Ensayos de toxicidad aguda

Para los ensayos de toxicidad aguda (96 horas), se llevaron a cabo pruebas
preliminares para establecer un rango de mortalidad y definir las concentraciones
definitivas de ensayo.

Los registros de mortalidad se realizaron cada 12 horas. La detencién del
movimiento opercular se tom6 como criterio de muerte, removiendo inmediatamente los
ejemplares muertos.

Los ensayos de toxicidad aguda consistieron en la exposicién de grupos de 5
ejemplares, a 5 concentraciones de ED, que fueron definidas segin los resultados
obtenidos en los ensayos preliminares, para cada especie (Tabla 2.2). Un grupo adicional
sirvié como control y se mantuvo en agua de red declorada. Tratamientos y control se
realizaron por duplicado (Figura 2.3). A partir de los datos de mortalidad obtenidos en
cada ensayo se calculd la concentracién letal media (CLsp), que se define como la
concentracion de una sustancia téxica que produce la mortalidad del 50% de la poblacién
expuesta (Rand y Petrochelli, 1985). La estimacion de la CLso-24, 48, 72 y 96h para cada

especie se realizé por el método computacional PROBIT.
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Especie Concentraciones de ED (ug-L™) Factor de dilucién
Prochilodus lineatus 2,2-2,8-3,5-44-5,5 0,8
Cichlasoma dimerus 14,0-15,6-17,3-19,3-21,4 0,9
Piaractus mesopotamicus 2,2-2,8-3,5-44-5,5 0,8

Tabla 2.2 Concentraciones de Endosulfan utilizadas durante los ensayos de toxicidad aguda, y el factor de

dilucién utilizado para definirlas.

Para definir las concentraciones de A-cialotrina utilizadas para el ensayo subletal
del ED en mezcla (con P. mesopotamicus), se realiz6é un ensayo de toxicidad aguda de las
mismas caracteristicas a las realizadas con el ED. Este ensayo consisti6 en la exposicion de
grupos de 5 ejemplares, a 5 concentraciones de A-cialotrina: 1,8 - 2,2 - 2,8 - 3,5 - 4,4 pg-L!
(factor de dilucién: 0,8).

12:12 @2511
MLL:%%_(%@%, BRTRE| | | SRR
oI o : L e : L e Lo Sy o aBRTe
@e‘* = e e , @g?;@”"

4 i ! 3 l 3

CONTROL

Figura 2.3 Disefio experimental de los ensayos de toxicidad aguda (T: tratamiento).

2.2.3.2 Ensayos subletales

Los ensayos de toxicidad subletal (96 horas) consistieron en la exposicion de

grupos de 5 ejemplares, a concentraciones de ED (y A-cialotrina en el caso de los ensayos

de mezcla con P. mesopotamicus) que fueron definidas segin los resultados obtenidos en

los ensayos de toxicidad aguda, para cada especie y tdxico, a través del cdlculo de
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determinados porcentajes de las CLs-96h (Figura 2.4). Un grupo adicional sirvié como
control y se mantuvo en agua de red declorada. Tratamientos y control se realizaron por
duplicado.

A las 96 horas, los ejemplares del grupo control y de cada tratamiento fueron
retirados de los acuarios, anestesiados, medidos y pesados. Después de tomar muestras de
sangre, los peces fueron sacrificados y disectados. Los anestésicos utilizados y érganos
extraidos dependieron de cada especie (Tabla 2.3). Los tejidos fueron congelados
inmediatamente en nitrégeno liquido (termo Taylor-Wharton, modelo LD 25) y
almacenados a -80 °C en ultrafreezer (Righi, modelo ULT -80/-100°C) hasta que se
llevaron a cabo las determinaciones bioquimicas.

Para el ensayo de toxicidad subletal con P. lineatus, grupos de 5 peces fueron
expuestos a las siguientes concentraciones de ED: 0 (control), 1,2 (50% CL;:-96h) y 2,4
ug-L-1 (CL;-96h); fueron anestesiados con benzocaina segiun Parma de Croux (1990). Para
el ensayo con C. dimerus, grupos de 5 peces fueron expuestos a: 0 (control), 3,4 (25% CLs-
96h) y 6,8 pg-L-t (50% CL1-96h) de ED; fueron anestesiados con benzocaina segun Vissio y
col. (2008).

El ensayo de mezcla con P. mesopotamicus consistio en la exposicion de grupos de
5 ejemplares a tres tratamientos y un control: ED (1,1 pg-L-t, 50% CL1-96h), A-cialotrina
(0,7 pg'Lt, 50% CL:-96h) y a una mezcla de ambos toéxicos (1,1 pg-L-1 ED + 0,7 pg-L-1 A-
cialotrina). El tratamiento mezcla fue definido como la adicién de las concentraciones de
ambos toéxicos individuales. Los ejemplares fueron anestesiados por inmersiéon en agua
fria durante unos segundos.

Cabe aclarar que si bien en lineas generales la metodologia se mantuvo en los
diferentes ensayos subletales, los tejidos extraidos y los biomarcadores medidos
dependieron de la especie utilizada, la disponibilidad de tejido para las determinaciones y
la puesta a punto de nuevas técnicas llevadas a cabo en diferentes etapas de la presente

Tesis Doctoral.
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Figura 2.4 Disefio experimental de los ensayos subletales. (a) Ensayos con P. lineatus y C. dimerus; (b) ensayos

con P. mesopotamicus (T: tratamiento; ED: Endosulfan; A-C: A-cialotrina).

Organo Prochilodus lineatus  Cichlasoma dimerus  Piaractus mesopotamicus
Branquias X X X
Higado/hepatopancreas X X X
Rifon X
Intestino X X
Cerebro X X X
Mdsculo X

Tabla 2.3 Organos extraidos en cada ensayo subletal.
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2.2 BIOMARCADORES

2.2.1 Indice hepato-somdtico

Se calculé el indice hepato-somatico (IHS), a través de la siguiente ecuacion (Goede

y Barton, 1990):

IHS= Pt / PHg

Pt= peso total (g)
PHg= peso del higado (g)

2.2.2 Biomarcadores hematoldgicos

La sangre fue extraida rdpidamente de la vena caudal por la diseccién del

pedinculo caudal (Reichenbach-Klinke, 1980; Roberts, 1981) (Figura 2.5), utilizando

jeringas o capilares heparinizados.

Figura 2.5 Pedtinculo caudal en los peces (Arias y col., 2010).
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El conteo de glébulos rojos (CGR) se realiz6 en una cdmara de Neubauer bajo
microscopio déptico (Nikon HFX, modelo OPTIPHOT-2), con solucidén fisioldgica para la
dilucion. Los valores de hematocrito (Ht) fueron determinados utilizando tubos capilares
que se centrifugaron a 1409 g durante 10 min (centrifuga Rolco, modelo 2036). El
contenido de hemoglobina (Hb) se midi6 por el método de la cianohemoglobina a una
longitud de onda de 546 nm en un espectrofotémetro (HACH, modelo DR 5000) (Houston,
1990). El volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobina corpuscular media (HCM) y
la concentraciéon de hemoglobina corpuscular media (CHCM) se calcularon a partir de los

indices primarios, segtin las siguientes ecuaciones:

VCM= Ht x 10 / CGR

Ht= hematocrito

HCM=Hb x 10 / CGR CGR= conteo de glébulos rojos

Hb= contenido de hemoglobina

CHCM=Hb x 100 / Ht

Se utilizaron extendidos sanguineos para el conteo de glébulos blancos (CGB) y el
conteo diferencial de leucocitos (CDL), segtin las técnicas descriptas por Tavares-Dias y de
Moraes (2007). Los extendidos sanguineos se realizaron por duplicado, y fueron tefiidos
con May-Griinwald-Giemsa y fijados con Balsamo de Canada.

El CGB se determind en relacién con el nimero de eritrocitos contados en los

extendidos, en campos seleccionados al azar y se calculé por unidad de volumen:

CGB/1= n° glébulos blancos contados x (CGR/uL/4000 glbulos rojos contados)

CGR= conteo de glébulos rojos

El CDL se realiz6 mediante la identificacion de 100 glébulos blancos en cada
extendido y el calculo del porcentaje de cada uno de los siguientes tipos: linfocitos (Li),

neutroéfilos (Ne), monocitos (Mo), eosinéfilos (Eo), baséfilos (Ba) y trombocitos (Tr).
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El plasma fue separado de la sangre total por centrifugaciéon a 1409 g durante 10
min. La concentracién de glucosa (GL) y proteinas totales (PT) se determind

colorimétricamente utilizando Kits comerciales (Wiener Lab®).

2.2.3 Transaminasasy fosfatasa alcalina

Para la extraccidn enzimatica, las muestras de higado, hepatopancreas y riiién se
homogeneizaron en buffer fosfato (pH 7,4). El homogeneizado se centrifugé a 15000 g (4
°C) durante 15 min (Hanil, modelo Mega 17R), el sobrenadante fue recogido y almacenado
a -80°C en ultrafreezer para los estudios enzimaticos.

Las actividades de la aspartato aminotransferasa (AST) (L-aspartato
aminotransferasa-2-oxaloglutarato, EC 2.6.1.1) y la alanino aminotransferasa (ALT) (L-
alanina aminotransferasa-2-oxaloglutarato, EC 2.6.1.2), se estimaron segin Reitman y
Frankel (1957). La mezcla de reaccién contenia 2 mmol - L-1 a-cetoglutarato, sustratos
especificos de la AST y ALT (100 y 200 mmol - L-1 de aspartato y alanina L-1,
respectivamente) en tampon fosfato (100 mM pH 7,4). La reaccién se inici6 mediante la
adicion de alicuotas del homogeneizado; después de 30 minutos de incubacién a 37 °C, se
adicion6  2,4-dinitrofenilhidrazina y el producto de la reaccibn se midio
espectrofotométricamente a 505 nm. La actividad de la fosfatasa alcalina (FAL)
(monoéster ortofosférico fosfohidrolasa, EC 3.1.3.1) se determind colorimétricamente
utilizando un kit comercial (Wiener Lab®). Cada muestra se midié por triplicado, y la
actividad enzimatica se calcul6 en funcién del contenido de proteinas (Bradford, 1976)

usando albimina plasmatica como estandar, y se expres6 en mU-mg prot-1.

2.2.4 Biomarcadores de estrés oxidativo

2.2.4.1 Enzimas antioxidantes

Para la extraccion enzimatica, las muestras de tejidos fueron homogeneizadas en
buffer fosfato 0,1M (pH 6,5), conteniendo glicerol 20%, acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) 1mN y dithioerythritol (DTE) 1,4 mM. El homogeneizado se centrifugé a 20000 g
(4 °C) durante 30 min, el sobrenadante fue recogido y almacenado a -80°C para las

mediciones enzimaticas.
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Las actividades enzimaticas fueron determinadas colorimétricamente. La actividad
de la glutatién S-transferasa (GST, EC 2.5.1.18) fue determinada segtin Habib y col. (1974),
usando 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) como sustrato. La actividad de la glutatién
reductasa (GR, EC 1.6.4.2) fue establecida de acuerdo a Tanaka y col. (1994). Para la
medicion de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx, EC 1.11.1.9) se sigui6 la técnica
de Drotar y col. (1985), usando H202 como sustrato. La actividad de la catalasa (CAT, EC
1.11.1.6) fue determinada segtin Beutler (1982). Cada muestra se midi6 por triplicado, y la
actividad enzimatica se calcul6 en funcién del contenido de proteinas (Bradford, 1976), y

se expres6 en mU-mg prot-1, excepto la CAT que se expres6 en U-mg prot-1.

2.2.4.2 Peroxidacion lipidica

Se determind la peroxidacién lipidica (LPO) en todos los o6rganos extraidos,
mediante la mediciéon de la formacién de sustancias reactivas al acido tiobarbitirico
(TBA), de acuerdo con Fatima y col. (2000). Esta técnica se basa en que el
malondialdehido (producto formado durante la LPO de acidos grasos poliinsaturados)
reacciona con el TBA dando un compuesto fuertemente coloreado que absorbe a 535 nm.

Los tejidos se homogeneizaron individualmente con una solucién de cloruro de
potasio 0,15 M en un homogeneizador de vidrio. Entonces, 1 ml del homogeneizado se
incubé durante 1 hora a 37 °C con agitacién continua. Posteriormente, se agregaron 1 ml
de &cido tricloroacético (TCA) 5% y 1 ml de TBA 0,67% a cada muestra. Cada vial se
centrifugd a 1409 g durante 10 min. El sobrenadante se separd y se coloco en un bafio de
agua hirviendo durante 10 minutos, se dejoé enfriar a temperatura ambiente y se midi6 en
espectrofotdmetro a 535 nm. La LPO se expres6 como nanomoles de sustancias reactivas
al acido tiobarbitutrico (TBARS) formados por hora, por miligramo de proteinas (nmol
TBARS'mg prot1). El contenido de proteina de cada muestra se determind de acuerdo a

Bradford (1976).

2.3  ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon los valores de CLso y sus correspondientes limites de confianza
(95%) para las 24, 48, 72 y 96 horas, utilizando la version gratuita del software Probit 1.5
(USEPA, 1992).
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Todos los datos se presentaron como media * error estandar. Se utilizé el
programa estadistico de uso gratuito PASW (Predictive Analytics SoftWare) Statistics. Los
datos obtenidos para los parametros bioquimicos se testearon para normalidad y
homocedasticidad con las pruebas de Shapiro-Wilks y Levene, respectivamente. Para
evaluar los cambios en los biomarcadores entre los tratamientos y el grupo control se
realizaron analisis de la varianza (ANOVA), seguido de una prueba a posteriori (Tukey).
Las variables que no cumplieron con los supuestos fueron analizadas mediante la prueba
de Kruskal-Wallis. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando

p <0,05.
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Resultados

3.1 TOXICIDAD AGUDA DEL ENDOSULFAN

Los resultados obtenidos de la concentracién letal media (CLso) del Endosulfan
(ED) para Prochilodus lineatus, Cichlasoma dimerus, y Piaractus mesopotamicus se

muestran en la Tabla 3.1.

24 h 48 h 72h 96 h
Especie
CLs, Limites CLs Limites CLso Limites CLs Limites
P. lineatus 4,1 3,7-4,5 3,9 3,6-4,3 3,7 3,341 3,7 3,34,1
C. dimerus 184 17,5-196 | 181 17,1-19,2 | 17,9 16,8-19,1 | 17,1 16,7-18,8
P. mesopotamicus N/D 4,1 3,6-4,8 3,8 3,3-4,4 3,6 3,14,1

N/D: CLsy no determinada (sin mortalidad)

Tabla 3.1 Toxicidad aguda del Endosulfan expresada como CLso (ng-L-1) a 24, 48, 72 y 96 horas de exposicién
para P. lineatus, C. dimerus'y P. mesopotamicus. Los limites (superior e inferior) corresponden a un 95% de

confianza, seguin el método PROBIT.

No hubo mortalidad en el grupo control y en la concentracién mas baja de ED
correspondiente a cada ensayo. El 100% de mortalidad se observé después de 72 (P.
lineatus), 24 (C. dimerus) y 48 horas (P. mesopotamicus), en la concentracion mas alta de

ED correspondiente a cada ensayo.
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3.2 EFECTOS FISIOLOGICOS SUBLETALES DEL ENDOSULFAN

3.2.1 Prochilodus lineatus

Los resultados mostraron que concentraciones subletales de ED produjeron

cambios en la mayoria de los parametros hematoldgicos medidos (Tabla 3.2).

Concentracién de ED (ug:L™)

Parametro Control 1,2 2,4

CGR (10°uL™) 1,64 + 0,04 1,92+0,12 * 1,63 + 0,04
Ht (%) 34,52 +1,11 34,70 +1,11 31,60 + 1,97
Hb (g-dL™) 6,56 + 0,27 7,46 0,35 5,35+0,18 *
HCM (pg) 38,53 +1,19 39,42 +1,08 32,88 +0,88 *
VCM (um®) 200,61 + 6,88 185,07 + 7,26 194,54 + 12,29
CHCM (%) 18,51+ 0,65 21,42 +0,46 * 17,40 + 0,94
CGB (L) 27401 + 3965 32520 + 5480 54656 + 9004 *
GL (gL 0,56 0,10 0,72 +0,04 0,96 + 0,07 *
PT (g-dL™) 2,60 0,06 2,26+0,11 * 1,84 +0,06 *

Los valores se expresan como medias + error estandar

*p<0.05, diferencias significativas en relacion al control

Tabla 3.2 Parametros hematoloégicos en P. lineatus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan por
96 horas. Los valores se expresan como medias # error estandar. Las diferencias fueron significativas respecto

del control cuando p<0,05.
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La concentracién mas alta de ED (2,4 pgL!) produjo una disminucion del
contenido de hemoglobina (Hb), hemoglobina corpuscular media (HCM), y proteinas
totales (PT) en plasma, y un aumento significativo del conteo de glébulos blancos (CGB) y
glucosa plasmatica (GL).

En la Figura 3.1 se muestran ejemplos de tipos morfoldgicos encontrados en los
extendidos y tomados como referencia para el conteo diferencial de leucocitos (CDL) en

las tres especies de peces analizadas.

T

Figura 3.1 Tipos morfolégicos de leucocitos. (a) Linfocitos (Li), (b) neutréfilo (Ne), (c) monocito (Mo), (d)
eosinoéfilo (Eo), y (d) trombocito (Tr).
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En P. lineatus, el CDL result6 alterado, por la ocurrencia de una mayor proporciéon
de trombocitos (Tr) y monocitos (Mo), y menor proporcion de linfocitos (Li) y neutroéfilos
(Ne) en los peces expuestos a 2,4 pg-L-t (Figura 3.2). Los basoéfilos (Ba) no se encontraron

en los extendidos, y los eosinéfilos (Eo) y Mo fueron los glébulos blancos mas raros.
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Figura 3.2 Conteo diferencial de leucocitos (CDL) en P. lineatus expuestos a diferentes concentraciones de
Endosulfan por 96 horas (Tr: Trombocitos; Mo: Monocitos; Eo Eocindfilos; Ne: Neutrofilos; Li: Linfocitos).

(*) Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.

En la concentracion mas alta, se observé un aumento significativo de los niveles de
peroxidacion lipidica (LPO) en higado, intestino y cerebro, no siendo significativas las

diferencias en los niveles en branquias, entre tratamientos y control (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Niveles de peroxidacion lipidica en (a) branquias, (b) higado, (c) intestino, y (d) cerebro de P.
lineatus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan por 96 horas. Los valores se expresan como

medias * error estandar. (*) Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.

3.2.2 Cichlasoma dimerus

Los resultados mostraron que no hubo cambios en el indice hepato-somatico (IHS)
de los peces expuestos a concentraciones subletales de ED, en comparacién con el grupo
control. Por el contrario, la exposicion a ED alteré algunos de los pardmetros
hematolégicos medidos (Tabla 3.3). Un aumento significativo de la Hb se registré sélo en
la concentraciéon mas alta (6,8 pg-L-1), mientras que un aumento de CGB se observd en
peces expuestos a ambas concentraciones de ED. El CDL también se vio afectado,
mostrando una mayor proporciéon de Ne en los peces expuestos. Los Ba no se hallaron en

los extendidos, y los Eo fueron los globulos blancos mas raros.
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Concentracién de ED (pg-L™)
Parametro Control 3,4 6,8
IHS 0.40 £ 0.06 0.39+0.04 0.29 £ 0.07
CGR (10%uL™) 2.57+0.26 2.98+0.41 2.98+0.36 *
Ht (%) 54.80 £ 2.88 54.63 £ 3.27 53.60 £ 5.07
Hb (g-dLY) 9.07 £1.29 8.00 +0.89 10.38 + 1.01
HCM (pg) 34.81 £2.85 27.02+1.87 * 34.96 £ 2.35
VCM (um3) 164.30 + 21.82 166.96 + 10.77 186.90 + 6.61
CHCM (%) 18.26 + 3.58 15.66 £ 0.24 19.24 +1.26
CGB (uL) 14816 + 5368 44257 + 600 * 40520 + 13925 *
Li (%) 94.46 £ 2.24 95.42 +£2.24 86.06 £ 11.16
Ne (%) 1.90 +1.56 0.70+£0.91 8.47+7.78 *
Eo (%) 3.45+1.92 294 +1.15 5.27 £5.90
Mo (%) 0 0.23 £0.45 0.20£0.45
Tr (%) 0.19+0.42 0.71+£0.91 0
GL (gL 0.71 £0.10 0.88 +0.06 0.99 +0.36
PT (g-dL™) 3.52 £0.79 4.14 £ 0.60 4.95+0.14

Los valores se expresan como medias + error estandar

*p<0.05, diferencias significativas en relacion al control

Tabla 3.3 Parametros hematolégicos y morfoldgicos en C. dimerus expuestos a diferentes concentraciones de

Endosulfan por 96 horas. Los valores se expresan como medias * error estandar. Las diferencias fueron

significativas respecto del control cuando p<0,05.

En los peces expuestos a 6,8 pg-L-1, se observé una disminucion en la actividad de

las transaminasas alanino aminotranferasa (ALT) y aspatarto aminotranferasa (AST) en

hepatopancreas, después de 96 horas de exposicién (Figura 3.4). Por el contrario, la

fosfatasa alcalina (FAL) se increment6 en el grupo expuesto a 3,4 pg-L-1 de ED.

En el grupo de 6,8 pg-L1, también se observé un aumento significativo de los

niveles de LPO en las branquias, hepatopancreas y cerebro, mientras que en el grupo de

3,4 pg-L-1 disminuy6 en las branquias, y aumento en cerebro (Figura 3.5).
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Figura 3.4 Actividad de la aspartato aminotransferasa (AST), alanino aminotransferasa (ALT) y fosfatasa
alcalina (FAL) en hepatopancreas de C. dimerus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan por 96
horas. Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las diferencias fueron significativas respecto
del control cuando p<0,05.
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Figura 3.5 Niveles de peroxidacién lipidica en (a) branquias, (b) hepatopancreas y (c) cerebro de C. dimerus
expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan por 96 horas. Los valores se expresan como medias *
error estandar. (*) Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3 EFECTOS FISIOLOGICOS SUBLETALES DEL ENDOSULFAN EN Piaractus
mesopotamicus, DE MODO INDIVIDUAL Y EN COMBINACION CON A-
CIALOTRINA

3.3.1 Indice hepato-somdtico
Los peces expuestos a una combinacion de ED (1,1 pg-L-1) y A-cialotrina (0,7 pg-L1)

mostraron un aumento significativo del IHS, que no se observd en los expuestos a los

pesticidas de modo individual (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Indice hepato-somatico en P. mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan
(ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan
como medias * error estandar. (*) Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.2 Biomarcadores hematoldgicos

El ED produjo cambios significativos en algunas variables hematolégicas de la serie
roja (disminuciéon de CGR y Hb), y alteracion en el CDL debido a una disminuciéon de Ne.
Por su parte, el piretroide alteré la formula leucocitaria y los parametros bioquimicos
plasmaticos (GL y PT). La mezcla de ambos pesticidas produjo un aumento de CGB, asi
como también una marcada alteracién de los componentes leucocitarios, representada

principalmente por una disminucién en el porcentaje de Li (Tabla 3.4).

Control Endosulfan (ED) A-cialotrina (A-C) ED + A-C

CGR (10%uL™) 2,15+ 0,06 1,80 +0,11 * 2,19+0,11 2,35+ 0,08
Ht (%) 38,72 +1,00 34,72 +0,94 * 38,78 £ 1,08 39,26+ 1,08
Hb (g-dL™) 7,43 +0,21 7,12 +0,28 7,54 + 0,31 7,74 + 0,25
HCM (pg) 36,10+ 0,97 38,71+ 2,89 33,49+1,45 34,30+1,23
VCcM (uma) 185,00 £ 7,33 177,08 + 11,88 173,20+ 12,19 164,06 + 10,78
CHCM (%) 19,86 + 0,69 21,14+ 0,73 19,58 + 0,69 20,14 £ 0,78
CGB (uL) 4559 + 612 4559 + 612 5417 + 524 9837 + 1030 *
Li (%) 23,73+£6,17 41,34 £ 5,86 28,81 +4,32 9,21+3,27 *
Ne (%) 50,93 + 4,89 33,23+4,83 * 35,03+7,92 * 66,22 + 8,55
Eo (%) 0,92 +0,78 1,45+ 0,68 0,35+0,17 9,45+ 2,58 *
Mo (%) 14,13 + 3,15 18,10 + 3,18 18,12 + 3,25 14,06 + 3,39
Tr (%) 6,28 £ 2,59 588+1,78 17,68 £ 5,82 * 1,06 £0,31 *
GL (gL 0,07 0,005 0,07 + 0,004 0,11+0,01 * 0,07 £ 0,01
PT (g-dL'l) 3,20+ 0,19 2,86 +0,18 2,06+0,23 * 3,43 10,26

Los valores se expresan como medias + error estandar

*p<0,05, diferencias significativas en relacion al control

Tabla 3.4 Parametros hematoldgicos en P. mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de
Endosulfan, A-cialotrina y una mezcla de ambos, por 96 horas. Los valores se expresan como medias + error
estandar. Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.3 Transaminasas y fosfatasa alcalina

Con respecto a las enzimas indicadoras de dafio tisular, no se observaron cambios
en las enzimas hepaticas de los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual. Sin
embargo, la mezcla de ambos pesticidas produjo una disminucién significativa en la
actividad de ambas transaminasas (Figura 3.7a).

En rifén sélo se observé un aumento de la AST y ALT en los peces expuestos a
ambos insecticidas de modo individual (Figura 3.7b), mientras que no se observaron

cambios en la actividad de la FAL en ninguno de los tratamientos ni 6rganos analizados
(Figura 3.8).
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Figura 3.7 Actividad de la aspartato aminotransferasa (AST) y alanino aminotransferasa (ALT) en (a) higado,

y (b) rifién de P. mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C)

y una mezcla de ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error
estandar. (*) Las diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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Figura 3.8 Actividad de la fosfatasa alcalina (FAL) en (a) higado, y (b) rifién de P. mesopotamicus expuestos a
diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de ambos (ED + A-C), por 96
horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar.
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3.3.4 Biomarcadores de estrés oxidativo

3.3.4.1 Branquias

En las branquias se observé una alteracion de la actividad de enzimas
antioxidantes en los peces expuestos a los pesticidas de modo individual y en mezcla, sin

registrarse cambios en los niveles de LPO en ninguno de los tratamientos (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Actividad de las enzimas (a) glutatién S-transferasa (GST), (b) glutation reductasa (GR), (c)
glutation peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y (e) niveles de peroxidacidn lipidica (LPO), en branquias de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las

diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.4.2 Intestino

Se registraron so6lo algunos cambios en la actividad de enzimas antioxidantes en el
intestino de los peces expuestos a los pesticidas de modo individual. Al igual que en las
branquias, se observé una disminucion de las enzimas GST y GR en la mezcla, y no hubo

cambios en los niveles de LPO en ninguno de los tratamientos (Figura 3.10).
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Figura 3.10 Actividad de las enzimas (a) glutation S-transferasa (GST), (b) glutatién reductasa (GR), (c)
glutation peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y (e) niveles de peroxidacioén lipidica (LPO), en intestino de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las

diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.4.3 Higado

En el higado, s6lo se registré una disminucion de la CAT en los peces expuestos a
ED y A-cialotrina de modo individual, mientras que en la mezcla, la actividad de la GST,

CAT y los niveles de LPO se incrementaron (Figura 3.11).
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Figura 3.11 Actividad de las enzimas (a) glutation S-transferasa (GST), (b) glutatién reductasa (GR), (c)
glutation peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y (e) niveles de peroxidacion lipidica (LPO), en higado de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las
diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.4.4 Rin6n

En el rifiéon de los peces expuestos a los pesticidas de modo individual, se
observaron cambios en la actividad de las enzimas GST, GR y GPx, sin registrarse
alteraciones en los niveles de LPO en dichos tratamientos (Figura 3.12). Por otro lado,
todas las enzimas analizadas resultaron aumentadas en el rifién de los peces expuestos a

la mezcla, asi como también aumentaron los niveles LPO.
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Figura 3.12 Actividad de las enzimas (a) glutation S-transferasa (GST), (b) glutatién reductasa (GR), (c)
glutation peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y () niveles de peroxidacion lipidica (LPO), en rifién de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las
diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.4.5 Cerebro

En general, se observd un aumento en la actividad de todas las enzimas
antioxidantes analizadas en los peces expuestos a ambos pesticidas de modo individual,
con excepcion de la GPx, que no result6 alterada. La mezcla de ambos pesticidas produjo
s6lo un aumento de la CAT. Estos cambios fueron acompafiados por un incremento en los

niveles de LPO en todos los tratamientos (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Actividad de las enzimas (a) glutation S-transferasa (GST), (b) glutatién reductasa (GR), (c)
glutatién peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y (e) niveles de peroxidacién lipidica (LPO), en cerebro de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las
diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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3.3.4.6 Musculo

Se observo un aumento significativo en la actividad de la GST y GPx en el musculo

de los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual y en mezcla. No se

observaron cambios significativos en los niveles de LPO en ninguno de los tratamientos

(Figura 3.14).
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Figura 3.14 Actividad de las enzimas (a) glutation S-transferasa (GST), (b) glutation reductasa (GR), (c)
glutation peroxidasa (GPx), (d) catalasa (CAT), y (e) niveles de peroxidacién lipidica (LPO), en misculo de P.
mesopotamicus expuestos a diferentes concentraciones de Endosulfan (ED), A-cialotrina (A-C) y una mezcla de
ambos (ED + A-C), por 96 horas (CTR: control). Los valores se expresan como medias * error estandar. (*) Las

diferencias fueron significativas respecto del control cuando p<0,05.
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4.1 TOXICIDAD AGUDA DEL ENDOSULFAN

Los valores de la concentraciéon letal media a las 96 horas (CLso-96h) del
Endosulfan (ED) para Piaractus mesopotamicus (3,6 pg-L-1), Prochilodus lineatus (3,7 pg-L-
1) y Cichlasoma dimerus (17,7 pg-L-1) se encontraron dentro del rango de valores hallados
en estudios publicados anteriormente con otras especies de peces (Tabla 4.1). La anguila
asiatica (Monopterus albus), Jenynsia multidentata y Chanos chanos parecen ser las
especies mas sensibles, con valores de CLso inferiores a los de P. mesopotamicus y P.
lineatus (Magesh y Kumaraguru, 2006; Ballesteros y col., 2007; Hii y col., 2007). Por otra
parte, Wan y col. (2005) y Pandey y col. (2006), encontraron valores superiores en
Oncorhynchus mykiss y Channa punctatus, con registros de 4,6 y 7,7 pglL?,
respectivamente.

La CLs0-96h para C. dimerus fue de 17,7 pg-L-t de ED. Téllez-Banuelos y col. (2009)
registraron valores similares para Oreochromis niloticus (12,8 pg-L-1). Esta similitud en la
sensibilidad al ED puede deberse a que ambas especies pertenecen a la Familia Cichlidae,
conocida como una familia de peces relativamente tolerantes a condiciones de estrés.
Debe considerarse que los disefios experimentales utilizados en cada estudio también
fueron similares, ya que ambos fueron en condiciones estaticas y con un formulado
comercial del ED con un 35% de principio activo. Estos valores de CLso-96h, contrastan
con los registrados por Da Cufia y col. (2011) para C. dimerus (2,6 ug-L-1), y por Kumar y
col. (2011) para Oreochromis mossambicus (3,6 pg-L1), ya que son valores marcadamente
mas bajos. Esto puede deberse a que los autores utilizaron ED en su grado técnico (95-99
% de pureza) para la realizacién de los experimentos. Se conoce que la toxicidad de una

sustancia quimica puede verse afectada por su formulacién (Pereira y col, 2009). La
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formulacién comercial de un pesticida incluye ingredientes activos de grado técnico

conocidos como “otros” ingredientes, que son considerados secretos comerciales y no son

de conocimiento publico. Alli se conocen casos donde los “otros” ingredientes han hecho la

formulaciéon comercial mas toxica que el ingrediente activo de grado técnico (Folmar y col,,

1979; Tsui y Chu, 2003; Kitulagodage y col., 2008). Sin embargo, Puglis y Boone (2011)

observaron que los ingredientes activos de grado técnico de los insecticidas B-ciflutrina,

permetrina (piretroides) y carbaril (organofosforado) fueron mas téxicos para renacuajos

que los formulados comerciales correspondientes. Como lineamiento de tareas para el

futuro, son necesarios nuevos estudios para comprender las diferencias en la toxicidad de

formulados comerciales del pesticida ED, en relaciéon al ingrediente activo de grado

técnico.

Especie Pureza (%) Sistema CLso Referencias
Monopterus albus 33 Estatico 0,4 Hii y col. (2007)

Chanos chanos 35 Semi-estatico 0,6 Magesh y Kumaraguru (2006)
Jenynsia multidentata & 35 Estatico 0,7 Ballesteros y col. (2007)
Clarias gariepinus 96 Semi-estatico 0,8 Ezemonye y lkpesu (2010)
Jenynsia multidentata 9 35 Estatico 1,3 Ballesteros y col. (2007)
Mystus vittatus 35 Estatico 2,0 Sharma y col. (2007)
Oncorhynchus mykiss 33 Semi-estatico 1,7 Capkim y col. (2006)
Cichlasoma dimerus 95 Semi-estatico 2,6 Da Cuia y col. (2011)
Macrognathus aculeatum 96 Flujo continuo 3,5 Rao y col. (1981)

Piaractus mesopotamicus 35 Semi-estatico 3,6 Presente estudio
Oreochromis mossambicus 99 Estatico 3,6 Kumary col. 2011
Prochilodus lineatus 35 Estatico 3,7 Presente estudio
Oncorhynchus mykiss 40 Estatico 4,6 Wan y col. (2005)

Channa punctatus 35 Flujo continuo 7,7 Pandey y col. (2006)
Oreochromis niloticus 35 Estatico 12,8 Tellez-Bafiuelos y col. (2009)
Cichlasoma dimerus 35 Estatico 17,7 Presente estudio

Tabla 4.1 Concentracion letal media a las 96 horas (CLs0-96h, pg-L-1) del Endosulfan para diferente especies

de peces.

Las diferencias en la toxicidad del ED en varias especies icticas, puede deberse a

varios factores, tales como las diferencias en la sensibilidad del sitio de accidn, los

sistemas de detoxificacidn, el contenido de lipidos y el tamafio de los peces. Los procesos
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metabolicos determinaran la cantidad de sustancia téxica disponible para la interacciéon
con los tejidos blanco (Chambers y Carr, 1995). Por ejemplo, los insecticidas
organoclorados suelen ser altamente lipofilicos y suelen mantenerse fuera de circulacién
almacenandose en los depositos y tejidos con alta concentracién de lipidos. A pesar de que
el ED es menos lipofilico que otros organoclorados (como el DDT, PCBs), Ballesteros y col.
(2007) encontraron valores mas bajos de CLso en machos de J. multidentata, atribuido por
los autores al mayor contenido de lipidos en hembras de esta especie. Otros factores
conocidos que afectan la toxicidad del ED en organismos acuaticos son: la temperatura,
salinidad, etapa del ciclo de vida del organismo, y las condiciones experimentales (Naqvi y
Vaishnavi, 1993).

La estructura quimica y caminos metabdlicos pueden ser determinantes
importantes de la toxicidad de los pesticidas. El ED de grado técnico es una mezcla de los
isdmeros a- y B-endosulfan, en una proporciéon de 02:01-07:03. La biotransformacién de
ambos isomeros se produce en el higado, a través de la oxidacidn del citocromo P450 (Lee
y col., 2006). Esta via metabdlica conduce a la formacién de endosulfan sulfato (ENS), el
producto principal de la biotransformacién de los dos isomeros en los organismos
acuaticos (Wan y col,, 2005). De todos los metabolitos del ED, el ENS parece ser el que se
acumula en los peces, principalmente en higado y rifiones. Berntssen y col. (2008)
encontraron una formacion relativamente baja de este metabolito y mayor proporcién de
a- y B-endosulfan en musculo de Salmo salar expuestos a ED a través de la dieta durante
92 dias. Carriger y col. (2010) llevaron a cabo un ensayo agudo de toxicidad en dos peces
autodctonos del sur de Florida expuestos a ENS. Se encontraron valores de CLso-96 h de 2,1
y 2,7 pug'Ll para Heterandria formosa y Gambusia affinis, respectivamente, mostrando
concentraciones letales similares a las reportadas para el ED de grado técnico.

Segun los datos obtenidos sobre la toxicidad aguda del ED en P. mesopotamicus, P.
lineatus y C. dimerus, puede concluirse que este insecticida en altamente toxico para dichos
peces neotropicales, al igual que para otras especies icticas (US EPA, 2002). Ademas, es
importante destacar que las concentraciones ambientales detectadas en cuerpos de agua
de Argentina exceden los valores de CLso hallados, por lo que puede suponerse que existe

un peligro potencial que amenaza la integridad de las poblaciones de estas especies.
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4.2 EFECTOS FISIOLOGICOS SUBLETALES DEL ENDOSULFAN.
EXPERIMENTOS CON Prochilodus lineatus Y Cichlasoma dimerus

4.2.1 Indice hepato-somdtico

El indice hepato-somatico (IHS) puede reflejar demanda de energia metabdlica y
estatus nutricional de corto plazo, y puede ser considerado un indicador general de la
salud de un organismo, sensible a los efectos téxicos de contaminantes ambientales
(Everaarts y col,, 1993; Almeida y col.,, 2005), particularmente pesticidas (Monteiro y col,,
2006; Sancho y col,, 2009; Thomaz y col., 2009). Luego de la exposiciéon de C. dimerus a
concentraciones subletales de ED, el IHS no resulté alterado. A pesar de que el valor
promedio del IHS fue menor en los ejemplares expuestos a 6,8 pg-L-1, esta reduccion no fue
estadisticamente significativa. Coimbra y col. (2007) y Berntssen y col. (2010)
encontraron una disminucion significativa en el IHS del salmén del Atlantico y de la tilapia
del Nilo expuestos por 16 a 35 dias a ED, a través de la dieta. Por otro lado, Salvo y col.
(2008) observaron una reducciéon en este indice en Cyprinus carpio expuestos a ED
durante 15 dias, la cual fue explicada por una disminucién en el glucégeno hepatico.
Contrariamente, no se observaron cambios en el IHS en Danio rerio expuestos a
concentraciones subletales de ED por 14 y 28 dias (Velasco-Santamaria y col., 2011). La
ausencia de una respuesta marcada en C. dimerus podria deberse a diferencias en la

duracidn y ruta de exposicion del ED.
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4.2.2 Hematologia

Pardmetros hematolégicos, como el conteo de glébulos rojos (CGR) o blancos
(CGB), asi como también los indices derivados, han sido considerados buenos indicadores
de toxicosis en peces luego de la exposicibn a insecticidas organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretroides (Singh y Srivastava, 2010). Por tratarse de
componentes sanguineos esenciales, la concentracién de glébulos rojos y blancos es
mantenida dentro de limites definidos para cada especie de pez, a menos que se produzca
un disturbio en el balance entre su produccién y eliminaciéon causado por procesos
patolégicos.

Los parametros hematolégicos en los peces del grupo control se hallaron dentro
del rango de valores normales previamente descriptos por Parma de Croux (1994) para P.
lineatus, y por Rey Vazquez y Guerrero (2007) para C. dimerus. Concentraciones subletales
de ED tuvieron efectos adversos sobre los biomarcadores hematolégicos en P. lineatus,
principalmente en la concentraciéon mas alta (2,4 pg-L-1). Luego de 96 horas de exposicion,
el contenido de hemoglobina (Hb) y volumen corpuscular medio (VCM) disminuyeron
significativamente en los peces expuestos. En estudios previos se observo una disminuciéon
del CGR, hematocrito (Ht) y Hb en peces expuestos a ED durante 96 horas (Shafig-ur-
Rehman, 2006; Hii y col,, 2007; Kumar y col,, 2011). En P. lineatus, Parma y col. (2007) y
Simonato y col. (2008) reportaron resultados similares después de la exposicién a
cipermetrina y diesel, respectivamente, y concluyeron que los peces presentaban un
cuadro de anemia causado por la exposicion a dichas sustancias toéxicas. En peces
expuestos al insecticida organofosforado clorpirifos, también fue observada una
disminucién de la Hb luego de 24 horas de exposicion. Los autores argumentan que dicho
cambio puede deberse a la rdpida oxidacién de la Hb a metahemoglobina, o a la liberacién
de radicales del oxigeno provocada por el estrés toxico (Ramesh y Saravanan, 2008).

Por el contrario, C. dimerus expuestos a 6,8 pg-L-! mostraron mayores valores de
Hb que los controles, lo que podria representar un aumento de la necesidad de transporte
de oxigeno como resultado de los procesos de aclimatacion al toxico. Petri y col. (2006)
también encontraron un aumento de la Hb y hemoglobina corpuscular media (HCM) en S.
salar expuestos a concentraciones subletales de ED por 96 horas. Pimpao y col. (2007)
observaron cambios similares en Ancistrus multispinis expuestos a deltametrina. Estos
autores sostienen que un aumento en parametros sanguineos como la Hb, puede estar

relacionado al mecanismo de neurotoxicidad de los piretroides. Al igual que estos
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insecticidas, el ED inhibe los canales GABA, lo cual resulta en una estimulacion excesiva del
sistema nervioso central. Esta sobre-estimulacién puede producir cierto grado de hipoxia
en tejidos periféricos, y 1a consiguiente compensacion a través del aumento del transporte
de oxigeno desde la sangre.

Los pesticidas son fuertes inmuno-moduladores, que expresan sus efectos, ya sea
por la inmunosupresién o inmunoestimulacién (Bhattacharya, 2001). Los efectos del ED
sobre la respuesta inmune de los peces han sido previamente estudiados. Por ejemplo, la
exposicién a concentraciones subletales de este insecticida disminuy6 significativamente
la actividad fagocitica en la tilapia del Nilo (Girén-Pérez y col., 2008) y el CGB en M. albus 'y
0. mossambicus (Hii y col., 2007; Kumar y col., 2011). Por el contrario, en P. lineatus y C.
dimerus expuestos a ED se observé un aumento significativo del CGB, lo que evidencia
inmuno-estimulacién. Una respuesta inmunoldégica similar fue observada por Téllez-
Bafiuelos y col. (2009), quienes registraron una activacioén de los macrofagos en el bazo de
peces expuestos a ED. La leucocitosis reportada en estos estudios puede ser atribuida a
una mayor movilizacién de leucocitos para proteger el cuerpo contra posibles infecciones
en los tejidos dafiados por el insecticida. Otros autores argumentan que un incremento en
el CGB en peces expuestos a insecticidas refleja un estado general de toxicosis, que deriva
en un deterioro de los mecanismos de defensa (Dutta y col., 1992; Ramesh y Saravanan,
2008).

El conteo diferencial de leucocitos (CDL) mostré que los linfocitos (Li) fueron los
glébulos blancos mas frecuentes en la sangre de P. lineatus y C. dimerus, resultados que
coinciden con los obtenidos para otras especies de peces (Palikova y col., 1999; Ranzani-
Paiva y col, 2003; VeliSek y col,, 2009). Los Li en peces han sido considerados como
inmunocompetentes y, por lo tanto, son responsables de la produccién de anticuerpos en
reacciones inmunoldgicas (Singh y Srivastava, 2010). Los porcentajes de Li y neutroéfilos
(Ne) disminuyeron significativamente en P. lineatus expuestos a ED. Por el contrario, hubo
un aumento en el porcentaje de monocitos (Mo) y trombocitos (Tr), mientras que los
eosindfilos (Eo) se mantuvieron sin diferencias significativas, respecto al grupo control.
Los resultados obtenidos en P. lineatus concuerdan con los encontrados por Shafiq-ur-
Rehman (2006) en carpas (Cyprinus carpiovar specularis) expuestas a ED. Mazén y col.
(2002) registraron un descenso significativo de Li y un aumento de Mo en Prochilodus
scrofa expuesto a cobre, pero los Tr se mantuvieron sin cambios. Los Tr son comparables a
las plaquetas de la sangre de mamiferos y actian en la coagulacién sanguinea, mientras

que los Mo son los precursores y funcionan como macréfagos (Takashima y Hibisha,
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1995). Puede sugerirse que los pesticidas desencadenan una movilizaciéon rapida del
sistema hematopoyético y los peces modifican el tiempo de coagulaciéon de la sangre
mediante el aumento de la cantidad de Tr circulantes (Agrahari y col., 2006). Un gran
numero de estos globulos blancos puede reducir el tiempo de coagulacién y prevenir la
pérdida de sangre por hemorragias (Mazo6n y col., 2002). Esto fue corroborado por Adedeji
y col. (2009), quienes reportaron un aumento significativo en el porcentaje de Tr,
acompafiado por una aceleraciéon del tiempo de coagulacion en peces expuestos al
insecticida diazinon. Los Mo fagocitan no s6lo materiales extrafios, como bacterias, sino
también las células muertas. Puede sugerirse que la migracion de Mo en los peces
expuestos a ED se debe a procesos inflamatorios en los tejidos dafiados.

Por otro lado, en C. dimerus se observé una disminucion del porcentaje de Ne en
los peces expuestos a ED, mientras que los Li, Eo, Mo y Tr permanecieron sin cambios. La
liberacion de glucocorticoides durante situaciones de estrés estimula la afluencia de Ne en
la sangre desde la médula 6sea (neutrofilia) y la salida de los mismos desde la sangre a
otros compartimentos (Bishop y col,, 1968). Esta respuesta también fue observada en P.
lineatus expuestos a una formulaciéon comercial del herbicida glifosato durante 96 horas
(Modesto y Martinez, 2010).

Cambios en los pardmetros relacionados a la bioquimica plasmatica sélo fueron
observados en los ejemplares de P. lineatus expuestos a ED. Estos cambios consistieron en
un aumento de los niveles de glucosa (GL) y una disminucion de las proteinas totales (PT)
en plasma. Resultados similares fueron hallados por Kumar y col. (2011) en tilapias
expuestas a ED durante 96 horas. Un aumento de la GL en la sangre refleja una respuesta
de estrés a una variedad de condiciones ambientales. Esto también se ha observado en P.
lineatus expuestos a otros pesticidas (Winkaler y col., 2007; Langiano y Martinez, 2008;
Pereira Maduenho y Martinez, 2008) asi como también en ejemplares de esta especie
colectados en sitios contaminados (Cazenave y col., 2009). Sastry y Siddiqui (1983) han
informado una disminucién en los niveles de GL en C. punctatus después de 30 dias de
exposicién al ED. Es probable que un aumento del tiempo de exposiciéon produzca cambios
en el metabolismo de los hidratos de carbono, o derive en el uso de otros tipos de sustrato
para asistir la demanda de energia provocada por el estrés toxicoldgico. La hiperglucemia
es principalmente mediada por la accién del cortisol que estimula la gluconeogénesis
hepatica y detiene la absorcion de azicar periférica (Jobling, 1995). Sin embargo, estudios
in vivo han demostrado una disminucién en los niveles de cortisol en plasma de los peces

expuestos a concentraciones subletales de ED (Thangavel y col., 2010). Dorval y col.
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(2003) observaron los mismos resultados en células de rifidn de trucha arco iris expuestas
in vitro a ED. No obstante, se han observado aumentos de la GL en la sangre aun cuando la
secrecion de cortisol se altera. Trenzado y col. (2003) sugieren que un aumento de la
glucosa puede ser atribuido a un mecanismo diferente, no vinculado al cortisol. En este
sentido, se ha demostrado que las catecolaminas también pueden aumentar los niveles de
azucar en sangre (Wagner y col., 2003). Por lo tanto, se necesitan mas estudios para
explicar el mecanismo que conduce a un aumento de los niveles de glucosa inducida por el
ED. Por otro lado, las PT del plasma en P. lineatus disminuyeron significativamente en
ambos tratamientos de ED. Resultados similares se han reportado en peces expuestos a
otros agroquimicos (por ejemplo, Glusczak y col., 2006; Sweilum, 2006; John, 2007). Una
reduccion de esta naturaleza puede estar relacionado con una disminucién de la sintesis

de proteinas en el higado (Joseph y Raj, 2011).

4.2.3 Transaminasasy fosfatasa alcalina

Las enzimas aspartato aminotransferasa (AST) y alanino aminotranferasa (ALT),
cominmente denominadas transaminasas, son enzimas que intervienen en el
metabolismo de los aminoacidos, y cambios en sus niveles pueden indicar dafio hepatico y
renal (Karan y col., 1998; Begum, 2004; de la Torre y col., 2005, Borges y col., 2007). En el
ensayo con C. dimerus, la actividad de las enzimas AST y ALT en hepatopancreas se redujo
significativamente en los peces expuestos a la mayor concentraciéon de ED, que
probablemente estd relacionado con una cit6lisis y liberaciéon de estas enzimas hacia la
sangre. Rao y col. (2006) observaron una disminucién de las transaminasas en higado de
peces expuestos a un insecticida organofosforado, acompafiada por un aumento de estas
enzimas en plasma, lo cual indicaria la utilizacién de aminoacidos para oxidacién o
glucogénesis.

La fosfatasa alcalina (FAL) es una enzima de origen hepato-biliar y muestra una
baja actividad en el tejido hepatico normal (Ramaiah y col,, 2007). La actividad de la FAL
aumento significativamente en hepatopancreas de C. dimerus expuestos a 3,4 pg-L-1 de ED.
Esta respuesta fue observada también por Peri y col. (2003), luego de la exposicion de esta
especie a diferentes concentraciones de efluentes de papeleras. Por lo general, elevados
niveles de FAL se observan como resultado de una mayor actividad osteoblastica o debido

a procesos de obstruccidn biliar (Jyothi y Narayan, 1999). Bhavan y Geraldine (2001)
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encontraron resultados similares en el camar6n de agua dulce Macrobrachium

malcolmsonii expuestos a ED durante 21 dias, a una concentracion de 0,032 pg-L-1.

4.2.4 Estrés oxidativo

El papel de los lipidos como componentes celulares destaca la importancia de
comprender los mecanismos y las consecuencias de la peroxidacién lipidica (LPO) en los
sistemas biolégicos (Kelly y col., 1998). Los contaminantes quimicos, como los pesticidas,
son una fuente importante de especies reactivas del oxigeno (ROS) en los organismos
vivos (Valavanidis y col, 2006), y se ha demostrado que son capaces de alterar el
equilibrio celular redox por diferentes mecanismos (Franco y col,, 2009). Algunos autores
sugieren que el ED induce dafio oxidativo a través de la generacién de ROS. Cuando las
células de Saccharomyces cerevisiae (hongo unicelular tipo levadura) fueron expuestas a
250 mM de ED, la generacién de ROS se increment6 410% en comparacioén con el grupo
control, lo que resultd en un aumento de la LPO (Sonh y col, 2004). Ademas, Téllez-
Banuelos y col. (2009) reportaron un aumento en la produccion de ROS, la fagocitosis y
LPO en macrdéfagos de tilapia del Nilo expuestos a ED. El exceso de ROS es contrarrestado
por las enzimas antioxidantes para evitar el estrés oxidativo y dafio celular. Sin embargo,
es probable que el deterioro del sistema antioxidante, observado en las células renales de
trucha arco iris expuestas in vitro a ED, afecte la capacidad de las células para defenderse,
produciendo estrés oxidativo (Dorval y col., 2003).

En el presente estudio, se observé un aumento significativo de la LPO en higado,
intestino y cerebro de P. lineatus expuestos a concentraciones subletales de ED, mientras
que no hubo cambios en los niveles de LPO en branquias. Por otro lado, un aumento
significativo en este parametro se observd en hepatopancreas, branquias y cerebro de C.
dimerus.

El higado, asi como también el hepatopancreas, son 6rganos blanco potenciales
para la accién toxica de los pesticidas, ya que durante los procesos de biotransformacion
aumentan los radicales libres liberados en las reacciones redox con metales de transiciéon
y radicales libres de origen organico (Winston y Di Giulio, 1991). Ballesteros y col. (2009b)
encontraron un aumento de LPO en higado de J. multidentata expuestos a este pesticida,

mientras que no se registraron cambios en el intestino. P. lineatus es un pez detritivoro
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con un sistema digestivo complejo (Sverlij y col., 1993), lo que puede convertir al intestino
en un 6rgano blanco susceptible a estrés oxidativo.

El aumento en los niveles de LPO en branquias de C. dimerus también ha sido
reportado por Pandey y col. (2001) y Atif y col. (2005) en Channa punctata expuestos a ED,
asi como también en otros peces expuestos a insecticidas organofosforados (Monteiro y
col,, 2006; Orug y Usta, 2007). En los peces, las branquias son érganos blanco sensibles por
su gran area de intercambio entre los entornos externo e interno (Wendelaar Bonga y
Lock, 2008). El estrés oxidativo en las branquias puede conducir a un deterioro de las
funciones vitales, tales como el intercambio de gases, la regulacion de iones y excrecion de
nitrégeno. Ademas, el aumento en la Hb en la sangre de C. dimerus refuerza la hipotesis de
un deterioro de la capacidad respiratoria de los peces expuestos.

Como se observa en lo citado anteriormente, en ambas especies se registr6 un
aumento de los niveles de LPO en el cerebro de los peces expuestos a ED. Estos resultados
coinciden con los encontrados por Shafiq-ur-Rehman (2006) y Ballesteros y col. (2009b)
en peces expuestos a concentraciones subletales de ED durante 96 horas. De acuerdo a
Matés (2000), el cerebro es especialmente sensible al dafio oxidativo. A pesar de la elevada
tasa de producciéon de ROS, una alta tasa de metabolismo oxidativo y abundancia de PUFAs
en la membrana celular, el cerebro tiene un sistema relativamente débil de defensa

antioxidante.
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4.3 EFECTOS FISIOLOGICOS SUBLETALES DEL ENDOSULFAN EN Piaractus
mesopotamicus, DE MODO INDIVIDUAL Y EN COMBINACION CON A-
CIALOTRINA

4.3.1 Indice hepato-somdtico

Los peces expuestos a una combinacion de ED (1,1 pg-L-1) y A-cialotrina (0,7 pg-L1)
mostraron un aumento significativo del IHS, que no fue observado en los expuestos a los
toxicos individuales. El incremento del tamafio del higado, que deriva en un aumento del
[HS, puede ser causado por procesos histolégicos como la hiperplasia (aumento en el
numero de células) o hipertrofia (aumento del tamafio celular), y puede aumentar la
capacidad del 6rgano de transformar xenobiéticos (Martin y Black, 1998; Almeida y col,,
2005). Slooff y col. (1983) resumen un numero de estudios, que soportan la hipétesis de
que hay una relaciéon causal entre el agrandamiento del higado y la exposicién a
compuestos quimicos. Basados en andlisis bioquimicos e histologicos, estos autores
concluyeron que el aumento en el IHS en peces colectados en areas contaminadas fue
causado principalmente por la hipertrofia de los hepatocitos. Los resultados obtenidos en
el presente estudio coinciden con los encontrados por Arnold y col. (1995), quienes
observaron un aumento del [HS en O. mykiss expuestos a una mezcla de ED y el insecticida
organofosforado disulfoton. Por ultimo, dicho cambio fue también observado en peces
expuestos a mezclas ambientales complejas de compuestos organoclorados (Gadagbui y

Goksgyr, 1996).
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4.3.2 Hematologia

Si bien en P. mesopotamicus no se observaron cambios en la Hb e indices
hematimétricos derivados, si se produjo una disminucion significativa del CGR y Ht en los
peces expuestos a ED de modo individual. Estudios anteriores reportaron una disminucién
de estos biomarcadores en peces expuestos a concentraciones subletales del insecticida
durante diferentes periodos de tiempo (Chandrasekar y Jayabalan, 1993; Shafig-ur-
Rehman, 2006; Hii y col.,, 2007; Velasco-Santamaria y col.,, 2011). Una respuesta similar de
los parametros hematoldgicos fue registrada por Tavares-Dias y col. (2002) en P.
mesopotamicus expuestos a varias aplicaciones de sulfato de cobre. Kumar y col. (2011)
también observaron una disminucién del CGR en tilapias expuestas a ED, y argumentan
que la exposicién aguda causa un estado de anemia en los peces, debido al poder
hemolitico del ED sobre las membranas de los glébulos rojos. Otros autores opinan que
una disminucion del CGR puede ser atribuido a una reduccién en la vida media de los
glébulos rojos y/o a un efecto supresor del insecticida en los tejido hematopoyéticos, que
resulta en el fracaso de la produccién de células sanguineas (Adedeji y col., 2009).

Con respecto a los peces expuestos a 0,7 pg-L-! del insecticida A-cialotrina de modo
individual, los cambios observados estuvieron relacionados principalmente a la
bioquimica plasmatica, ya que la exposicién al piretroide produjo un aumento significativo
de los niveles de GL y una disminucién de las PT. Estudios anteriores reportaron
resultados similares en peces expuestos a los piretroides cipermetrina y bifentrin (Borges
y col, 2007; Velisek y col,, 2009). Estos cambios en los niveles de GL y PT en plasma
observados en P. mesopotamicus expuestos a A-cialotrina, también fueron observados en P.
lineatus expuestos a ED. Las posibles causas de la ocurrencia de dichas alteraciones ya
fueron discutidas en la Seccion 4.2.2.

En los peces expuestos a la mezcla de ambos pesticidas se observé un aumento del
CGB, cambio que no fue observado en los expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual.
Como se expuso anteriormente, concentraciones subletales de ED son capaces de inducir
una respuesta del sistema inmune en peces, como la observada en P. lineatus y C. dimerus
en el presente estudio. Sin embargo, otros resultados son opuestos a los observados para
estas especies (Hii y col,, 2007; Kumar y col., 2011). Las respuestas observadas en peces
expuestos a piretroides, tampoco son completamente consistentes, observandose efectos
diversos en el CGB (Velisek y col., 2007, 2009; Borges y col., 2007; Pimpao y col., 2007). Es

probable que el aumento de este biomarcador en P. mesopotamicus expuestos a la mezcla
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de ED y A-cialotrina, sea debido a la adicién de ambas concentraciones de los insecticidas,
que de forma individual no alcanzaron a tener efectos significativos en los peces
expuestos.

El CDL en los ensayos con P. mesopotamicus no mostraron tendencias claras
relacionadas a la exposicién individual o a la mezcla de ambos pesticidas. Los Ne fueron
los glébulos blancos mas frecuentes en los ejemplares del grupo control. En los peces
expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual, se observé una disminucion significativa
de estos glébulos blancos, que no fue registrada en los expuestos a la mezcla. Esta
respuesta también fue observada en C. dimerus expuestos a 6,8 pg-L-l de ED, y su
significado fisiologico ya fue discutido en la Secciéon 4.2.2. Si bien no se cuenta con
antecedentes del efecto de pesticidas en el CDL de P. mesopotamicus, si se observo una
disminucién del porcentaje de Ne en esta especie luego de la exposicién a 50 mg-L de
sulfato de cobre (Tavares-Dias y col., 2002).

En los peces expuestos a la mezcla de ED y A-cialotrina, se registraron una
disminucién del porcentaje de Tr y Li, y un aumento de los Eo. Varios estudios reportaron
estos cambios en peces expuestos a diferentes tipos de pesticidas (Kumar y col,, 1999;
Chandrasekara y Pathiratne, 2005). Adedeji y col. (2009) sostienen que una estimulacién
prolongada del sistema inmune causada por la exposicién a insecticidas resulta en el
desarrollo de linfopenia, acompafiado por un incremento en el nimero de Ne y Eo. Este
estado condiciona drasticamente la capacidad de los peces de reaccionar ante, por
ejemplo, parasitos o enfermedades provenientes del ambiente.

Los procesos de sinergismo y antagonismo de mezclas de compuestos organicos
son complejos, y no se cuenta con antecedentes de estudios que evalien variables
hematoldgicas en organismos expuestos a mezclas de pesticidas, aunque si pueden citarse

trabajos con mezclas de metales (ej. Firat y Kargin, 2010)

4.3.3 Transaminasasy fosfatasa alcalina

Se produjo un aumento en la actividad de las enzimas AST y ALT en el rifién de P.
mesopotamicus expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual, respuesta que no fue
observada en los expuestos a la mezcla de ambos pesticidas. Estos resultados coinciden
con los obtenidos por Poleksic y Karan (1999) y Rao y col. (2006), quienes hallaron un

aumento de la actividad de ambas transaminasas en el rifion de peces expuestos a
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pesticidas. Estas enzimas son indicadores sensibles de dafio celular, y un aumento de su
actividad es indicador de problemas hepaticos (Karan y col., 1998; Begum, 2004; Borges y
col,, 2007; Ramaiah y col., 2007).

Luego de 96 horas de exposicion a la mezcla de pesticidas, los peces mostraron una
disminucién significativa en los niveles de ambas transaminasas hepaticas. Aunque esta
respuesta no fue observada en los peces expuestos a los toxicos de modo individual,
coincide con lo hallado en hepatopancreas de C. dimerus expuestos a 6,8 pg-L-1 de ED. La
inhibicién de las transaminasas se ha observado anteriormente en peces expuestos al
herbicida 2,4-D, al insecticida Folidol, y a nonilfenol (Oruc y Uner, 1999; de Aguiar y col,,
2004; Bhattacharya y col,, 2008), aunque algunos autores han reportado niveles elevados
de transaminasas hepaticas como consecuencia de la exposicidon a pesticidas (Philip y
Rajasree, 1996; David y col., 2004; Crestani y col., 2006; Sancho y col., 2009, 2010).

La FAL no resulto alterada en ninguno de los tratamientos ni érganos analizados. Si
se consideran los resultados obtenidos, puede concluirse que las transaminasas parecen

ser mas sensibles a la presencia de pesticidas que la FAL.

4.3.4 Estrés oxidativo

4.3.4.1 Branquias

En las branquias de P. mesopotamicus se observo) una alteracion en la actividad de
enzimas antioxidantes de los peces expuestos a los pesticidas de modo individual y en
mezcla, sin registrarse cambios en los niveles de LPO en ninguno de los tratamientos.

Uno de los cambios observados consistié en el aumento de la actividad de las
enzimas glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) en los expuestos a ED de modo
individual, que no fue observado en los expuestos a A-cialotrina o a la mezcla de ambos
pesticidas. Otros estudios reportaron un aumento en la GPx y otras enzimas antioxidantes
en branquias de peces expuestos a ED por 24 horas, aparentemente con el fin de proveer
proteccion contra posibles dafios causados por ROS (Pandey y col., 2001; Atif y col., 2005).
Sin embargo, en estos estudios, el aumento de la GPx fue acompafiado por una
disminucién de la CAT, resultado opuesto al obtenido en el presente estudio.
Contrariamente, Kumar y col. (2011) observaron un aumento de la actividad de la CAT en
peces expuestos a ED por 96 horas. Estos autores argumentan que la CAT resultd ser la

enzima antioxidante mas sensible y con el mayor poder protector contra el dafio oxidativo
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en branquias de 0. mossambicus. Segun Zhang y col. (2004), la enzima GPx juega un papel
importante contra la LPO, debido a que esta involucrada principalmente en la remocién de
perdxido de hidrégeno (H20:) de origen organico, protegiendo las membranas del dafio
causado por la oxidacion. Esta observacion sugiere que la funciéon principal de
detoxificacion de la GPx es la terminacion de la cadena de propagacién de la LPO (van der
Oost y col,, 2003). En este contexto, el aumento de esta enzima en las branquias puede
reflejar un mecanismo de defensa antioxidante efectivo, ya que no se observé aumento en
los niveles de LPO en P. mesopotamicus expuestos a ED de forma individual.

Por otro lado, la exposiciéon a ED y A-cialotrina de modo individual y en mezcla
produjo una disminucién de la actividad de las enzimas glutatién S-transferasa (GST) y
glutation reductasa (GR) en las branquias de los peces expuestos. De modo similar,
Ballesteros y col. (2009b) y Pesce y col. (2008) observaron una inhibicién de la GST en
branquias de peces neotropicales expuestos a ED y lindano, respectivamente. Esta
respuesta fue observada también en Carassius auratus expuestos a tres insecticidas
organofosforados y carbamatos, de modo individual y en mezcla, observdndose una
inhibicién de la GST en todos los tratamientos (Wang y col., 2009). Las reacciones de
biotransformaciéon llevadas a cabo por enzimas de la fase I, como el citocromo P450,
pueden producir una serie de metabolitos, que compiten con el sustrato de la GST por los
sitios activos de esta enzima, inhibiendo su actividad (Egaas y col., 1999). Almli y col.
(2002) también registraron una disminucién de la GST en branquias de trucha expuestas a
una mezcla de dos fungicidas, aunque, contrariamente a lo observado en el presente
estudio, dicha respuesta no fue observada en los expuestos a los fungicidas de modo
individual. Como se cité anteriormente, la exposicién a una mezcla de ED y A-cialotrina
produjo una disminucién significativa de la GR, respuesta observada también en C.
punctata expuestos a ED de modo individual, y a una mezcla de ED y cadmio (Atif y col,,
2005). Lushchak y col. (2009) argumentan que una disminucién en la actividad de ésta y
otras enzimas, esta relacionada a su inactivacion por la presencia de determinadas clases
de ROS. Por ejemplo, se conoce que tanto la GST como la GR son sensibles a los productos
de la reaccion de Harber-Weiss y de Fenton (Gutierrez-Correa y Stoppani, 1997; Hermes-

Lima, 2004).

4.3.4.2 Intestino
En el intestino de los peces expuestos a ED de modo individual, se observo un

aumento de la actividad de la GST y de la GPx, mientras que, al igual que en las branquias,
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la GST y la GR disminuyeron en los expuestos a la mezcla de ambos pesticidas. No son
numerosos los antecedentes de medicién de parametros de estrés oxidativo en intestino
de peces y otros organismos, y a su vez, muchas veces estos son inconsistentes. Pueden
citarse los trabajos de Berntssen y col. (2010), Glover y col. (2007) y Ballesteros y col.
(2009b) quienes estudiaron los efectos del ED (a través del agua o la dieta) en el intestino
de peces, y no observaron cambios en ninguna de las enzimas analizadas. Por otro lado, un
estudio reciente reporté un aumento de la actividad de la GST en el intestino de
ejemplares adultos de anfibios (Bufo regularis) expuestos a diferentes concentraciones de
ED y diazinon, de modo individual (Ezemonye y Tongo, 2010). El aumento de la actividad
de la GST y GPX en P. mesopotamicus expuestos a ED de modo individual, fue acompafado

por un aumento, aunque no significativo, de los niveles de LPO en dicho tratamiento.

4.3.4.3 Higado

En el higado de los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual, sé6lo se
registré una disminucién de la CAT, mientras que en la mezcla, se produjo una induccién
de la actividad de las enzimas antioxidantes GST y CAT, acompafiado por un aumento de
los niveles de LPO.

La inhibicién de la actividad de la CAT en higado, ha sido reportada en numerosos
estudios sobre la exposicién de peces a diferentes concentraciones de ED (Pandey y col,,
2001; Atif y col,, 2005; Ballesteros y col., 2009b), del piretroide deltametrina (Sayeed y
col,, 2003), y de otros pesticidas (Crestani y col., 2007; Ferreira y col., 2010). Estos autores
argumentan que la caida en la actividad enzimatica de la CAT puede ser explicada por el
aumento del flujo de aniones superoéxido (02:-) debido la ocurrencia de estrés oxidativo, y
correlacionan el aumento de los niveles de LPO en higado, con la inhibicién de la actividad
de esta enzima. Si bien sélo se observé un aumento significativo en los niveles hepaticos
de LPO en P. mesopotamicus expuestos a la mezcla, la exposicion a los pesticidas de modo
individual también produjo un leve incremento de los mismos, no significativo, respecto
de los peces control. De modo contrario, la mezcla de ED y A-cialotrina produjo un
aumento de la CAT, que actda especificamente sobre radicales H20;, formando oxigeno y
agua, y protegiendo los componentes celulares del dafio oxidativo. El aumento en la
actividad de esta enzima en el higado de los peces expuestos a la mezcla, probablemente
indica el incremento en la produccién de H,0, durante las primeras fases del metabolismo

de los insecticidas.
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De modo similar, la mezcla produjo un aumento significativo de la actividad de la
GST en el higado de los peces expuestos. Una respuesta similar de la GST fue observada en
C. auratus y O. mykiss expuestos a mezclas complejas de insecticidas (Orug y Uner, 2000;
Arnold y col.,, 2005; Wang y col., 2009). Esta respuesta es comuinmente esperada, ya que la
GST juega un rol importante en la detoxificaciéon y eliminacién de compuestos
electrofilicos, aunque también ha sido reportada su inhibicién en higado de C. auratus
expuestos al herbicida glifosato (Lushchak y col.,, 2009). La induccion de la GST registrada
en el presente estudio, podria indicar que las reacciones de conjugaciéon que se producen
en la fase Il del metabolismo de xenobidticos seria una de las vias en el metabolismo de
pesticidas en P. mesopotamicus. Se conoce que estas reacciones pueden generar ROS, y
causar dafios en componentes celulares, como los lipidos, lo cual podria estar relacionado
con el aumento de la actividad de la CAT, con el fin de proteger dichos componentes. De
este modo, numerosos estudios reportan la induccién simultdnea de la GST y la CAT en
higado de peces expuestos a diferentes clases de pesticidas (Monteiro y col., 2006; Pereira
Maduenho y Martinez, 2008; Thomaz y col, 2009; Kumar y col,, 2011). Sin embargo, la
puesta en marcha de los mecanismos de detoxificacién y antioxidantes no logré
contrarrestar el dafo oxidativo, ya que los niveles hepaticos de LPO aumentaron
significativamente en los peces expuestos a la mezcla de ED y A-cialotrina, resultado que
coincide con lo observado por Arnold y col. (1995) en trucha arco iris expuestas a la

mezcla de ED y disulfoton.

4.3.4.4 Rifiéon

En el presente estudio, se observd que el ED de modo individual y en combinacién
con A-cialotrina indujo todas las enzimas antioxidantes testeadas (GST, GR, GPx y CAT) en
el rifién de P. mesopotamicus. Estos resultados sugieren que la exposicion al ED y la mezcla
indujeron la produccion de O,:- que son convertidos a H20; por la superoéxido dismutasa
(SOD), y éstos convertidos a agua y oxigeno por la CAT y la GPx. El camino metabdlico de la
GPx también detoxifica peréxidos lipidicos (Winston y Di Giulio, 1991) y requiere de la GR
para mantener la concentracion citosdlica de GSH (Vieira y col., 2008). Esta induccién del
sistema de defensa antioxidante, reflejada por el aumento de la actividad de multiples
enzimas, fue también reportada por Orug y col. (2004) en rifién de O. niloticus expuestos al
herbicida 2,4-D y al insecticida metil azimfos de modo individual, y en mezcla.

Por otro lado, los peces expuestos a A-cialotrina de modo individual, mostraron

una tendencia opuesta a la observada en el tratamiento ED y mezcla, ya que el piretroide
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produjo una inhibicién de la actividad de las enzimas GST, GPx y GR en el rifién de los
peces expuestos. Esta respuesta fue también observada en las branquias de P.
mesopotamicus expuestos a este tratamiento, asi como también por Lushchak y col.
(2009), quienes observaron una disminucién de la actividad de la GR en rifién de peces
expuestos a concentraciones subletales de glifosato. Asi, puede suponerse que el ED
resulté ser el modulador de la respuesta de las enzimas antioxidantes en el rinén de P.
mesopotamicus expuestos a la mezcla de ambos pesticidas, ya que su efecto inductor fue
observado en todas las enzimas analizadas en el presente estudio.

Mas alla de las respuestas opuestas obtenidas en las enzimas antioxidantes en el
rifién de los peces expuestos a ED y A-cialotrina de modo individual, ninguno de estos
tratamientos indujo alteraciones en los niveles de LPO, mientras que la mezcla de ambos
pesticidas aumenté marcadamente los niveles de este biomarcador. Esto sugiere cierto
grado de sinergismo entre los insecticidas ED y A-cialotrina.

Los resultados obtenidos también resaltan la importancia del riiién en la actividad
de detoxificacion y antioxidante durante la exposicidn a insecticidas. El papel principal del
higado en los procesos de biotransformaciéon de xenobié6ticos es de conocimiento amplio
(Kleinow y col., 2008), ademas de poseer los niveles mas altos de enzimas antioxidantes.
Sin embargo, la respuesta antioxidante obtenida en el rifion de P. mesopotamicus fue
relativamente mas fuerte y consistente que la obtenida en higado, sugiriendo que este

organo parece ser mas sensible a los procesos de estrés oxidativo.

4.3.4.5 Cerebro

Los peces expuestos al ED de modo individual mostraron una activacién de todas
las enzimas antioxidantes, excepto la GPx que no result6 alterada. Algunos de estos
resultados coinciden con los encontrados por otros autores en organismos expuestos a ED
y otros pesticidas organoclorados. Por ejemplo, Ballesteros y col. (2009b) observaron un
aumento en la actividad de la GST en J. multidentata expuestos a ED por 96 horas, aunque
esta respuesta fue acompanada también por un incremento de la GPx. De modo similar,
Pesce y col. (2008) y Ezemonye y Tongo (2010), quienes estudiaron los cambios de la GST
en organismos expuestos a lindano y ED, respectivamente, también observaron un
aumento de esta enzima en el cerebro de los peces expuestos.

Por otro lado, la actividad de la CAT result6 significativamente incrementada en los
peces expuestos a ambos pesticidas de modo individual y en mezcla. Estos resultados son

diferentes a los obtenidos por otros autores. Orug y Uner (2004) y Wang y col. (2009)
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observaron una inhibicion de enzimas antioxidantes (GST y GPX) en peces expuestos a
pesticidas de modo individual y en mezclas complejas, respuesta que no fue observada en
el presente estudio. Si bien Lushchak y col. (2009) estudiaron los efectos de pesticidas en
la actividad de la CAT en cerebro de peces, esta result6 inalterada luego de 96 horas de
exposicidn.

El cerebro fue el inico 6rgano estudiado que mostré un incremento significativo
de los niveles de LPO en todos los tratamientos testeados. Como se citd anteriormente, el
cerebro es considerado particularmente susceptible al estrés oxidativo, debido a su alta
tasa de metabolismo oxidativo, presencia de neurotransmisores autooxidables (dopamina
y norepinefrina), altos niveles de PUFAs, una defensa antioxidante relativamente débil, y la
presencia de citocromo P450 (van der Oost y col,, 2003). A su vez, debe tenerse en cuenta
que ambos pesticidas testeados son neurotéxicos y el sistema nervioso es uno de sus
principales 6rganos blanco. Estos resultados también son corroborados por otros autores,
que reportaron un incremento en los niveles de LPO en el cerebro de peces expuestos a ED
(Shafig-ur-Rehman, 2006; Ballesteros y col., 2009b). Sin embargo, Glusczak y col. (2007) y
Moraes y col. (2007) encontraron resultados opuestos en peces opuestos a varios tipos de

herbicidas.

4.3.4.6 Musculo

Aunque los procesos de detoxificacién ocurren principalmente en el higado, el
musculo esta también involucrado en estos procesos. Se ha demostrado que las células del
musculo esquelético son capaces de expresar diferentes tipos de enzimas que metabolizan
xenobidticos, incluyendo el citocromo P450 (Bainy y col., 1999; Smith y col., 2000) y la
GST (Hussey y col., 1991; van der Weiden y col., 1992). La exposicion a ED y A-cialotrina de
modo individual, y en mezcla, produjo una induccién de la GST y GPx en el musculo de los
peces expuestos. De modo similar, Monteiro y col. (2006) registraron un aumento de la
actividad de la GST en musculo de Brycon cephalus expuestos al insecticida metil paration.
Estos autores argumentan que, aunque la cantidad relativa de enzimas antioxidantes en el
musculo es menor que en el higado, su importancia en la detoxificacion puede ser
considerable ya que representa un alto porcentaje de masa corporal. Con respecto a la
actividad de la GPx, los resultados obtenidos en el presente trabajo son contradictorios a
los observados por otros autores. Por ejemplo, Monteiro y col. (2006) y Ballesteros y col.

(2009b) hallaron una inhibicién significativa de esta enzima de musculo de peces
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expuestos a ED y metil paratidn, respectivamente. De modo similar, Sampaio y col. (2010)
también encontraron esta respuesta en musculo de P. mesopotamicus expuestos a cobre.
Aunque son numerosos los antecedentes que reportan una induccién de LPO en
musculo de peces expuestos a diferentes clases de pesticidas (Monteiro y col., 2006;
Glusczak y col,, 2007; Moraes y col.,, 2007; Orug y Usta, 2007), los insecticidas ED y A-
cialotrina, no fueron capaces de producir esta respuesta en P. mesopotamicus ni de modo

individual, ni en mezcla.

85



Bacchetta, Carla - 2013 -

Discusién y conclusiones

4.4 CONCLUSIONES

o Los datos obtenidos de los ensayos de toxicidad aguda permiten inferir
que, de las especies utilizadas en el presente trabajo, P. mesopotamicus y P. lineatus son las
mas sensibles a la exposicion a ED, con CLs-96h muy similares (3,6 y 3,7 pg-L,
respectivamente). Por otro lado, mas alejada se encuentra C. dimerus, especie con un alto
grado de tolerancia a la exposicion respecto de otras especies de peces, reportandose una
CL50-96h de 17,7 pg-L-L. Por esta razon, esta especie podria ser poco recomendada como
bioindicador tanto en ensayos de toxicidad en laboratorio, como biomonitoreos a campo.
Los datos obtenidos en el presente estudio, refuerzan la premisa de que el ED debe ser
clasificado como una sustancia altamente toxica para los peces. Se espera que el presente
estudio sobre la toxicidad aguda en tres especies de peces neotropicales sea una
herramienta til para la evaluacion de los posibles riesgos de la contaminacién con ED, y la
determinacién de criterios de calidad de agua para politicas de control y estrategias de

conservacién en regiones neotropicales.

o Concentraciones subletales de ED modificaron los parametros
hematoldgicos en P. lineatus, y C. dimerus. Los resultados obtenidos muestran que hubo
cambios en la composicion de la sangre, principalmente relacionados con el sistema
inmunolégico. Aunque estos cambios no producen directamente la muerte del organismo,
podrian comprometer su capacidad para manejar las situaciones cambiantes del medio
ambiente y los agentes infecciosos. A pesar de que los parametros analizados no son
especificos, estos resultados refuerzan su uso como biomarcadores de exposiciéon a

sustancias quimicas, y como indicadores del estado de salud general de los peces.
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o La exposicién a concentraciones subletales de ED afecté 6rganos vitales en
P. lineatus y C. dimerus, a través de trastornos metabdlicos y dafio oxidativo de los tejidos
analizados, siendo el higado, o hepatopancreas, y el cerebro los méas sensibles a dicho
dafio. Cabe destacar que, aunque reversibles, los cambios observados podrian afectar la
salud de los peces en exposiciones cronicas, haciéndolos mas sensibles a las variaciones

del medio ambiente y menos resistentes a las enfermedades.

o La exposicién a concentraciones subletales de ED y A-cialotrina, mezcla
comunmente utilizada en nuestro pais para proteger los cultivos de soja, produjo cambios
hematolégicos, alteracion en enzimas metabdlicas e induccién de dafio oxidativo en
organos vitales de P. mesopotamicus, muchos de los cuales no fueron observados en los
peces expuestos a los pesticidas de modo individual. De este modo, puede sugerirse que
existe cierto grado de sinergismo entre ambos insecticidas. Los érganos mas sensibles al
dafio oxidativo fueron el higado, rifién y cerebro, pero en rifién se observé la respuesta
antioxidante mas importante. Asi, el presente estudio revela que los peces expuestos
desarrollarian respuestas adaptativas especificas de cada tipo de tejido, para proteger las
células contra el dafno causado por el ED y otros pesticidas. Los organismos de regulacion
y control deberian contar con escenarios de exposicién complejos para evaluar
eficazmente el riesgo ambiental. Entender cémo los contaminantes se comportan en
mezclas es uno de los principales desafios de la toxicologia actual, y este conocimiento es
importante para avanzar en la identificacion de los peligros y la busqueda de métodos de

remediacion ambiental.
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