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1.1 Perturbadores endocrinos.

1.1.1- Generalidades.

En los dltimos afios se ha incrementado en todo el mundo la
preocupacion por los efectos adversos que la contaminacion ambiental ejerce
sobre el ecosistema y la salud humana. El incremento en el uso y desarrollo de
nuevos compuestos quimicos en la industria y la agricultura produce grandes
cantidades de desechos quimicos que son vertidos al medio ambiente afio tras
afio. Algunos de estos contaminantes han sido catalogados como “Endocrine
Disruptors”, perturbadores endocrinos (PE) o agentes hormonalmente
activos (AHA). El término “Endocrine Disruptors” fue utilizado por primera vez
por Theo Colborn y Peter Thomas en 1992 por su capacidad de imitar o inhibir
la accion de hormonas enddgenas (Colborn y Clements, 1992; Colborn y col.,
1993). En 1996, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA, Environmental
Protection Agency) convocé a un grupo de expertos, con el objetivo de hacer
recomendaciones a la EPA sobre la regulacién de los endocrine disruptors. La
European Commission y la EPA de Estados Unidos, definen a un PE como una
“sustancia o mezcla de sustancias exdgenas que altera una o mas funciones
del sistema endocrino y en consecuencia causa efectos adversos en la salud
de un organismo intacto, su progenie o subpoblaciones” (U.S. EPA, 1997;

European Commission, 1996; Damstra y col., 2002).

Los compuestos que han sido clasificados como PE poseen un amplio
espectro de aplicaciones, tales como pesticidas, herbicidas, suplementos
dietarios, plasticos, medicamentos y productos cosméticos o de cuidado
personal. Tal diversidad ha aumentado la exposicién tanto de los animales
como del hombre a PE. Entre los afios 1990 y 2007 se estima que la utilizacion
de agroquimicos en la Republica Argentina aumentd 12 veces
(http://www.ciafa.org.ar/mercado.htm). De hecho, en el ambito local, hemos
detectado una alta concentracion de organoclorados clasificados como PEs en
la grasa adyacente a lesiones mamarias de mujeres que habitan el sur del

Litoral argentino (Muioz-de-Toro y col., 2006).

Los efectos que han sido vinculados a la exposicion a PE incluyen

feminizacion de los machos en animales acuaticos y en diferentes especies de
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aves, disminucion de la calidad del esperma, aumento de la incidencia del
desarrollo genital anormal o incompleto en los varones, y el aumento de
tumores hormonodependientes como el cancer de mama, de testiculo y de
prostata (Krieger, 2010). Un aspecto que caracteriza al modo de accién de los
PE es que generalmente sus efectos s6lo son observados cuando el organismo
es expuesto a bajas dosis del PE. En un trabajo realizado en nuestro
laboratorio, se trataron in utero ratas adultas de la cepa Wistar con bisfenol A
(BPA) en las dosis de 25 pg, 250 ug y 25 mg de BPA/Kg de peso corporal/dia.
El tratamiento in utero con 25 y 250 pg de BPA adelant6 significativamente la
edad a la cual ocurre la apertura vaginal, en cambio la dosis mas alta utilizada
(25 mg) no presentd diferencias con las controles (Durando, 2009). Otro
aspecto es que, si bien los quimicos ambientales son usualmente menos
potentes que las hormonas enddgenas, se sabe que pueden actuar de manera
aditiva (Markey y col., 2003). Esto proporciona una posible explicacién al hecho
de que niveles bajos o casi insignificantes de PE, pueden tener un alto impacto
cuando son agregados a una cantidad significativa de hormonas enddgenas
(Silva y col., 2002). Otra posible explicacion es que el modo de accién de los
PE frecuentemente difiere de la clasica curva dosis-respuesta de tipo
monotdnica, en la cual se asume que una dosis menor a un cierto umbral es
biolégicamente segura, mientras que cantidades mayores produciran una
respuesta biolégica que se incrementa de manera progresiva (Savabieasfahani
y col., 2006). Es decir que, en una respuesta monotbnica, no es esperable
observar a bajas dosis aquellos efectos que no se observaron a dosis
intermedias. En cambio, el modo de accién de los PE se refleja en muchos
casos en curvas dosis-respuesta no-monotonicas en forma de “U” o de U
invertida (“N”). En este tipo de respuestas, las dosis minimas y maximas
presentan una respuesta que no es directamente proporcional a las dosis
intermedias (Wetherill y col., 2007; Vandenberg y col., 2008).

Se han utilizado los conceptos de organizacion y activacion para
clasificar el efecto producido por los PE en relacion al periodo de exposicion y
la persistencia de los cambios observados. Los efectos organizacionales hacen
referencia a cambios permanentes en la morfogénesis y en la diferenciacién de

los érganos y generalmente se producen en un periodo preciso y critico del
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desarrollo de cada organo (Wilingham y Crews, 1999; Stoker y col., 2003;
Milnes y col., 2006;). Frecuentemente los cambios organizacionales se
observan a nivel estructural (McLachlan, 2001; Silbergeld y col.,, 2002).
Concretamente, los efectos resultantes de la exposicion durante el periodo de
organogénesis (periodo prenatal y postnatal prepuberal) pueden resultar en
modificaciones permanentes de los sistemas afectados, incluso en ausencia de
una exposicion posterior (Richter y col., 2007). Algunos ejemplos de efectos
organizacionales producidos por PE son las anomalias producidas por el
diclorodifeniltricloroetano (DDT) en las células testiculares y la mayor incidencia

de foliculos poliovulares en ovarios de Aligatores (Guillette y col., 1994).

Los efectos resultantes de la exposicion durante la vida adulta
generalmente son transitorios y reversibles y son denominados activacionales
(Richter y col.,, 2007). Los efectos organizacionales y activacionales
frecuentemente se encuentran relacionados: un cambio del tipo activacional
puede estar condicionado por exposiciones durante la organizacion en el
desarrollo. De este modo, la exposicibn a PE puede tener también efectos
latentes o tardios, que se ponen de manifiesto una vez que el organismo se
enfrenta a la accion de las hormonas enddgenas ya sea en la pubertad o la
vida adulta (Herbst y col., 1971; Colborn y col., 1993; Stoker y col., 2003;
Mufioz-de-Toro y col., 2005; Sharpe, 2006;).

1.1.2- Consecuencias de la exposicion a PE.

Las alteraciones mas frecuentes asociadas con la exposicién a PE tanto
en animales como en el hombre son los trastornos hormono-dependientes.
Algunos ejemplos son: disfunciones tiroideas, cambios en el crecimiento,
modificaciones metabdlicas, disminucion de la fertilidad, pérdida en la eficacia
del apareamiento, anomalias del comportamiento, pérdida de los caracteres

masculinos, feminizacion y alteraciones del sistema inmune (Tabla 1).
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Tabla 1: Efectos de la exposicion natural o experimental a PE en diferentes

especies.
Especie \ Efecto Contaminante Referencia
Mamiferos
Lesiones mamarias
proliferativas, tumores en
tracto reproductivo, DES
Ratas infertilidad, alteraciones del| . " Hughes, 1988
. . isoflavonoides
ciclo estral, adelantamiento
de pubertad, alteraciones en
morfogénesis de mama,
Ramos y col.,
2001; Muioz-de-
Toroy col.,
Alteraciones en mecanismos 2005; Durando y
hipotalamicos, en la col., 2007;
Ratas respuesta a hormonas BPA Varayoud y col.,
esteroideas y del numero de 2008, 2011;
sitios de implantacién uterino Monje y col.,
2009, 2010.
Bosquiazzo y
col., 2010.
Ratones Modlflcq0|qr]es en Patron de BPA Markey y col.,
diferenciacion de prostata 2001
. Infertilidad, ovulacion e .
Conejos |. ., Isoflavonoides Hughes, 1988
implantacion alteradas
Disminucion en la poblacién
. folicul rimordial River l.
Ovejas de foliculos _ pri qula es y DES, BPA. ivera y col.,
menor  estimulacion del 2011
desarrollo folicular
Ginecomastia, oligospermia,
. . . gosp . DDT, kepona,
impotencia, hipogonadismo, . .
. anticonceptivos
recuento y motilidad Degen y Bolt,
Humanos - S orales,
espermatica disminuidas, . 2000
. . . derivados de
irregularidades en el ciclo .
estilbeno
menstrual
DES, BPA, .
Alquifenoles Gruny
Alteraciones en el| _. , ' | Blumberg, 2009;
Humanos . . Fito-estrogenos, .
metabolismo lipidico . Janesick y
Rosiglitazona,
e Blumberg, 2011
Pioglitazona
Aves
Gaviotas |Desarrollo anormal de tejido DDT Fry y Toone,
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ovarico y oviductos en 1981
embriones machos
(feminizacion)
Disminucion del espesor de la
, P DDE, PCBs,
Aves cascara de huevos, aconistas de Custer y col.,
‘o incremento en la mortalidad, g . 2001; Martin y
acuaticas . receptores aril-
anormalidades en desarrollo, |, . col., 2003
o hidrocarbonados
retraso en crecimiento
Aguila  |Disminucion de la hormona PCBS Ceshy col.,
Calva tiroidea T4 2010
Reptiles
Alteraciones en genitales Guillette y col.,
. internos y externos, DDT, DDE, 1994; 1995a; b;
Aligatores . . . .
alteraciones en los niveles de dicofol Milnes y col.,
las hormonas sexuales 2002
. Nonaclor, -
Desatrrollo reproductivo Willingam y
Tortugas anémalo aroclor 1242, Crews. 1999
DDE, clordano ’
L Stoker y col.,
Reversion sexual, 2003:
alteraciones en  drganos L
9 BPA, Beldoménico y
. reproductores y  niveles .
Yacarés - endosulfan, col., 2007
hormonales. Pérdida de peso .
atrazina Stoker y col.,
de huevos durante la
incubacién 2008; Rey y col.,
' 2009
Peces-Anfibios
Expresion anormal de
Pez . Howell y col.,
. caracteres sexuales | Androstenodiona
mosquito . o, 1980
secundarios, masculinizacion
Niveles hormonales, Hidrocarburos
Lenguados |desarrollo ovarico, viabilidad . ‘e Safe, 2000
. poliaromaticos
de huevo y larvas reducidos
Induccion de proteina de la .
. . . Meucci y
Salmones, |zona radiata y vitelogenina en .
. nonilfenol Arukwe, 2005;
Esturiones {|machos y en hembras .
. Feist y col., 2005
inmaduras
L, . . Mezcla de
Alteracion de vitelogenina y .
. o contaminantes | Fentressy col.,
Mojarras |disminucion de testosterona
f: en efluentes de 2006
plasmatica en hembras.
papelera
. Alteraciones en el eje . Piazzay col.,
Chanchitas |, . ., L ) Endosulfan y
hipotalamo-hipéfiso-gonadal. 2010
Rana Alteraciones en la Paracuat Lajmanovich y
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organizacion  del epitelio col., 1998
branquial y aumento de los
espacios intercelulares.
Disminucion de la
supervivencia en las dosis de
30y 50 mg/l
Invertebrados

Masculinizacion, formacién
de organos femeninos
Caracoles |adicionales, malformacién de

Mizuhashi y col.,
Tributiltin, BPA, | 2000; Oehimann

. . octilfenol y col., 2000; Vos
oviductos, incremento de la
., : y col., 2000
produccion de ovocitos
, Maduracion sexual
Copépodos ., y Andersen y col.,
. produccion de huevos BPA
marinos : 1999b
estimulada
Eclosion disminuida, aumento
de malformaciones
Moluscos . y BPA Zhou y col., 2011
alteracion en la metamorfosis
de las larvas

Abreviaturas: BPA Bisfenol-A; DDE Diclorodifenildicloroetano; DDT Diclorodifeniltricloroetano;
DES Dietiletilbestrol; PCBs Bifenilos policlorados; Paracuat: dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-

bipiridilo.

Los primeros efectos asociados a la exposicion natural a PE fueron
observados en los Estados Unidos en 1947, en aves que se alimentaban de
peces de un lago contaminado principalmente con DDT y sus metabolitos.
Estas aves mostraron cambios en el comportamiento, infertilidad y mortalidad
temprana en comparacion con aves de lagos no contaminados (Colborn y col.,
1993; Colborn, 1995). En el afio 1950 se informé por primera vez que el DDT
podria ser catalogado como un xenoestrégeno (Burlington y Lindeman 1950).
Posteriormente, en el afio 1981 se detectdé que el DDT, sus metabolitos y
analogos causaban un crecimiento preferencial de tejido oviductal (dosis
dependiente) en el proceso de diferenciacion sexual de gaviotas macho,
alterando las caracteristicas de comportamiento de dominancia masculina (Fry
y col., 1981; Fry, 1995). Mas adelante se comprobo su efecto antiandrogénico,
causado principalmente por su metabolito diclorodifenildicloroetano (p-p"DDE)
(Guillette y col., 1996; Lintelmann y col., 2003; Aubé y col., 2011; Shi y col.,
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2011). Por otro lado, también se ha demostrado que la exposicion a PE
provoca no solo efectos nocivos sobre la reproduccion de animales silvestres,
domésticos y del hombre (Davis y col., 1993; Sharpe y Skakkebaek 1993;
Guillette y col., 1994; Sharpe y col., 1995; Multigner y Oliva, 2001; 2002; Safe,
2002) sino también puede contribuir al incremento en la incidencia de obesidad
debido a que los PE son capaces de modular el metabolismo lipidico y la
adipogénesis (Tabb y Blumberg, 2006 Grin y Blumberg, 2009; Janesick y
Blumberg, 2011).

Los efectos de PE también fueron observados en poblaciones de
tortugas y aligatores. En el lago Apopka (Florida, Estados Unidos) se produjo el
derrame de un pesticida cuya formulacién contenia DDE. Posteriormente, los
aligatores machos de este lago presentaron una disminucion del largo del
phallus, lo cual se tradujo en alteraciones del proceso de cortejo/apareamiento
que impidieron una reproduccion exitosa (Guillette y col., 1994). También las
tortugas del lago Apopka fueron afectadas por este derrame, alterandose la
relacion macho/hembra de la poblacion: sélo se encontraron tortugas hembras
o hermafroditas en ausencia de machos funcionalmente normales (Guillette y
col., 1994).

No es casualidad que las primeras evidencias fueran halladas en
animales como tortugas y reptiles, cuyo habitat son lagos o rios. EI ambiente
acuatico funciona como un deposito para la mayoria de los desechos quimicos,
ya sea que provengan de la naturaleza o de las actividades humanas. Se
presume que los organismos acuaticos presentan uno de los mas altos niveles
de exposicion y que, por lo tanto, se veran severamente afectados (Sumpter,
1998). En muchos de estos casos, los efectos observados no pueden ser
asignados a un unico compuesto quimico debido a que hay muchos quimicos

presentes simultaneamente en el ambiente (Colborn, 1995).

Los efectos de los PEs han sido demostrados también en seres
humanos. Una de las primeras evidencias surge, al igual que en el caso de los
animales, con el DDT. En el afo 1949 se observd una disminuciéon en el

recuento espermatico como consecuencia de la exposicion ocupacional a DDT
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(Singer, 1949). Ademas, entre los afios 1938 y 1990 se pudo demostrar una
disminucién del 50% en el recuento espermético a nivel mundial, (Carlsen y
col., 1992). En mujeres también se observaron consecuencias adversas por la
exposicion a PE. En 1971, Herbst y col. detectaron adenocarcinomas de
células claras de vagina en adolescentes cuyas madres habian sido tratadas
con dietilestilbestrol (DES) durante el embarazo para evitar abortos
espontaneos. El DES es un compuesto sintético estrogénico que entre 1948 y
1991 fue administrado a millones de mujeres desde las primeras semanas del
embarazo hasta la semana 35 para evitar posibles abortos (Mittendorf, 1995).
El 50% de los casos de adenocarcinoma de vagina registrados en mujeres
jovenes hasta abril de 1995, correspondian a hijas de madres tratadas con
DES (Mittendorf, 1995).

Con el transcurso de los aflos se descubrieron nuevos compuestos
sintéticos con actividad estrogénica. Uno de los ejemplos mas relevantes es el
gue tuvo lugar en el laboratorio de los doctores Soto y Sonnenschein, quienes
detectaron que determinados tubos de poliestireno liberaban una sustancia con
actividad estrogénica, la que luego fue identificada como nonilfenol (Soto y col.,
1991). Del mismo modo, Krishnan y col. (1993) identificaron al BPA mientras
trataban de identificar una proteina de union a estrégeno en levaduras. Asi,
demostraron que el BPA se liberaba durante el autoclavado de los recipientes
de policarbonato utilizados para esterilizar los medios de cultivo. Actualmente la
lista de sustancias clasificadas como PE incluye pesticidas (aldrin, amitrol,
clordano, cipermetrina, dieldrin, heptacloro, etc); metales (arsénico, cadmio,
mercurio, plomo, etc) y compuestos organohalogenados (cloroformo, dioxinas,
furanos, bifenilos policlorados, polibromobifenilos), etc. Numerosos grupos de
investigacion estan tratando de establecer cuales son las vias 0 mecanismos
de accion de estos compuestos. Se han usado cuatro modos basicos de accién
para clasificar los pesticidas con actividad de PEs (Krieger, 2010):

(1) la capacidad para interactuar directamente con receptors esteroides.

(2) la capacidad para modificar las enzimas que intervienen en el
metabolismo de las hormonas esteroides;

(3) la capacidad para alterar la secrecion de hipotalamo-hipdfisis de

hormonas troficas, y
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(4) la capacidad para alterar la expresion de las hormonas tiroideas.

Para algunos PE ya se han podido determinar algunas de sus vias de
accion, como el caso del aldrin y dieldrin, que utilizan la via de los receptores
de estrégenos como mecanismo de accion (Soto y col., 1994; Jorgenson, 2001;
Briz y col., 2010). Otro mecanismo estudiado es la inhibicion de la sintesis de la
hormona tiroidea por parte del pesticida amitrol (Hurley y col., 1998; Vismari y
col., 2010). Algunos PE afectan la actividad transcripcional de los receptores
nucleares mediante la modulacion de la degradacion del proteosoma mediada

por receptores nucleares y sus co-reguladores (Tabb y Blumberg 2006).

1.2- Xenoestrégenos.

1.2.1- Generalidades.

Entre los PE, se destacan aquellos compuestos de uso agricola,
industrial o doméstico que actian por la via estrogénica de manera agonista o
antagonista, a los que se denomina xenoestrogenos o estrogenos
ambientales. Los estrogenos son un grupo de hormonas filogenéticamente
conservadas que poseen una reconocida capacidad de actuar como
reguladores del crecimiento y la diferenciaciéon celular de diversos érganos y
tejidos (O’Brien y col., 1999). En el metabolismo de numerosas especies se
destacan tres clases de estrégenos, 17B-estradiol (E2), considerado el
estrogeno mas potente, estrona y estriol. En muchas especies animales los
estrdgenos son esenciales para controlar y regular el desarrollo, la
reproduccion y los caracteres sexuales secundarios. Los efectos de los
estrogenos, también se observan en procesos tales como produccién de
enzimas, balance de agua y sales, densidad Osea, elasticidad de vasos
sanguineos y funciones cognitivas, entre otros (Damstra y col., 2002). La
mayoria de las acciones descriptas para los estrégenos son ejercidas a través
de la interaccion con los receptores para estrogenos (RE), factores de
transcripcion nucleares activados por ligando. Los receptores actian por union
a secuencias especificas de ADN, llamadas elementos de respuesta hormonal
(ERH), localizados en la regién promotora de los genes sensibles (Beato y

Sanchez-Pacheco, 1996; Evans, 1988). La unién del ligando (ya sea natural o
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sintético, por ejemplo un PE) al receptor genera la traduccion de sefiales
provenientes del medio extracelular modificando la expresion génica de las
células (Figura 1). Los dos RE mas estudiados son el REa y REB que se
diferencian tanto en sus propiedades como en su distribucion tisular. Los PE,
como el BPA, muestran diferente afinidad por los REa o REB (Routledge y col.,
2000; Wetherill y col., 2007). También existen vias estrogénicas no clasicas,
como el receptor de membrana GPR30 y los receptores relacionados a
estrogenos (RRE), que también son utilizados por diversos PE (Thomas y
Dong, 2006; Takayanagi y col., 2006)

P Receptor
R A sitio Regulatorio
FaSNi ADN

-
»

roteina

Perturbador Endocrino( ’
Hormona Endégena

Traduccion

Transcripcion

Figura 1. Mecanismo de accion de las hormonas esteroides
endégenas y algunos de los posibles sitios de alteracion de los PE.
Modificado de http://e.hormone.tulane.edu/learning/learning.html 2007

De esta manera, los xenoestrogenos pueden ser definidos con mayor
precisibn como aquellos compuestos que actlan por via estrogénica, ya sea en
ensayos in vitro como in vivo, uniéndose a los receptores de estrogenos y
modificando la transcripcibn de genes dependientes de estrogeno
(Sonnenschein y Soto, 1998; Burow y col., 1999). Esta via de accion de los
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xenoestrogenos facilita su acceso a los mecanismos de regulacion génica

fundamentales en las células blanco.

1.2.2- Relacion estructura-accion estrogénica.
Como todas las hormonas esteroides, el 173-estradiol contiene los tres
anillos del fenantreno. Su estrogenicidad depende de la presencia de un grupo

hidroxilo en el anillo A fendlico (Figura 2).

17B-estradiol

Figura 2. Estructura quimica de 173-estradiol.

Numerosos antecedentes demuestran que muchos xenoestrogenos
poseen estructuras quimicas diversas (Figura 3). Mientras que el estrogeno
endégeno 173-estradiol posee tres anillos fenantreno, en los xenoestrégenos
no se ha encontrado una conformacion estructural consistente. De hecho,
frecuentemente poseen uno o dos anillos aromaticos y algunos pueden
presentarse como sustancias halogenadas con atomos de cloro, aunque su

funcién no esté claramente definida (McLachlan, 2001).

La potencia estrogénica de los PE es muy variable, algunos son tan
potentes como el mismo estradiol y otros débiles agonistas que tan solo tienen

actividad parcial y a muy altas concentraciones (Olea y col., 1996; Olea-
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Serrano y col., 2001). Ademas, la potencia estrogénica de un mismo
compuesto puede variar segun el organismo, el tejido, la variable analizada y/o
el momento de la exposicion. Por ejemplo, en estudios in vitro se ha
demostrado que el BPA, compuesto presente en policarbonatos plasticos y
resinas epoxi con comprobada actividad estrogénica (Dodds y Lawson, 1936),
es 10.000 veces menos potente que el E2 (Andersen y col.,, 1999). Sin
embargo, en un trabajo previo de nuestro laboratorio se necesitdé una dosis solo
100 veces mayor de BPA (140ppm) respecto a E2 (1,4ppm) para revertir la
determinacion sexual por temperatura en caimanes, obteniendo hembras a la

temperatura de obtencién de machos (33°C) (Stoker y col., 2003).
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Figura 3: Estructura quimica de compuestos con actividad estrogénica. En color se destacan
compuestos estudiados en esta tesis. Abreviaturas: DDT: Dicloro Difenil Tricloroetano; DES:
Dietiletilbestrol; EE2: Ethinil estradiol, BPA: Bisfenol-A; OH-PCB: hidroxi-bifenilo policlorado.

Modificado de McLachlan, J.A. (2001). Environmental signaling: what embryos and evolution

teach us about endocrine disrupting chemicals. Endocr. Rev. 22:319-341.
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1.3- Perturbadores endocrinos seleccionados para esta tesis.

Uno de los objetivos principales de nuestro grupo es el estudio de los
efectos de la exposicion durante periodos criticos del desarrollo a
contaminantes ambientales de amplia distribucidn en ecosistemas acuaticos.
En este mismo sentido, nos interesa conocer/comprender los efectos
deletéreos que los organismos padecen por la exposicion a PE en sus habitats
de origen de y aquellos causados por una exposicidbn experimental en
condiciones controladas de laboratorio. Para ello, en este trabajo de tesis
doctoral se estudiaron efectos de la exposicion natural a compuestos
organoclorados [pesticidas organoclorados (OCPs) y bifenilos policlorados
(PCBs)] y de la exposicién experimental a END, ATZ y BPA.

1.4- Compuestos organoclorados (COCs): Pesticidas y compuestos

de origen industrial.

Los COCs, como los OCPs y los PCBs, son sustancias lipofilicas,
clasificadas como PE que se comportan principalmente como xenoestrégenos
(Colborn y col., 1996; Mufioz de Toro y col., 2006; Van de Steen y col., 2010),
sin embargo, también se observaron efectos antiandrogénicos. Los
organoclorados son contaminantes organicos persistentes que se dispersan y
acumulan en el medio ambiente y en la cadena alimentaria (Gross y col., 2003).
Para los humanos, la principal via de exposicion a estos compuestos es la
dieta, fundamentalmente a través de la ingesta de carne vacuna, peces y

productos lacteos.

En nuestro pais, como resultado de la amplia utilizacién de semillas
transgénicas y de la aplicacion de nuevas tecnologias de labranza, las
practicas agricolas han crecido sustancialmente acompafiadas por una
deforestacion intensiva y por el aumento del uso de agroquimicos (pesticidas y
fertilizantes). Sumado a esto, el creciente desarrollo industrial y el
desconocimiento de las normas de proteccion del medio ambiente son las
principales amenazas a la salud de nuestro ecosistema (INTA, 2010). A pesar
de la expansion de la frontera agricola-industrial, se sabe poco sobre los

niveles de contaminacién que esta creciente actividad esta produciendo en los
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humedales en Argentina. De esta manera, es altamente probable que los
organismos que incluyen en su dieta peces de agua dulce resulten expuestos a
altas concentraciones de COCs. En un trabajo previo de nuestro grupo de
trabajo, Mufioz de Toro y col. (2006) demostraron altas concentraciones y
frecuencia de aparicion de residuos de COCs en el tejido adiposo de mujeres
que habitan una zona urbana adyacente al sistema fluvial del rio Parana. Uno
de los aspectos mas relevantes de este trabajo fue que los resultados hallados
mostraron una asociacion positiva entre los niveles de COCs en la grasa

mamaria y el consumo de peces de agua dulce.

1.5- Endosulfan.

El endosulfan (END) es un insecticida organoclorado que pertenece al
subgrupo de los ciclodienos (Figura 3). Consiste de una mezcla de dos
estereoisémeros: a y B, distribuidos en una proporcién aproximada de 70:30
(Goebel y col., 1982; N.R.A., 1998; U.S. EPA, 2002). Posee una baja
solubilidad en agua, pero se adhiere facilmente a particulas de arcilla, de este
modo persiste en suelo y agua por varios afios (Naqvi y Vaishnavi, 1993). La
EPA clasifica al END como un compuesto de Categoria I: “Alta toxicidad aguda”

(http://www.epa.gov/oppsrrd1l/REDs/factsheets/endosulfan_fs.htm).

El END fue desarrollado en la década del '50 y es efectivo contra una
amplia variedad de insectos y acaros, y se puede utilizar también como
preservativo de la madera. En Argentina esta siendo utilizado masivamente
desde la prohibicion total del monocrotofés en 1999, y es actualmente uno de
los insecticidas de eleccion en cultivos de maiz, soja, trigo, girasol y sorgo,
entre otros. Otras evidencias de la amplia exposicién de los seres humanos a
END fueron reveladas en Espafia, donde se detectd este pesticida en leche
materna humana (Campoy y col., 2001), en suero y en tejido adiposo de
mujeres (Jiménez y col., 2004). Por otro lado, se detecté B-END en huevos
inviables de cocodrilos Morelet, en Belize. En muestras de sedimento de la
laguna de donde provenian los nidos de estos huevos se determinaron niveles
de 53 a 57 ppb de END (Wu y col., 2000).


http://www.epa.gov/oppsrrd1/REDs/factsheets/endosulfan_fs.htm
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En nuestro pais existen evidencias de la contaminacion de especies

silvestres y de interés zootécnico con END y de sus productos derivados

(Maitre y col., 1994; Menone y col., 2000; Lajmanovich y col., 2002). Algunos

de los efectos encontrados en animales expuestos a END se resumen en la

Tabla 2.

Tabla 2: Ejemplos de la accion de END en animales.

Efectos Especie Dosis/via Referencia
Reduccién del peso fraccional del Beldoménico
huevo durante la incubacion: .. 2y 20 ppm. y col., 2007;
. o Yacare L
Alteraciones en la dindmica OVero Topicacion Stoker y col.,
folicular ovarica, histoarquitectura in ovo. 2008; Rey y
testicular y niveles de testosterona col., 2009
Cambios morfolégicos en células 1 ppm durante 30 Pandey,
. L. Pez .
esteroidogénicas. dias. 1986.
Disminucién en la produccion de Gormle
huevos con demoras en la 0,01; 0,10y 1 g/l yy
-, Pez : Teather,
eclosion y durante 24 hs. in ovo
2003.
en la madurez sexual en hembras
Desorganizacion testicular. 1,0 pg/L, durante

L - Dutta y col.,
Disminucioén del diametro de Pez 24,48, 72hs. 1y 2 2006
espermatogonias. semanas.

Efecto genotoxico en eritrocitos. 2,55y 10 ug/l en el . .
o . : Lajmanovich y
Aumento de insidencia de micro- Rana agua durante 48-96
. col., 2005
nucleos en las dosis altas hs
Disminucién significativa de la
hlpertro.fla compensatorla} de ) 15a9 mg/lfg/dla} Hiremath y
ovario, incremento de foliculos Raton durante 15 dias, via .
L ., . Kaliwal, 2002.
atrésicos y alteracion del ciclo oral.
estral.

L, 1 a 5 mg/kg/dia en Banerjee y
!D|sm|numon de la respuesta Rata 6 a 22 semanas, via | Hussain,1986;
inmune humoral

oral. 1987.
Reduccion significativa de la 1,2 mg/kg/dia, B:S:s”aeii y
migracion de macrofagos vy Rata en 22 semanas, via 1986 '
linfocitos. oral 1987,
Disminucién de los niveles de 7.5y 10 mg/kg Singh y
onadotrofina y testosterona Rata durante 15y 30 Pandey,
g y ' dias, via oral. 1990.
Reduccién del recuento 2,5;5,0y 10,0 .
e ., Sinhay col.,
espermatico, elevacion de la Rata mg/kg durante 48 1997

actividad de las enzimas LDH,

dias, via oral.
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yGT y G6PDH.

1,5y 3,0 mg/kg
Disminucién del porcentaje de desde dia 15 de Dalsenter y
tubulos seminiferos con Rata prefiez a 21 de col.,
espermatogénesis completa. lactancia, via 1999

materna

Disminucién del peso corporal,
peso testicular y de o6rganos

accesorios. Disminucion de la Rata 1,0 mg/kg; durante Chitra y col.,

. . ias, via oral 1
actividad de 371-OHSD testicular. 30 dias, via ora 999
Disminucién en esteroidogénesis.
Elevados niveles séricos de LH, .

. Exposicion a .
demoras en maduracién sexual y Saiyed y col.,

Humano | fumigaciones aéreas

durante su vida. 2003

disminucion de testosterona sérica
en varones adolescentes.

Abreviaturas: LDH: lactato deshidrogenasa; yGT: gamma glutamil transpeptidasa; G6PDH:
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. 33-OHSD: 3 beta hidroxi-esteroide deshidrogenada; LH

hormona luteinizante.

El END ha sido clasificado como PE, en 1994 donde Soto y col.
presentaron el primer informe sobre la estrogenicidad del END al demostrar
que este ejercia un efecto proliferativo sobre células tumorales de mama
mantenidas en cultivo y que este efecto era similar al inducido por el estradiol.
Méas tarde, se demostré que el END se une al REa con una afinidad similar al
toxafen y al o,p’'DDT (Soto y col., 1995) en ratas. Unos afios mas tarde, por
ensayo de competicion en fase solida se pudo establecer que END es capaz de

unirse débilmente al receptor de estrogeno 3 (Kuiper y col., 1998).

La exposicion ambiental al END durante el desarrollo embrionario y/o
neonatal se ha asociado con anomalias en la reproduccién y en el desarrollo
(Silva y Gammon, 2009). Se observé que la exposicion materna a 3 mg/kg
peso corporal/dia de END durante la prefiez y la lactancia produce una
disminucién del porcentaje de tubulos seminiferos con espermatogénesis
completa en las crias (Dalsenter y col., 1999). En otro trabajo, Singh y col.,
(2007) administraron 1 mg/kg peso corporal de END a ratas prefiadas durante
los dias 6 a 20 de gestacion, y observaron un aumento en la reabsorcion fetal y

anomalias anatomicas en los fetos. En un experimento realizado por nuestro
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grupo de trabajo demostramos que, en ratas adultas ovariectomizadas, el END
reproduce las acciones no uterotrépicas del E2 en dosis similares a la NOAEL
(Non Observed Adverse Effects Level o nivel en el que no se observan efectos
adversos) y a la TDI (ingesta diaria aceptable) (Varayoud y col., 2008).
También pudimos demostrar el efecto xenoestrogénico del END en yacaré
overo machos, donde observamos alteraciones en la histoarquitectura testicular
y una reducciébn en los niveles de testosterona plasmética, sin efectos

neurotéxicos asociados (Rey y col., 2009).

1.6- Atrazina.

La atrazina (ATZ) (Figura 3) es un herbicida cuyo mecanismo de accion
es la inhibicion de la fotosintesis y la interferencia con otros procesos
enzimaticos de las plantas (Shimabukuro y Swanson, 1969). Es muy utilizada
para el control de malezas en las cosechas de maiz, sorgo y cafia de azucar,

entre otros.

ATZ es altamente persistente en suelo, no se adsorbe en gran medida a
sedimentos y es moderadamente soluble en agua. No se hidroliza facilmente a
pH neutro. Su adsorcién en los suelos determina su biodisponibilidad para la
degradacion, que es realizada principalmente por microorganismos. Un aspecto
muy importante de la capacidad contaminante de la ATZ es que se puede
transportar a mas de 1000 km desde el punto de aplicacion, a través de las
precipitaciones y, en consecuencia, es capaz de contaminar habitats pristinos
(Thurman y Cromwell, 2000; Mast y col., 2007).

La ATZ se clasifica como un compuesto clase lll, “ligeramente toxico”,
segun la EPA (http:/iwww.epa.gov/iogwdw000/pdfs/factsheets/soc/tech/altrazine.htm). Su
actividad como PE que incluye no sélo acciones como xenoestrogeno han sido

puestos en evidencia en diferentes modelos de animales (Tabla 3).
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Tabla 3: Observaciones de la accion de ATZ en diversos modelos animales.

Efectos Especie Dosis/via Referencia
Alteraciones en la dindmica Stoker y
folicular  ovarica, en la Yacaré 0,2 ppm. col., 2008;
histoarquitectura  testicular vy Overo Topicacion in ovo | Reyy col.,
niveles hormonales 2009
Incremento en la actividad de la
enzima aromatasa en el complejo . . Crainy col.,
Alligatores 14 ppm in ovo
gonadal-adrenal-mesonefros  de g PP 1997.
crias macho.
0,1-200 ppb, Haves
Hermafroditismo y disminucién de Sano inmersién durante c)(/)I y
los niveles de testosterona. P el desarrollo o
. 2002
larvario.
0,1; 2,5y 25 ppb
Retraso en el desarrollo gonadal, T ,.,y PP Hayesy
S S inmersion durante
demasculinizacion y feminizacion Rana ol desarrollo col.,
completa. . 2003; 2010
larvario.
En machos: disminucién de
testosterona plasmatica, elevacion 100 y 1000 g/, Spané
de 17 B —estradiol tisular, Pez inmersion durante collo 208/4
alteracion estructural del testiculo. 21 dias. N
En hembras: atresia ovérica.
Aumento de la expresion del gen
- P g 2,2y 22 ugll Suzaway
que codifica para la aromatasa .
, Pez durante 17 dias Ingraham,
endogena. Aumento de hembras e
. post-fertilizacion 2008
en la proporcion Machos/hembras
Disminucién dgl peso ovarico y de . . Wilhelms y
la concentracion de progesterona Codorniz 504 pg/kg, in ovo.
i col., 2005
circulante en hembras.
Inhibicion de Ig dlfer.enC|aC|on 0.0la3 Matsushita
sexual del ovario, posiblemente Pollo
. mg/huevo y col., 2006
por la inhibicién de la aromatasa
Alteraciones en el ciclo estral .
o . y 400 ppm durante | Eldridge y
alta incidencia de tumores de Rata
6 meses. col., 1999.
mama.
Disminucién del peso corporal, y
del peso relativo de hipofisis y 60 y 120 mg/kg, 2
prostata ventral. Disminucion en veces a la
movilidad y ndamero de Rata semana Kniewald y
espermatozoides. Disminucion de durante 60 dias, col., 2000
actividad de a-glucosidasa en via
epididimo. Desorganizacién intraperitoneal
celular en testiculo.
Reduccion de la concentraciéon de 100 y 200 mg/kg
L . Trentacoste
testosterona sérica e Rata por dia, durante
y col., 2001

intratesticular y hormona

26 dias, via oral.
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luteinizante sérica. Disminucién
del peso de 6rganos dependientes
de androgenos.

Disminucién de la concentracion

de testosterona serica e 50 mg/kg por dia,

intratesticular in vivo. Disminucion . Friedmann,
. Rata durante 2 dias,
de la produccion de testosterona . 2002
. . ingesta oral
por las células de Leydig in
vitro.
Retraso en apertura vaginal y Exposicién in Rayner y
i Rata
desarrollo mamario. utero col., 2004
Aumento en los niveles de SOD .
R ’ mg/kg/di Bhatt
GPx, CAT y GST. Deficiencia en Rata 300 mg/ g/d,la atly
. \ durante 21 dias col., 2011
la glucosa-6-P en los eritrocitos
. Agua
Alteraciones y retraso en el g. Munger y
o . . Humano contaminada,
crecimiento intrauterino col., 1997.

hasta 2,2 mgl/l.

Abreviaturas: SOD: superodxido dismutasa; GPx: glutation peroxidasa; CAT: catalasa; GST:

glutatién-S-transferasa; G-6-P: glucosa-6-fosfato.

La actividad xenoestrogénica de la ATZ quedé establecida al demostrar
su capacidad para interaccionar con el receptor de estrogenos en oviducto de
Alligator mississippiensis (Vonier y col., 1996). Sin embargo sus efectos como
PE incluyen una amplia gama de alteraciones que involucran otros
mecanismos de accion ademas de los caracterizados como xenoestrogénicos
(Hayes y col., 2011).

1.7- Bisfenol-A.

El BPA (di-(p-hidroxifenil) dimetilmetano), fue sintetizado por primera vez
en 1891, aunque su actividad estrogénica fue descripta 45 afilos mas tarde por
Dodds y Lawson (1936) en ratas ovariectomizadas, quienes observaron que el
BPA era el primer estrogeno sintético que carecia del nucleo fenantreno
caracteristico del 17B-estradiol (Figura 3). Sin embargo, su uso no fue muy
difundido hasta que se descubrié su capacidad de catalizar el proceso de
polimerizacién necesario para la generacién de policarbonatos plasticos. El
enlace éster que une al BPA con la estructura polimérica del policarbonato no

es estable, y el calentamiento o el contacto con compuestos acidos o alcalinos,
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acelera la hidrdlisis del enlace éster. Un ejemplo de la labilidad del enlace del
BPA a la estructura del policarbonato ocurre en las latas de conserva que
presentan en su interior un recubrimiento a base de BPA. El calentamiento de
las mismas durante la esterilizacion de los alimentos o la presencia de bebidas
o alimentos acidos o alcalinos aceleran la velocidad de liberacion de BPA; lo
mismo sucede cuando se realizan lavados sucesivos de los recipientes de
policarbonatos (Brotons y col., 1995, Howdeshell y col., 2003; Olea y col.,
1996).

En la actualidad el BPA se utliza no s6lo en la industria de los
policarbonatos, sino también en resinas epoxi y otros plasticos que incluyen
polisulfonas, alquilfenoles, poliéster, poliestirenos y ciertas resinas de estireno.
También se lo ha utilizado en la formulacion de pesticidas (fungicidas),
antioxidantes, gomas y estabilizantes (cloruros de polivinilos) (Takahashi y
Oishi, 2000; Vom Saal y Hughes, 2005).

Debido a este amplio uso en distintas actividades econémicas, el BPA
representa una fuente de exposicion de extraordinaria magnitud, debido a que
se encuentra presente en selladores dentales, en el recubrimiento de latas de
conserva, recipientes plasticos para alimentos y bebidas, mamaderas y
utensilios para usos en horno microondas. Otras exposiciones resultan del uso
de BPA en laminas films, tuberias reforzadas, filtros de agua, esmaltes y
barnices, adhesivos, dentaduras artificiales, discos compactos, aislantes
eléctricos, repuestos de automoviles y electrodomésticos (Takahashi y Qishi,
2000).

Teniendo en cuenta lo anterior, no resulta extrafio que se haya
detectado BPA en rios y estuarios, en concentraciones desde 5 a 1900 ngl/l,
siendo mas significativo el contenido en sedimentos, observandose entre 5 a
100 ug/kg. En el ambiente el BPA es persistente y no se degrada facilmente
bajo condiciones normales (Rippen, 1999). Una clara evidencia de la
exposicion humana al BPA se desprende de un estudio realizado en la
poblacién estadounidense por el Centro de Control y Prevencién de

Enfermedades (Calafat y col., 2008), en el cual se demostré que el 92,5% de
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las muestras de orina de una poblacion de personas no expuestas
laboralmente a BPA alcanzaba niveles detectables (entre 0,4 y 149 ug BPA/).
Si se tiene en cuenta que la tasa de metabolizacion del BPA es rapida (Volkel y
col.,, 2002), estos datos sugieren que la exposicion humana a cantidades
significativas de BPA es continua y proveniente de mdultiples vias. Se estima
que la dosis ingerida de BPA a través del consumo de alimentos enlatados es
de 6,3 pg/dia (Howe y Borodinsky, 1998); 0,75 ug/dia por ingerir bebidas
contenidas en envases plasticos (Brotons y col., 1995) y 90-931 ug/dia en el
transcurso de la primera hora posterior a la colocacion de un sellador dental
(Oleay col., 1996).

En un trabajo reciente, Tharp y col. (2012) evaluaron los efectos del BPA
en el desarrollo fetal de la glandula mamaria en primates no humanos, los
cuales fueron expuestos por via oral a 400 pug de BPA por kg de peso corporal
por dia, desde el dia 100 de la gestacion hasta el momento del parto. Al
momento del parto, los niveles de BPA no conjugado fueron 0,68 + 0,312 ng/ml
de suero, un nivel similar a los medidos en suero de seres humanos. La
relevancia de este trabajo radica en que, para que BPA alcance niveles
similares a los medidos en la poblacion humana, fue necesario administrar una
dosis mucho mayor a las calculadas para los seres humanos. Estos resultados
agregan evidencias a la idea de que la exposicién real de los seres humanos al
BPA es mucho mayor de la estimada. La densidad de yemas mamarias fue
significativamente mayor en hijas de hembras expuestas, y el desarrollo
general de la glandula mamaria fue mas avanzado en comparacién con los
monos controles. Estos resultados fueron comparables a los observados en

roedores (Tharp y col., 2012).

La Tabla 4 resume los resultados de estudios que demuestran las

consecuencias de la exposicion a BPA en diferentes modelos animales.



Tabla 4: Efectos del BPA en animales.
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Efectos Especie Dosis/via Referencia
Reversion sexual y alteraciones
en la histoarquitectura gonadal,| Yacaré 1,4y 140 ppm. Stoker y col., 2003;
dindmica folicular ovarica y| overo Topicacion in ovo 2008
niveles hormonales
AItergmones morfolégicas en Sapo 20 UM .p,or Sone y col., 2004.
embriones inmersion
o : 0,01aluM
Feminizacion de renacuajos. Sapo . a “. , por Levy y col., 2004.
inmersion
Honmay col.,
Incremento del crecimiento 2; 10y 500 2002; Howdeshell
postnatal y comienzo temprano| Raton Mg/kg/dia (via y col., 1999;
de la maduracion sexual. materna). Nikaido y col.,
2004.
2000; Nagel
Incremento en el tamafio de la , 2y 50 pg/kg/dia (via Gupta 2000; ?ge
réstata Raton materna) y col., 1999;
P ' Timms y col., 2005
Al-Hiyasat y col.,
Fertilidad y produccion Raton 0,2 a 20 yg/kg/dia | 2002; Chitra y col.,
espermética reducidas (via materna) 2003; vom Saal y
col., 1998.
Estimulacion del desarrollo de 3 0,025; 2? y 2,50 Markey Y col.,
la alandula mamaria Raton pa/kg/dia (via 2001; Mufoz-de-
g ' materna) Toro y col., 2005.
Perturbacion del ciclo estral y , Al-Hiyasat y col.,
: . - . 25 a 500 ug/kg/d o
alteraciones en la implantacion| Raton a, Hg/kg/dia 2004; Nikaido y
~ (via materna)
y prefiez. col., 2004.
Inhibicion de esteroidogénesis 2,4 pyg/kg/dia (via | Akingbemiy col.,
. Rata
testicular. materna) 2004.
Aloisi y col., 2001;
Incremento en el ARNm del RP, 400, 40y 25 Funabashiy col.,
de REB y en la expresion del Rata Mg/kg/dia. (via 2003; 2004,
REa en cerebro. materna) Ramos y col.,
2003.
Apertura vaginal tem'prana?, y 25 pg/kg/dia (via Durando y col.,
desbalance de proliferacion- Rata
. ) . materna) 2007.
apoptosis en glandula mamaria.
A.Iteracién. de los me.canismos 0,05y 20 m,g/kg/dl'a. Monje y col., 2009,
hipotaldmicos dependientes de Rata (subcutanea, 2010
estrégeno postnatal temprano) '
Respuesta uterina a hormonas . Varayoud y col.,
esteroideas alterada. 0.05y 20 m’g/kg/dla. 2008, 2011,
, . Rata (subcutanea, .
Menor numero de sitios de ostnatal temprano) Bosquiazzo y col.,
implantacion P P 2010.
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Lo expuesto anteriormente fundamenta la eleccion de END, ATZ y BPA
para el desarrollo de este trabajo de tesis. Los tres compuestos son de uso
masivo, tienen ademdas una amplia distribuciébn y presencia en diversos
ambientes con la consecuente potencial contaminaciéon de especies con las
cuales entran en contacto mediante diferentes vias. Tal como se explicd
anteriormente, los ecosistemas acuaticos adquieren especial relevancia como
sistemas de alerta temprana de contaminacion, por lo que consideramos que
es sumamente importante conocer el efecto de estos contaminantes sobre la
flora y fauna autOoctonas de estos ecosistemas, sustentando su posterior

seleccion y caracterizacion como organismos centinelas.

1.8- Organismos Centinelas.

1.8.1- Generalidades.

El concepto de organismo centinela fue definido por Stahl (1997) como
“cualquier organismo no-humano que pueda reaccionar ante un contaminante
ambiental antes de que el contaminante impacte sobre los humanos”. De este
modo las respuestas enddgenas del organismo proveen una sefial de alerta
temprana sobre potenciales riesgos para la salud humana y de los ecosistemas
(Figura 4).

S i ot

” | Alteraciones en el

: ecosistema y potenciales
rlesgos para la
salud humana

ded
organismo

5 Respuesta
/’%ﬁ:j‘ ' endogena

Figura 4. Organismo centinela. C. latisrostris, potencial centinela de

contaminacion por xenoestrogenos. Tomado de Gonzéalez, M. 2007.



I- Introduccién 25

Los animales silvestres no soOlo proporcionan informacion acerca de
tipos, caracteristicas, cantidades y biodisponibilidad de contaminantes del
medioambiente, sino que también proveen importante informacion de los
efectos interactivos de estos agentes medioambientales y el rol de otros

factores del ambiente en la respuesta toxicologica final (Fox, 2001).

En base a estos conceptos se define que una especie centinela debe
reunir ciertas caracteristicas (van der Schalie y col., 1999):

-Poseer una respuesta capaz de ser medida en el agente a monitorear.

Esta respuesta suele ser caracteristica en la especie centinela cuando la

comparamos con las otras especies.

-Habitar en un territorio que se encuentre incluido en el area a monitorear.

Es de especial interés la movilidad del animal, por esto se prefieren

animales con territorios pequefios o con fidelidad a su habitat.

-Tener una poblacidon suficiente que permita trabajar con un ndamero

adecuado de individuos.

-Tener una relacién intima con la fuente de exposicion (agua, aire,

plantas, suelo, etc.).

Las especies centinelas se aplican, por ejemplo, al monitoreo del
medioambiente y a la identificacion de exposiciones a nuevas sustancias
evidenciadas por cambios en poblaciones de animales silvestres. A pesar de
que los datos obtenidos en especies centinelas no son factores determinantes
en la evaluacion del riesgo para los seres humanos, pueden ser tomadas como
evidencias significativas frente a decisiones de evaluacibn de riesgo;
proveyendo alertas tempranas de situaciones que requieren mas estudio, o

sugiriendo potenciales causas y efectos (Van der Schalie y col., 1999).

El uso de animales como especies centinelas presenta varias ventajas
para proveer una advertencia temprana sobre potenciales riesgos para la
poblacion humana antes de que la misma resulte afectada. Por ejemplo, los
periodos de latencia de las enfermedades son generalmente mas cortos en los
animales que en los humanos o los animales pueden exponerse a

concentraciones mayores a los umbrales de toxicidad establecidos para
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humanos. Para algunos compuestos téxicos, los biomarcadores de exposicion
y de efectos toxicos son similares en humanos y en animales centinelas (ej.:
inhibicibn de la acetilcolinesterasa causada por los insecticidas
organofosforados). Ademas, las condiciones de exposicion pueden ser
comparables bajo ciertas circunstancias, como por ejemplo en el caso de las

personas y sus animales domésticos (Van der Schalie y col., 1999).

De esta manera, los organismos centinelas se seleccionan para realizar
monitoreos ambientales con el objeto de controlar y preservar la salud del
medioambiente y de las especies que lo habitan. Las investigaciones que se
realizan con animales en condiciones de laboratorio no brindan informacion
acerca de acciones biolégicas integradas debido a exposiciones cronicas a
concentraciones reales de contaminantes ambientales. Sin embargo, su utilidad
reside en la posibilidad de determinar relaciones dosis-respuesta y poder de

estudiar los mecanismos de accion de los contaminantes elegidos.

1.8.2- Reptiles como centinelas de contaminacién ambiental.

Los saurdpsidos (Sauropsida) o reptiles (Reptilia) son un clado de
vertebrados amniotas al que pertenecen los animales tradicionalmente
clasificados como reptiles, y también incluyen las aves (Figura 5). Tienen en
comun la posesion de escamas epidérmicas de queratina y un huevo

amnioético.
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Synapsida ("reptiles” mamiferoides y mamiferos)

Anapsida (tortugas y numerosas formas fosiles)

Rhynchocephalia (tuataras de Nueva Zelanda)
Lepdosauna ‘
Amniota Squamata (lagartos, serpientes)

Crocodylomarpha (crocodyha)

Sauropsida —— OTNithischiat ( Tnceratops, Iguanodon, Stegosaurus)

Diapsida

Archosauria

Dinosauria Sauropodat (Diplodocus. Brachiosaurus)

Saurischia Tyrannosauridaet

Theropoda

Aves

Figura 5. Cladograma de la clase Reptilia. En color se marca el orden crocodylia, al que
pertenece la especie utilizada en esta tesis. La cruz marca los 6rdenes extintos. Modificado de
Tree of life (http://www.tolweb.org/Amniota/14990)

Algunos reptiles se han adaptado a la vida terrestre, siendo una piel
resistente y escamosa es una de sus principales adaptaciones para este fin.
Otras de las adaptaciones que han contribuido al éxito de los reptiles en tierra
firme incluyen pulmones bien desarrollados, un sistema circulatorio de doble
circuito, un sistema excretor que minimiza las pérdidas de agua, fuertes
extremidades, fertilizacion interna y huevos con céscara resistente (Grigg y
Carl, 1993).

Histéricamente, los reptiles han sido utilizados como centinelas de
contaminacion ambiental debido a las siguientes caracteristicas:
-Se encuentran presentes en una amplia variedad de habitats
-Su distribucion geografica es extensa
-Son mayoritariamente longevos
-Algunos ocupan una posicion superior dentro de la red trofica
-En muchos casos, son fieles al sitio
-Presentan una sensibilidad a los contaminantes similar a la reportada
para otras especies, como por ejemplo, aves y mamiferos (Hall y Clark,
1982)
-Poseen la caracteristica de bioacumular* y biomagnificar** los

contaminantes debido a su longevidad y a su alta posicion dentro de la
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red tréfica, a niveles equivalentes o aun mayores que los descriptos
para aves y mamiferos (Olafsson y col., 1983; Bryan y col., 1987; Hall y
Henry, 1992; Crain y Guillette, 1998).

Los reptiles han sido propuestos como especies centinelas en varios

trabajos, algunos de los cuales se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5: Ejemplos de reptiles utilizados como organismos centinelas de

contaminacion.

Organismo .
9 ) Efecto observado Referencia
Centinela
) Presencia de organoclorados en
Cocodrilos g . . Pepper y col., 2004
membranas corioalantoideas
. . Guillette y col., 1994;
. Alteraciones en morfologia gonadal y .
Aligatores concentracion de hormonas sexuales 1995a; b; Milnes y col.,
2002 Guillette, 1994
Reversiéon sexual, pérdida de peso de
. P . P L, Stoker y col., 2003;
huevos en la incubacion. Induccion de
. . : Rey y col., 2006;
. vitelogenina. Alteraciones en la -
Caimanes o . L. Beldoménico y col.,
dinAmica folicular ovarica, en la
histoarquitectura ovarica y testicular 2007; Stoker y col,
quitect y Y| 2008: Rey y col., 2009
en los niveles hormonales.
) Aumento de la concentraciéon de
Serpientes : o Stafford y col., 1976
enzimas detoxificantes
Alteracion de los perfiles hormonales,
. L, P -, Bergeron y col., 1994;
induccion de reversion sexual y .
. L . Willingham y col.,
Tortugas estimulacién de la produccién 2000:
vitelogenina sérica. Desarrollo '
g . B} Tada y col., 2004
reproductivo andémalo

*Bioacumalacién: aumento progresivo de la cantidad de una sustancia en un organismo o parte
de un organismo, debido a que la tasa de incorporacion (dieta, vias respiratorias, absorcion dérmica)
supera la capacidad de eliminar dicha sustancia del cuerpo por parte del organismo (Unién Internacional
de Quimica Puray Aplicada, IUPAC, 1993).

**Biomagnificacion: la concentracion en tejidos de compuestos quimicos en organismos a un
nivel trofico determinado excede las concentraciones en un organismo en el siguiente nivel tréfico inferior
de una cadena alimenticia como resultado del proceso de bioacumulacion y transferencia (Agencia de

Proteccion Ambiental de Estados Unidos, EPA, 2010).
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1.9.- Biomarcadores de exposicién y de efecto de PE.

1.9.1- Generalidades.

Diversos marcadores biolégicos funcionales o también Illamados
biomarcadores pueden ser usados para monitorear la exposicion a PE en

poblaciones silvestres y en humanos.

Los biomarcadores se manifiestan en diferentes niveles de organizacion:
subcelular, celular, tisular y organismos completos. En primer lugar ocurren los
efectos a nivel molecular, seguido por las respuestas celulares (bioquimica),
tisulares u orgéanicas, llegando a manifestarse en el individuo y su progenie.
Estas respuestas tienen relevancia ecoldgica y tienden a ser permanentes. Los
biomarcadores son especialmente Utiles como una sefial de alerta temprana de

los problemas ambientales emergentes (www.unep.org/stapgef).

Los biomarcadores son definidos como “variables bioquimicas,
fisiolégicas, y/o histolégicas, cuyo cambio, presencia y/o ausencia permiten
determinar la exposicion del animal a algin contaminante particular” (Hugget y
col., 1992; Munkittrick y McCarty, 1995). Dado que un biomarcador no siempre
puede predecir la respuesta total de un organismo (Cormier y Daniel, 1994), un
conjunto de biomarcadores puede proveer una visidbn mas integral del grado de

exposicion a contaminantes.

Para que una variable sea considerada biomarcador deberia
preferentemente ser especifica (no modificarse por otros factores) y sensible

(alterarse a bajas concentraciones de contaminante).

Los biomarcadores pueden ser de exposicion, de efecto o
susceptibilidad. Los biomarcadores de exposicion incluyen las mediciones de
los compuestos y sus metabolitos, y las células o moléculas modificadas (por
ejemplo, aductos de ADN y de proteina) en los tejidos bioldgicos / liquidos (por
ejemplo, sangre) o las excreciones (por ejemplo, orina). Estas mediciones
bioldgicas estan directamente relacionadas con la dosis de un pesticida y son

una funcion de la exposicion a los mismos. Los biomarcadores de efecto
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incluyen mediciones de cambios bioquimicos, fisiolégicos o de comportamiento
que resultan como consecuencia de la exposicidn a los contaminantes. Algunos
ejemplos de biomarcadores de efecto incluyen mediciones biolégicas de las
respuestas inflamatorias endégenas, mediciones de ADN, proteinas, dafo de la
célula, tejido u érgano. Estas mediciones biolégicas a menudo son dificiles de
atribuir a un evento de exposicion a compuestos especificos. Los
biomarcadores de susceptibilidad incluyen las mediciones de la capacidad
inherente de un individuo para responder a la exposicion a determinados
compuestos. Estas mediciones incluyen observaciones de funciones vy
propiedades moleculares, tales como los polimorfismos genéticos y la actividad
de las enzimas, que pueden afectar las tasas de absorcion, distribucion,
metabolismo y eliminacibn de un compuesto, junto con la disposicion
bioquimica de un individuo hacia la progresion de la enfermedad o la
reparacioén. Los biomarcadores de susceptibilidad se ven afectados por una
serie de fuentes exdgenas y endogenas, y por lo tanto es dificil vincularlos a un
evento de exposicibn a compuestos especificos. La Figura 6 muestra de
manera grafica estos conceptos referidos a los diferentes tipos de

biomarcadores.
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Geneética
Polimorfismo
Actividad Enzimatica
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Reparaciéon/
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Figura 6. Biomarcadores de exposicién, efecto y susceptibilidad, como parte del proceso
continuo de exposicion-efecto. Los cuadrados representan los biomarcadores de exposicion;
Ovalos representan los biomarcadores de efecto, y triAngulo representa biomarcadores de
susceptibilidad; las flechas representan las interacciones potenciales entre las medidas y
procesos biologicos. Modificado de: Krieger, (2010).

La evaluacion de los efectos provocados por la exposicion a
determinados agroquimicos y desechos urbano-industriales, clasificados como
PE, son de especial interés para la caracterizacion de Caiman latirostris como
centinela de contaminacion y monitor de la salud del ecosistema. A tal fin la
identificacion y caracterizacion de biomarcadores de exposicion y accion/efecto
de PE es fundamental. Entre los biomarcadores de interés se incluyen:
cambios en las caracteristicas sexuales secundarias, alteraciones en los
niveles circulantes de hormonas esteroides sexuales, cambios en actividades
enzimaticas y modificaciones histolégicas en el sistema endocrino, y

malformaciones. Estas respuestas selectivas medidas en ciertos organismos
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pueden actuar como sistemas de advertencia temprana y proveer indices de

potenciales efectos de los contaminantes sobre el ecosistema (Knobil, 1999).

Cuando un organismo vivo aporta informacién sobre las condiciones
ambientales de su habitat mediante su presencia, ausencia y comportamiento,
se lo denomina Bioindicador. Por ejemplo, la presencia de bacterias coliformes

identifica agua contaminada con materia fecal humana.

En conclusién, el andlisis de biomarcadores de exposicion y de efecto es
un instrumento clave para detectar el impacto de la contaminacion sobre la
salud de los individuos dentro de los ecosistemas, normalmente en
combinacion con otros enfoques para la evaluacién de la calidad del medio,
como los andlisis quimicos convencionales, los bioensayos y los estudios

ecoldgicos a largo plazo.

1.9.2- Biomarcadores de exposicion a PE.

1.9.2.1- Concentracion de COCs.

Los COCs y sus metabolitos son lipofilicos. La exposicion de la fauna
silvestre esta principalmente relacionada con la acumulacion y la persistencia
de estos contaminantes tanto en la cadena alimentaria acuatica como terrestre.
De esta manera, la dieta es una fuente importante de exposiciébn a compuestos
lipofilicos, que son absorbidos por el tracto digestivo después de la ingestion.
Posteriormente los contaminantes son transportados a otros tejidos en donde
son absorbidos y permanecen depositados (Bargar y col., 1999). En las
especies oviparas, el huevo tiene un alto contenido de lipidos (Ashpole y col.,
1999; Rauschenberger y col., 2007) por lo que los compuestos lipofilicos como
los pesticidas organoclorados y los PCBs llegan al huevo principalmente por
transferencia materna y permanecen almacenados (Rauschenberger y col.,
2007; Russell y col., 1999). De esta manera, la concentracién de COCs en el
huevo reflejaria su disponibilidad biologica en el habitat, proveyendo una
herramienta Gtil para su monitoreo (de Solla y Fernie, 2004).
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El analisis de contaminantes en huevos de animales silvestres ha
demostrado su utilidad como indicador de contaminacion con xenobidticos en
habitats naturales. Se ha estudiado el contenido de distintos organoclorados en
huevos de diferentes especies como: azor (Accipiter gentilis), aguila (Buteo
buteo), mirlo (Cinclus cinclus), gallo (Gallus domesticus), charran (Sterna
hirundo), tortuga (Chelydra serpentina serpentina), gaviota (Larus fuscus)
(Mafiosa y col., 2003; O"Halloran y col., 2003; Bargar y col., 2001; French y
col.,, 2001; De Solla y col., 2000; Bustnes y col., 2006). En un interesante
trabajo, se midieron las concentraciones de 16 insecticidas organoclorados en
la yema de huevo en una poblacion de la pequefia garza Egretta garzetta, en
Tailandia (Keithmaleesatti y col., 2007). Estos autores pudieron comprobar que
los contaminantes organoclorados evaluados persisten en el tiempo, se

bioacumulan y se transfieren desde la madre

Wu y col., (2006) examinaron en huevos de cocodrilo Morelet’'s
(Crocodylus moreletii) residuos de compuestos organoclorados. El compuesto
predominante fue p,-p DDE, y también se encontraron: p,-p DDT, p,p-DDD,
methoxychlor, aldrin, y a-END. Las concentraciones individuales estuvieron en
el rango de 4 ppb (ng del quimico/ gramo himedo de huevo) con un méaximo de
500 ppb. Cobb y col. (2002) analizaron la presencia de policlorados bifenilicos
(PCBs) en huevos de Alligator mississippiensis y compararon tres lugares del
sudoeste de Estados Unidos (333 ng/g para isla Bear; 218 ng/g en Rockefeller
y 3176 ng/g en bahia Winyah). Por otro lado, Rauschenberger y col. (2004)
suministraron a hembras de Alligator mississippiensis una mezcla que contenia
p,p-DDE, toxafeno, dieldrin, y chlordano en una dosis de 0,2 + 0,01 mg/kg/dia
por 274 + 8 dias, encontrando que las hembras tratadas producian huevos con
un alto contenido de organoclorados y menor viabilidad con respecto a las

controles.

1.9.3- Biomarcadores de Efecto a PE.
1.9.3.1- Caracteristicas de la cascara del huevo: grosor y densidad
de poros.
En patos domesticos adultos (Anas platyrhynchos domesticus)

expuestos a lindano (7-hexaclorociclohexano) se observo que los huevos eran
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mas delgados, con una densidad y area de los poros/cm? disminuida. Esta
reduccion se debioé presumiblemente a la ausencia total de poros “largos” en
estas cascaras. Este cambio en la porosidad de la cascara implica una
reduccion en la conductividad, lo que se traduce en una alteracion en el
porcentaje de eclosiones exitosas. (Chakravarty, y Lahiri, 1986; Lundholm,,
1997). Ademas, estas alteraciones en el grosor y nimero de poros/cm? podrian
comprometer el intercambio gaseoso y afectar la viabilidad del embrién (Ar, A.
y Rahn H., 1985). En este sentido, se ha demostrado que la porosidad de la
cascara de huevos de cocodrilos esta relacionada con la viabilidad fetal (Wink y
col., 1990).

1.9.3.2- Parametros de éxito reproductivo.

El ndmero de huevos por nido y el éxito en la eclosion son medidas de
performance reproductiva de las especies oviparas. Los estudios de campo y
de laboratorio sugieren que la exposicion materna a COCs pueden contribuir a
la disminucion del numero de huevos en la nidada, de la viabilidad del embrion
y de la sobrevida postnatal (de Solla y col.,, 2008, Lundholm, 1997,
Rauschenberger y col., 2004, 2007, Sepulveda y col., 2006, van de Merwe y
col., 2010). En este contexto, es necesario estimar la concentracién de COCs
presentes en los huevos de C. latirostris y determinar la relacion entre las

concentraciones de COCs y pardmetros asociados a performance reproductiva.

1.9.3.3- Caracteristicas de genitales externos.

El phallus es una estructura sexualmente dimoérfica* (Allsteadt y Lang,
1995). Tanto en machos como en hembras se presenta como una estructura
asimétrica y mévil que en estado relajado descansa sobre la hendidura (cloaca)
y en estado tenso se yergue separandose de la misma. Presenta un sector
redondeado (cabeza, Figura 7) sostenido, desde la base de la cloaca, por una
estructura alargada (cuello). La cabeza posee una hendidura en el extremo
opuesto a su union con el cuello. La hendidura esta cubierta por una estructura
piramidal a la que denominamos punta (Guillette y col., 1996; 1999 a, b; Stoker
C., 2004; Ziegler y Olbort, 2007).
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Cuello

Figura 7. Phallus de un yacaré overo
juvenil. Imagen digitalizada del phallus
de un yacaré overo juvenil macho (vista
dorsal) Modificado de Stoker, C. (2004).

El desarrollo embrionario y postnatal que imprime caracteristicas
sexualmente dimérficas a los genitales externos depende del ambiente
endocrino, y por lo tanto puede ser afectado por la exposicion a PE (Miyagawa
y col., 2011). En las dltimas décadas, se ha informado un aumento creciente en
la frecuencia de anormalidades del desarrollo del pene y/o clitoris-pene en
diferentes especies (Davis y Bortone, 1992; Guillette y col., 1996; 1999 a, b;
Sharpe y Skakkebaek, 1993; Tillmann y col., 2001). A partir de varios trabajos,
se ha propuesto que este incremento podria deberse a la presencia de
sustancias quimicas con actividad antiandrogénica que contaminan el medio
ambiente. En aligatores que habitaban un lago contaminado (lago Apopka, FL-
USA), la poblacién de animales juveniles presenté una reduccién del tamafio
del phallus y menores concentraciones plasmaticas de testosterona en
comparacion con animales similares de un lago pristino (lago Woodruf, FL-
USA) (Guillette y col., 1996). Esta andrégeno-dependencia fue observada por
Gunderson y col., (2004) en la misma especie afios mas tarde y sento las
bases tanto para estudiar animales que viven en sitios contaminados (Guillette

y col., 1999; Gunderson y col., 2004) como para establecer si una sustancia

* Inicialmente, el concepto de dimorfismo sexual hacia referencia a las variaciones en la fisonomia
externa (forma, coloracion o tamafo) entre machos y hembras de una misma especie (Grigg, 1993).
Actualmente, el concepto es mucho mas amplio y se refiere no sélo a las formas sino al conjunto de
diferencias biolégicas (mecanismos subcelulares, niveles hormonales, etc.) que presentan los machos y

las hembras de una especie (Huchzermeyer, 2003).
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tiene actividad agonista o antagonista de los androgenos (Milnes y col., 2005).

En ratas, el fungicida vinclozolin inhibe la diferenciacion sexual como
consecuencia de su accion antiandrogénica. Cuando el tratamiento se realiza
durante la gestacion tardia y la lactancia temprana, reduce la distancia ano-
genital de los machos a una medida similar a la de las hembras (Gray y col.,
1994a). Se observé ademas una mayor frecuencia de hipospadias,
criptorquidia y agenesia de la prostata (Gray y col., 1994 y 2001; Kelce y col.,
1994; Shono y col., 2004). También en caracoles marinos y de agua dulce se
describieron efectos antiandrogénicos por exposicidon a vinclozolin y acetato de
ciproterona, tales como alteraciones en los genitales externos con una
significativa disminucion del tamafio del pene y de los 6rganos sexuales
secundarios (Tillmann y col., 2001). Como contrapartida, se han encontrado
que algunas sustancias con actividad androgénica provocaron alteraciones en
hembras de mas 150 especies de moluscos. Tal es el caso de los compuestos
del tributiltin (TBT) usados en pinturas de barcos para actuar como biocidas. El
TBT induce “imposex” en caracoles, observandose la formacion adicional de
caracteres sexuales masculinos en hembras que se vuelven infértiles
(Oehlmann y col., 1996; Tillmann y col., 2001). Actualmente, el uso del TBT
esta prohibido y se utilizan bioensayos con caracoles como especies centinelas

para monitorear su presencia (Axiak y col., 2003).

1.9.3.4- Caracteristicas craneofaciales de C. latirostris.

1.9.3.4.1- Dimorfismo craneal.

Diversos autores describen un dimorfismo sexual en las cabezas
de cocodrilos jovenes y adultos, de entre 40 y 120 cm de longitud hocico-cloaca
(Webb y Messel, 1978; Hall y Portier, 1994; Verdade, 2003). Las caracteristicas
craneofaciales son de especial interés al momento del reconocimiento visual en
el periodo de reproduccion, debido a que la region superior del craneo, que es
la parte de la cabeza expuesta cuando descansan en la superficie del agua, es
diferente entre machos y hembras (Anderson y Vitt, 1990; Cooper y Vitt, 1993;
Verdade, 2000). En general, los reptiles machos presentan una cabeza mas

grande que las hembras (Smith, y col., 1997).
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Las hormonas sexuales han sido consideradas tradicionalmente como el
principal mediador del dimorfismo sexual en el tamafio y fortaleza de los
huesos del esqueleto. Esta consideracion surge a partir de la observacion de
una reduccion en el crecimiento del perimetro del periostio en ratas machos
castradas en comparacion con un aumento del perimetro del periostio en ratas
hembras ovariectomizadas (Turner y col., 1990). Este importante estudio
condujo a la hipétesis de que los androgenos estimulan y los estrégenos
inhiben el crecimiento del hueso radial en machos y hembras respectivamente.
Estudios recientes han redefinido en parte este concepto, con evidencias que
apuntan a que los estrégenos tienen accién en el desarrollo éseo en los
machos también. En ratones machos, la deficiencia de estrogenos en las
primeras etapas de la pubertad produce una reduccion en la expansion del
hueso radial, sustentando el concepto de que la aromatizacidon de los
andrégenos en estrogenos también contribuye a las diferencias de género
(Callewaert y col., 2010).

La exposicion a PE en general y a estrogenos ambientales en particular
podria tener efectos sutiles alterando el desarrollo 6seo y enmascarando las
diferencias ligadas al sexo, o efectos drasticos dando lugar a malformaciones.

1.9.3.4.2- Malformaciones orofaciales.

Los cocodrilos, tienen un paladar secundario fusionado, similar al de los
mamiferos. Anfibios y otros reptiles como ciertas especies de tortugas y
culebras, solo tienen un paladar primario algo mas desarrollado, originado de
los procesos nasales medios, formando el techo de la boca. El desarrollo del
paladar secundario estd ausente en vertebrados inferiores, incluyendo peces.
Por lo tanto, filogenéticamente la fisura palatina es ancestral al paladar

fusionado (Montenegro y Rojas, 2005).

La morfogénesis craneofacial es el resultado de complejas interacciones
espacio-temporales entre los diferentes componentes celulares de la cabeza.
Diversas sefiales moleculares son intercambiadas entre el sistema nervioso

central, las células del mesodermo y del epitelio endo/ectodérmico de los arcos
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faringeos para proporcionar la informacion de la posicion necesaria para dar la
forma correcta a los diferentes componentes 6seos y musculares de la cabeza.
Ligeras modificaciones espacio-temporales de estas vias de sefalizacion
pueden resultar en cambios profundos en el desarrollo craneofacial (Gitton y
col., 2010)

Las malformaciones craneofaciales son frecuentes en la especie
humana, predominando las fisuras orofaciales, como el labio leporino y paladar
hendido, (Gonzélez y col., 2003). La etiologia de las malformaciones
orofaciales es compleja y se ha ligado a factores ambientales y genéticos. Los
genes homedticos codifican factores de transcripcion criticos para el desarrollo
orofacial y la morfogénesis dentaria. Respecto a los factores ambientales,
estudios en animales de laboratorio demuestran el efecto teratogénico del
herbicida nitrofen y de las dioxinas, observandose alta incidencia de paladar
hendido en ratones, ratas y hamster expuestos prenatalmente (Wickman y col.,
2007)

1.9.3.5- Perfil hematoldgico, bioquimico e inmunoldégico.

Los valores de referencia hematoldgicos, inmunoldgicos y la
quimica de la sangre son necesarios para una correcta valoracion de los
efectos del estrés ambiental, enfermedades infecciosas, parasitarias o
toxicolégicas en animales (Campbell, 1986; Merchant, y col., 2006a, b). Aunque
los rangos de referencia se han informado para muchas especies de reptiles
(Alleman y col., 1999; Dickinson y col., 2002; Casal & Oros, 2007), incluyendo
varios cocodrilos (Glassman y col., 1981; Mateo y col., 1984; Millan y col.,
1997; Stacy & Whitaker 2000; Schoeb y col., 2002), la informacién disponible
sobre los valores basales de C. latirostris es escasa (ISIS, 1999). Los
marcadores hematoldgicos, inmunolégicos y bioquimicos en la evaluacion del
estado de salud-enfermedad, tanto en animales mantenidos bajo condiciones
controladas como en programas de cria o capturados en la naturaleza, poseen

gran utilidad y aplicabilidad.
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1.9.3.5.1- Componentes celulares sanguineos.

La evaluacion de los componentes celulares en sangre periférica
abarca el examen de extendidos sanguineos, el recuento de eritrocitos,
leucocitos y trombocitos, la determinacion de la concentracion de hemoglobina
y la lectura del hematocrito (Campbell, 2004). Los eritrocitos policromaticos e
inmaduros en ocasiones se presentan en el frotis de sangre periférica de
reptiles, anfibios y peces. Los eritrocitos inmaduros aumentan durante los
periodos de ecdisis (muda) y son mas frecuentes en los reptiles pequefios. El
grado de policromasia en los reptiles normales es generalmente bajo y
representa menos del 1% de la poblacién de eritrocitos, esto puede deberse a
una tasa lenta de recambio de eritrocitos en comparacion con las aves y los
mamiferos, Teniendo en cuenta que las células rojas de reptiles presentan una
vida media que puede ser de 600 a 800 dias en algunas especies (Campbell,
2004), un aumento en el porcentaje de eritrocitos inmaduros podria evidenciar

un proceso de recuperacion frente a una anemia.

1.9.3.5.2 Inmunidad humoral innata.

El sistema inmune ha desarrollado una variedad de respuestas
apropiadas para combatir cada tipo de patdégeno, al mismo tiempo que
mantiene la tolerancia a los componentes del propio organismo (Regueiro
Gonzéles y col., 2003). Para eliminar un patégeno que haya establecido una
infeccion (atravesando las barreras epiteliales de los vertebrados) lo primero
gue debe hacer el sistema inmune es reconocerlo como tal y a continuacién
desarrollar una respuesta adecuada para destruirlo. Para ello el sistema
inmune ha desarrollado dos tipos de mecanismos: innatos y adaptativos, cuya
diferencia principal reside en las estructuras de reconocimiento de los
patdbgenos, ya que los mecanismos efectores de destruccion son

esencialmente similares (Regueiro Gonzales y col., 2003).

La estrategia de la inmunidad innata es reconocer un grupo de patrones
moleculares altamente conservados que son comunes a un grupo o familia
entera de patégenos. Por ello todos los individuos de una misma especie nacen

con la capacidad innata e inmediata de reconocer y destruir numerosos
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microorganismos con los cuales no han entrado en contacto previamente. Si
estos mecanismos no consiguen eliminar la infeccion, al menos la mantienen
bajo control mientras se desarrollan los mecanismos adaptativos, que requieren
aproximadamente una semana para desarrollarse (Regueiro Gonzales y col.,
2003).

El sistema del complemento es el mecanismo efector humoral mas
importante de la respuesta inmune y, junto a los fagocitos, es el principal
responsable de la inmunidad innata. El sistema esta formado por varias
proteinas plasméticas. La activacion de estas proteinas es una reaccion en
cascada y da lugar a una serie de respuestas biologicas, dirigidas
fundamentalmente hacia la eliminacidén directa (lisis) o indirectas (fagocitosis)
de los microorganismos invasores, la inflamacion (que atrae a otras células y
moléculas para que ayuden) y la eliminacion de los inmunocomplejos de la

sangre (Regueiro Gonzéles y col., 2003).

Varios estudios se han centrado en las propiedades antimicrobianas del
suero de los cocodrilos. En un trabajo realizado por Shaharabany y col., (1999)
los autores observaron que los extractos crudos de tejidos del cocodrilo del Nilo
(Crocodylus niloticus) presentan propiedades antimicrobianas. Resultados
similares se obtuvieron con respecto al suero de Alligator mississippiensis
(Merchant y col., 2003; 2005) y de yacaré (Siroski y col., 2009; 2010). La
actividad antimicrobiana del suero es mediada por via alternativa del
complemento (Merchant y col., 2005). La inmunidad innata en las 23 especies
de cocodrilos existentes, entre ellos el yacaré, se ajusta a los distintos linajes

taxonomicos (Merchant y col., 2006).

Diversos ensayos en laboratorio y estudios de campo indican que los
COCs, PCBs y pesticidas, modulan la respuesta inmune en roedores, fauna y
seres humanos. (Harper y col., 1993; Ross y col., 1996; Wu y col., 1999; Segre
y col., 2002; Smits y col., 2002). En anfibios se ha sugerido que una supresion
directa o indirecta del sistema inmune por parte de los contaminantes podria
impedir que el sistema inmunoldgico desarrolle una respuesta inmune normal y

adecuada contra agentes patdégenos (Carey, 2000). Hasta el momento, se
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desconoce el efecto de la exposicion a PE sobre la inmunidad innata del yacaré

overo.

1.9.2.5.3- Marcadores bioquimicos.

La evaluacién de marcadores bioquimicos junto a los parametros
hematoldgicos puede proporcionar informacion predictiva sobre la salud animal
y, por lo tanto, se puede utilizar como una herramienta rapida para el
diagnéstico. Concentraciones anormalmente bajas de los marcadores
bioquimicos pueden ser debidas a diversos factores, tales como una
incorporacion disminuida al plasma por deterioro en la sintesis, deficiencia
nutricional, absorcidén pobre, falta de precursores, etc. o bien a un aumento en
su eliminacion plasméatica (demanda excesiva, excrecion excesiva, perdidas
patoldgicas, etc). Al contrario, concentraciones anormalmente altas, pueden ser
debidas a un aumento de su incorporacion al plasma (aumento de la
produccion o de la entrada, liberacion patolégica del compartimento
intracelular, etc.) o bien a una disminucidon de su eliminacion plasmatica

(disminucion de su utilizacion, excrecion impedida, etc) (Ganong, 1992).

Para evaluar los efectos a mediano y largo plazo de la exposicién a PE
es de fundamental importancia conocer los rangos normales de marcadores del
metabolismo energético, muscular y 6seo, o marcadores que permitan evaluar
integridad hepética y renal ya que estos érganos estan involucrados en los

procesos de biotransformacion y detoxificacién de xenobidticos.

1.10- El yacaré overo como organismo centinela de contaminacion

ambiental.

El yacaré overo es la especie utilizada como modelo animal para esta
tesis. Taxondmicamente se encuentra dentro del orden Crocodylia, y segun la
sistematica cladistica (Figura 8) se encuentra dentro de la familia de
saurépsidos-arcosaurios, comunmente conocidos como cocodrilos, la cual
incluye a especies actuales de grandes reptiles semiacuaticos. El término

"cocodrilo” también es utilizado incorrectamente para denominar a todos los
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miembros del orden Crocodylia, el cual incluye a los cocodrilos, aligatores y
caimanes (familia Alligatoridae), asi como a los gaviales (familia Gavialidae)
(Huchzermeyer F.W. 2003).

En la Figura 8 se muestra la ubicacion taxondémica del yacaré overo en el
Orden Crocodylia.

Orden: Crocodylia

Familia: Crocodylidae

Subfamilia; Aligatonnas
Especies: Alligator MISSISSHMENSIs
Género: Aigator Alligatar sinensis
i Palars Especies: Caiman latirostris
Género: Caiman Caiman yacard
Cammmn crococsils Subespecies:
C.c fuscus
Género: Melanosuchus || Especie: Malsnosuchus nigar C.c. apapovensis
C.e crococtvs
Cc chiapasius
Género: Palaosuchus Especies: Paleosuthus pagedrasus
' Paecsuchus Triganatus
Subfamilia: Crocodylinas Especies: Crocodius acutus Crocodyls morsieti
Crocodvlis nvadows Crocodus mndvenss

Crocodyus cataphrachs  Crocodylis Moméliy
oius novaegunese Crox JpAsS Siamenss
ayus ormedus  Crocodyhs jahnsion
Cracodylus pastis Crocodylus pavasus

Género: Crocodylus

Género: Osfealsemus Especie: Osteoiaamus tatraspis
Subfamilia; Gavialinas

Género: Gawals Especie: Gaviails gangefcus

Género: Tomistoma Especie: Tamistama schieged

Figura 8: Ubicacién sistematica de Caiman latoristris. Tomado de NCBI Taxonomy ID: 8493.

1.10.1- Descripcion general.

Caiman latirostris (yacaré overo) es una especie silvestre de amplia
distribucion en el Litoral argentino y posee numerosas caracteristicas que lo
sittan en una posicion de privilegio a la hora de seleccionar posibles
organismos centinelas de exposicion a PE, las cuales se describen con mas

detalle a continuacion.
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El yacaré overo es un reptil de habitos anfibios que pasa la mayor
parte del tiempo en el agua, donde satisface la mayoria de sus requisitos de
vida (Freiberg y Carvalho, 1985). Son vertebrados poiquilotermos que alcanzan
una longitud maxima aproximada de 2,5 m con un peso de 80-90kg (Figura 9).
Su coloracion general es verde-grisdcea con el vientre blanco-amarillento, a
veces grisaceo. La cabeza es robusta con un hocico corto y ancho (Figura 9C)

(de ahi el nombre “yacaré nato" 6 “caiman de hocico ancho”) (Prado, 2003).

Con relacion a su dieta, el yacaré overo es depredador oportunista,
variando conforme a su crecimiento, época del afio y a la oferta de recursos
(Santos y col., 1996). Su ingesta alimenticia comienza desde muy temprano,
posibilitando de esta manera la exposicion a contaminantes en todas las etapas
de su vida. Los neonatos, una vez que han reabsorbido los restos del vitelo, se
alimentan principalmente de insectos y otros invertebrados que encuentran en
las proximidades del nido. Durante la etapa juvenil incorporan a la dieta
gasterépodos acuaticos, crustaceos y pequefios vertebrados. Borteiro y col.
(2008) estudiaron los habitos alimenticios del C. latirostris en el noroeste de
Uruguay, donde las presas mas comunes fueron insectos, camarones,
caracoles, peces y aves; en cambio fueron menos frecuentes arafas,
cangrejos, anfibios, serpientes, tortugas y mamiferos. Peces y aves fueron
consumidos por caimanes de todos los tamafios, mientras que la proporcion de
contenidos estomacales con invertebrados fue menor al aumentar el tamafio de
los caimanes, y la de vertebrados fue mayor en los individuos de mayor

tamano.
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Figura 9. Ejemplares neonatos, juveniles y adultos de C. latirostris. A) Crias de 20

dias de edad alimentandose en condiciones controladas de laboratorio. B)
Caracteristicas de la cabeza a los 12 meses de edad, se observa el maxilar inferior
mas corto que el superior. C) Hembra adulta (mas de 1,50 m de largo total)
custodiando su nido en su habitat natural; la flecha indica un huevo que fue

depredado.

1.10.2- Distribucion geogréafica.

La vasta superficie de humedales y sistemas riberefios de
Latinoamérica provee un extenso habitat y amplia zona de distribucién para los
cocodrilidos, que representan un recurso de considerable valor econémico y
ecoldgico. Esta distribucion permite contar con una adecuada disponibilidad de
muestras y, gracias al desarrollo de tecnologias de localizacion satelital, es
posible realizar una precisa caracterizacion geografica de la procedencia de las

muestras.

Caiman latirostris habita el norte del pais, en una gran diversidad de

ambientes relacionados a los sistemas hidricos de las provincias de Misiones,
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Corrientes, Chaco, Formosa, Entre Rios, Santa Fe, Salta y Jujuy (Micucci y
Waller, 1995; Prado, 2003) (Figura 10).

h"j

Figura 10: Distribucion geografica de Caiman latirostris

en Latinoamérica.

En Santa Fe, se distribuye en la llanura de inundacién del rio Parand, la
cuenca del Salado y la cuenca de los Saladillos (Larriera, 1995). En Entre Rios,
se radica en el centro-norte de la provincia, principalmente en los
departamentos de La Paz, Feliciano y Federal. Diferentes programas se
desarrollan en nuestro pais (Santa Fe, Entre Rios, Corrientes, Chaco y
Formosa) para promover el uso sustentable del yacaré a través de programas
de rancheo, fomentando la conservacion de la especie y su hébitat al otorgarle
valor econdmico. En el marco de estos programas se cosechan huevos en la
naturaleza, se identifican los ejemplares al momento del nacimiento y se lleva a
cabo la cria de los mismos en cautiverio. Luego, los ejemplares son usados
acorde a una estrategia de repoblacion de la especie y se realiza un

seguimiento de los individuos en su héabitat natural.
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1.10.3- Reproduccion.

La madurez sexual del yacaré overo ocurre una vez alcanzado un
tamafio aproximado de 120-140 cm, lo cual podria tener lugar entre los 6 y 10
afos de edad en funcién del ambiente y su estado nutricional (Micucci y Waller,
1995; Prado, 2003; Verdade, 1995), siendo su expectativa de vida semejante a
la del ser humano. Presentan un ciclo reproductivo estacional: el cortejo y la
cOpula durante la primavera (octubre-diciembre); la construccién del nido y
postura durante el verano (diciembre-febrero) y los nacimientos, a fines del

verano y comienzos del otofio (febrero-abril).

Las hembras gravidas construyen un nido en forma de monticulo con
material caracteristico del lugar, en las proximidades del agua, de manera que
las crias puedan acceder facilmente a la misma (Verdade, 1995; Yanosky y
Mercolli, 1995). La oviposicion es unica, con un tamafio de postura en
promedio de 34 huevos (Stoker y col., 2003).

En las 24 horas posteriores a la postura, se produce la adhesion del
embrion de yacaré overo a la cara interna de la cascara del huevo. El lugar de
la adhesion se visualiza desde el exterior como un punto opaco al transiluminar
el huevo. La opacidad va avanzando conforme prosigue el desarrollo del
embrién hasta formar un anillo alrededor del eje menor del huevo, el que se
completa alrededor del séptimo dia posterior a la postura, al igual que lo
descripto por Ferguson, (1985) para A. mississipiensis. Una vez completo, este
anillo comienza a extenderse hacia los extremos del eje mayor quedando el
huevo completamente opaco al finalizar el periodo de incubaciéon (Figura 10). El
avance de la banda opaca se utiliza para verificar la viabilidad embrionaria. Los
huevos con embriones que han muerto pero que no estan infectados sufren un
arresto del desarrollo de la banda al momento de la muerte del embrion. Los
huevos infectados tienen bandas pobremente definidas y, generalmente, de
forma erréatica. Los huevos infértiles nunca desarrollan banda permaneciendo
siempre totalmente translicidos (Ferguson, 1985). En la naturaleza, so6lo un
10% de los animales que nacen alcanza a cumplir el afio de vida, debido a
depredaciones y el alto riesgo de muerte por exposicion a heladas invernales a

una edad temprana (Micucci y Waller, 1995). La estrategia reproductiva de la
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especie, como en el caso de la mayoria de los reptiles, es producir una
abundante descendencia, lo que garantiza que al menos algunos individuos

lleguen a la adultez.

Figura 11: Diagrama del avance de la banda opaca en huevos de Alligator mississipiensis. S:
cara del huevo a la que se adhiere el embridon, corresponde a la cara superior en su posicion en
el nido; I: vista desde la cara inferior (la que esta apoyada sobre el nido); numeros: indican los
dias desde la postura. Modificado de Ferguson, M.W.J. (1985).

En C. latirostris, como en varias especies de reptiles, la determinacién
sexual es dependiente de la temperatura de incubacion de los huevos durante
un periodo critico del desarrollo embrionario (Pieau y col., 1999; Stoker y col.,
2003). En las especies de reptiles que presentan determinacion sexual por
temperatura (DST, o TSD, temperature-dependent sex determination), los
tejidos embrionarios realizaran su diferenciacion hacia un fenotipo femenino o
masculino dependiendo de la temperatura a la cual se hayan incubado los
huevos (Pieau y col., 1999; Lang y Andrews, 1994). La mayoria de estas
especies con DST carecen de cromosomas sexuales distintivos y el sexo se
determina durante la organogénesis a partir de las etapas 20-21 del desarrollo
embrionario (Ferguson, 1985; Ferguson y Joanen, 1983; Crain y Guillette,
1998). En el caso de C. latirostris, hemos verificado que la incubacién de los
huevos a una temperatura constante de 30°C permite obtener 100% de
animales hembras, mientras que, si la incubacion se produce a 33°C la
totalidad de los embriones se diferenciara a machos (Stoker y col., 2003).
También demostramos que la exposicion a E2 o BPA de huevos incubados a

33°C (temperatura de produccién de machos) durante el periodo embrionario
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termosensible, en dosis de 1,4 y 140 ppm respectivamente, puede superar el
efecto de la temperatura sobre la determinacion sexual, redireccionando el
desarrollo de la gonada hacia ovario (Stoker y col., 2003; 2008). Este
fenbmeno, denominado determinacion sexual hormonal (DSH), se ha
observado también en otras especies que poseen DST, como por ejemplo:
tortugas, lagartijas y aligatores (Crain y col., 1997; Crews y col., 1996; Milnes y
col., 2002).

1.10.4- Razones que justifican la eleccién del yacaré overo
como organismo centinela.
Las razones que apoyan la eleccion de C. latirostris como centinela
de contaminacion ambiental por xenoestrogenos pueden ser clasificadas en

razones de indole biolégica y logistica:

Razones de indole biolégica:

-Posible exposicion a contaminantes en todas las etapas de su vida

-Fidelidad al habitat

-Posicion superior en la red tréfica

-Expectativa de vida semejante a la del hombre (que junto a sus habitos
alimenticios permite la bioacumulacion y biomagnificacion de contaminantes
con consecuentes efectos biolégicos)

-Determinacién sexual por temperatura, influenciada por la presencia de

xenoestrogenos.

Razones de indole logistica:

-Amplia distribucion en la region

-Disponibilidad de muestras y caracterizacion precisa de su distribucion
geografica (por estudios satelitales e in situ)

-Posibilidad de cria de ejemplares en cautiverio, seguido de identificacion vy
seguimiento en su habitat natural

-Interés e importancia regional
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Los ambientes acuaticos donde habitan los yacarés overos reciben
desechos provenientes de la industria y de las practicas agropecuarias. Por lo
tanto, para contribuir a su conservacion, se hace necesario proteger las
cuencas hidricas, ya que éstas constituyen un depdsito de pesticidas,
provenientes del lavado de las tierras de cultivo, y de efluentes industriales y
urbanos. La seleccion y validacion de modelos biolégicos que nos permitan
realizar la deteccion de contaminantes de manera confiable es una herramienta
atil para este fin (Petty y col.,, 2000), siendo muy ventajoso encontrar

indicadores que permitan evidenciar los efectos de la exposicion.



OBJETIVOS
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2.1- Hipotesis

Los ambientes acuaticos donde habitan los yacarés overos reciben
desechos provenientes de la industria y de las practicas agropecuarias
(compuestos agroindustriales). De esta manera, ciertos compuestos
agroindustriales clasificados como PE contaminan los ecosistemas naturales
donde habita el yacaré overo. Nuestra hipétesis general de trabajo es que la
exposicion del yacaré overo a estos contaminantes con capacidad de modificar
el sistema endocrino afecta la microestructura de los huevos y la viabilidad
embrionaria, altera el normal desarrollo de variables dimorficas asociadas a sus
hébitos reproductivos y deteriora la tasa de crecimiento normal de los
individuos de esta especie, resultando en una severa modificacion de su

dindmica poblacional.

2.2-Objetivos Especificos
1- Evaluacion de la exposicion natural a compuestos agroindustriales.
a) Registrar y evaluar variables ecoldgicas relacionadas a la especie, su habitat
y el éxito reproductivo.

En huevos de Caiman latirostris, colectados en zonas con diferente
grado de intervencion antropica:
a) Determinar la concentracion de distintos compuestos organoclorados
(COCs).
b) Establecer caracteristicas morfométricas, porosidad y grosor de las
cascaras.
c) Evaluar relaciones entre concentracion de COCs, caracteristicas de la
cascara en huevos y variables reproductivas.

d) Documentar y establecer incidencia de malformaciones congénitas.

2- Evaluacion de la exposicion experimental a compuestos agroindustriales.
Los compuestos agroindustriales utilizados en la presente tesis doctoral
fueron el BPA, END y ATZ.
En C. latirostris juveniles criados en condiciones controladas:
a) Determinar los efectos de la exposicion a PE sobre las curvas de

crecimiento, evaluando variables alométricas e indices de masa corporal (IMC)
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y de condicion corporal (ICC), descartando efectos neurotoxicos de las dosis
administradas.

b) Establecer las caracteristicas que diferencian al phallus de machos y
hembras y evaluar el efecto de la exposicion a PE sobre las mismas.

c) Establecer las caracteristicas craneo-faciales en ambos sexos y evaluar el
efecto de la exposicion a PE sobre las mismas.

d) Determinar los efectos de la exposicion a PE sobre los pardmetros

hematolégicos, inmunoldgicos y bioquimicos.



MATERIALES Y METODOS
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3.1- Disefio experimental.
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Figura 12. Esquema que ilustra las acciones realizadas y las variables evaluadas en cada etapa
del desarrollo del experimento. Top: topicacion; IMC: indice de masa corporal; ICC: indice de

condicidn corporal; COCs: compuestos organoclorados.

La Figura 12 muestra en una escala temporal las distintas etapas
desarrolladas para la evaluacion de los efectos de la exposicion natural y
experimental a PE. El disefio experimental presenta una etapa en comun para la
evaluacion de ambas exposiciones, en la cual se preparan y estabilizan las
incubadoras, se cosechan los huevos a campo y se recogen los datos y muestras
en el laboratorio. Luego de esta etapa los huevos se colocan en incubadoras

separadas y destinadas para la evaluacion natural y experimental.
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3.2- Incubadoras: Optimizacion de las condiciones para la eclosion.

Durante los dos meses previos a la fecha estimada de recoleccion de
huevos, se estabilizaron la temperatura y humedad de las incubadoras en los
rangos preestablecidos: 33 + 0,8°C que es la temperatura a la cual se obtiene el
100% de machos y 30 + 0,5°C en la que se obtienen 100% de hembras. La
humedad alcanzada en los sistemas de incubacion fue adecuada, manteniéndose
en el rango de 92-98% Los huevos no presentaron desarrollo significativo de la

camara de aire, evidenciando ausencia de deshidratacion.

Las incubadoras utilizadas fueron disefiadas en nuestro laboratorio. Para
Su construccion no se utilizaron materiales plasticos ni organicos (ej: material de
nido), evitando el posible aporte de xenoestrogenos durante la incubacién. Las
incubadoras consisten en recipientes de vidrio de 80cm x 50cm x 40cm,
recubiertos de material aislante. Estan cargadas con agua de red hasta cubrir una
altura de 20 cm, para otorgar la humedad necesaria al ambiente. Sumergidos en
la base de cada incubadora hay tres aclimatadores automaticos regulados por un
termostato, cuyo sensor permanece sumergido a dos centimetros por debajo de
la superficie del agua (Figura 13). Los huevos son colocados en el interior de la
incubadora sobre una bandeja o rejilla de alambre galvanizado con cinco carriles
disefiados para separar los huevos correspondientes a los diferentes grupos
experimentales. Esta bandeja es sostenida por cuatro pilares de vidrio, quedando
aproximadamente unos 5 cm por encima del nivel del agua. La temperatura fue
registrada simultdneamente por dos termometros: un termoémetro de lectura
externa (Alla®) y un termdémetro de registro de datos (Boxcar® for Windows
Version 3.6.0.6 Onset Computer Corp. Copyright 1999). Este ultimo sistema es
mas sensible que el anterior y fue programado para tomar datos de temperatura
cada 10 minutos. La humedad del ambiente interno fue controlada por un sensor
(Alla®). Durante los dos meses previos a la fecha estimada de recoleccion de
huevos, se realiz6 la optimizacion de las incubadoras, regulando los termostatos
de manera tal de alcanzar un régimen estable de todo el sistema de incubacion

con la temperatura y humedad preestablecidas anteriormente.

En la Figura 13 se muestra una incubadora con todos los elementos

necesarios para mantener controladas la temperatura y la humedad.
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Figura 13: Incubadora con el instrumental requerido para mantener la temperatura y
humedad constantes. Los aclimatadores se encuentran sumergidos bajo una columna
de agua de 20 cm de alto, la bandeja metélica donde se depositan los huevos es
sostenida por pilares de vidrio. Los termOmetros o sus sensores (lectura externa,
Boxcar® y lectura interna, Alla®) y el sensor de humedad (Alla®) se ubican en la
proximidad de los huevos. El sistema se encuentra aislado del exterior por paredes de

telgopor de 5¢cm de espesor.

3.3- Huevos: Recoleccion en habitats naturales.

EXPOSICION NATURAL:

Durante los meses de diciembre-enero de los afios 2002, 2006-2008, se
cosecharon los huevos de 14 nidos en zonas con diferente grado de intervencion
antropica, baja a moderada (situados en reservas naturales, aguas arriba de
zonas urbanizadas) en las provincias de Chaco (refugio “El Cachapé”, La
Eduvigis) y Santa Fe (en las zonas del Fisco, los Palmares de Paiva, San Javier y
San Cristébal), o con alta intervencién (linderos a campos con intensa actividad
agricola) en Entre Rios (San Victor, Feliciano y Federal). Los huevos procedentes

de 14 nidos fueron destinados para la exposicion natural a PE.

EXPOSICION EXPERIMENTAL:

Para la evaluacidbn de la exposicion experimental a PE durante las
estaciones reproductivas de los afios 2007 y 2008 se cosecharon 8 nidos de C.
latirostris (yacaré overo) en humedales del refugio “El Cachapé” de la Fundacion
Vida Silvestre cercano a la localidad de La Eduvigis, provincia de Chaco.
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Figura 14. Zonas de cosecha de los nidos de C. latirostris. Los asteriscos representan los

nidos recolectados para evaluar la exposiciéon natural.

3.4- Estadio embrionario.

Para ambos experimentos Ilos huevos fueron cosechados
inmediatamente después de la ovipostura, etapa en la cual el disco embrionario
esta cubierto por una fina capa de albumina y flota liboremente en la parte superior
de la yema. Su localizacion precisa depende de la posiciéon del huevo en el nido.
Si el huevo es movido durante las primeras 24 horas luego de la postura, el disco
embrionario se mueve al nuevo punto superior de la yema sin efectos
perjudiciales. Por el contrario, si es movido luego de transcurridas 24 horas de la
postura, es muy probable que el embribn no sobreviva porque el disco
embrionario ya esta unido a la parte interior de la membrana de la cascara, lo que
se visualiza como un punto opaco en esta area (Ferguson, 1985). Para evitar la
muerte embrionaria provocada por el desprendimiento del embrion de las
membranas internas de la cascara, la superficie superior de los huevos fue

marcada con lapiz de grafito antes de ser removidos del nido, de tal manera de
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mantener la misma orientacion que tenian en el nido durante el traslado y la
incubacion en condiciones de laboratorio (Figuras 15A y B). Para su traslado, los

huevos fueron colocados en un soporte de goma espuma conteniendo material

de nido (pasto y follaje) para evitar el exceso de vibraciones y mantener la
humedad (Figura 15C).

Figura 15: Cosecha de huevos a campo. A) nido de yacaré overo formado de gramineas, material
abundante en el ambiente de nidificacion. B) con lapiz de grafito se realiza una cruz en la parte
superior del huevo para respetar su orientacién dentro del nido. C) traslado al laboratorio en

soportes de goma espuma.

Antes de comenzar la incubacion en condiciones controladas se procedio a
la determinacion del estadio embrionario (un huevo por nido) siguiendo los pasos
que se ilustran en la Figura 16.

Figura 16: Secuencia para la apertura de huevos de C. latirostris para
determinar el estadio embrionario. A) corte inicial en un extremo de la cascara
B) eliminacién de exceso de fluido corioalantoideo. C) apertura completa de la

cascara. D) ubicacion del embrion rodeado de una profusa irrigacion.
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Extraido el embrién del huevo se realiz6 su caracterizacion bajo lupa para
determinar el estadio de desarrollo embrionario siguiendo los criterios

establecidos previamente (Stoker y col., 2003; Stoker, 2004).

3.5- Variables ecoldgicas.

En el campo, se registr6 el numero de huevos por nido, el tipo de
nidificacion (material utilizado para la realizacion del mismo), ubicacion
topografica del nido (embalse, vegetacion flotante, monte, etc) y el grado de
intervencion antropica del lugar (observacion de los alrededores, proximidad a un

curso de agua, historia del lugar).

En el laboratorio, se seleccionaron al azar 2 a 4 huevos de cada nido para
la determinacion de residuos de COCs, evaluacion de las caracteristicas de la
cascara (grosor y porosidad) y determinacion del estadio embrionario. Los huevos
restantes se incubaron en condiciones controladas para evaluar los efectos de la
exposicion Natural sobre el niumero de nacidos vivos, supervivencia de los

neonatos a los 10 dias e incidencia de malformaciones.

3.6- Deteccién de residuos de compuestos organoclorados.
La deteccion de los residuos de COCs se realizé a partir de un homogenado del
contenido del huevo, excluyendo la céscara (utilizada para evaluar sus
caracteristicas) y el embrién (utilizado para determinar el estadio embrionario). El
homogenado se coloc6 dentro de un recipiente color caramelo (Figura 17)

previamente lavado con acetona/hexano y se almacend en freezer a —70°C.
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Figura 17. Obtencion de la muestra utilizada para la

deteccién de residuos de COCs.

Se analizaron cuarenta y seis muestras para detectar y cuantificar los
siguientes compuestos: hexaclorobenceno (HCB), hexaclorociclohexano
(isbmeros: a-HCH, B-HCH, y lindano), aldrin (ALD), oxiclordano (OCLD), a-
clordano (a-CLD), y-clordano (y-CLD), heptacloro (HPT), heptacloro epdxido
(HTX), dieldrin (DLD), endrina (ENDR), mirex (MRX), metoxicloro (MTX),
diclorodifenildicloroetileno (p,p"-DDE y o,p"-DDE), tetraclorodifeniletano (p,p’-
TDE, o,p’-TDE), diclorodifeniltricloroetano (p,p"-DDT, o,p"-DDT), a-endosulfan (a-
END), B-endosulfan (B-END), sulfato de endosulfan (ENDSULP) y catorce
congéneres de bifenilos policlorados (PCBs) (International Union of Pure and
Applied Chemistry numbers 1, 5, 25, 28, 50, 52, 86, 101, 138, 153, 154, 180, 200
y 209). Las concentraciones de COCs fueron medidas siguiendo el método
descrito previamente (Mufioz-de-Toro y col., 2006) con algunas modificaciones en
las etapas pre-analiticas, debido a las diferencias de la matriz biolégica. En la

Tabla 6 se resumen los pasos metodoldgicos.
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Tabla 6. Etapas de la técnica de deteccion y cuantificaciéon de COCs.

PROCEDIMIENTO METODOLOGICO

Extraccion de la porcion

lipidica

El homogenado se deshidrat6é con sulfato de sodio anhidro y
se extrajo (dos veces) con n-hexano/acetona (4/1)1. La fase
organica superior (clara) se separ0, se evaporé a sequedad y
el porcentaje de grasa extraible se determiné por gravimetria

mediante la utilizacién de una balanza analitica de precision®.

Extraccién con

Acetonitrilo

100 mg de grasa se disolvieron en 0,3 ml de n-hexano, se
agregaron 8 ml de acetonitrilo saturado en n-hexano + 1%
acido acético, se mezclé con vortex y se centrifugd. Se
descart6 la fase organica y se agregaron 0,5 ml de NaCl
saturado, 25 ml de agua y 4 ml de n-hexano y se mezclé.
Este paso se realizé dos veces. Se recogi6 la fase organica,
se evapor6é a sequedad y se re disolvi6 con 1 ml de n-

hexano.

Limpieza del extracto
(clean up- Alimina)

El extracto se transfiri6 a un cartucho de extraccion de fase
sélida (SPE) con alimina (0,5 g), Florisil (1g) y Na,SO,
anhidro. Para la extraccion de la fase solida, se utilizaron
tubos SPE de 10 ml Super-clean LC-Alumina-N°. El cartucho
de SPE se eluy6 con 10 ml de n-hexano y 5 ml de éter n-

hexano/éter etilico (85/15).

Concentracion

El eluato se concentré a 0,5 ml.

Limpieza del extracto

(clean up- Florisil)

Se realiz6 un segundo clean-up con tubos Super-clean Envi-
Florisil SPE®.

Concentracion

El volumen de disolvente se redujo a sequedad con una

corriente de nitrégeno y se re disolvié con 1 ml de iso-octano

Determinacion
cromatografica (Gas-

liquido)

El concentrado de 1 ml se inyectd en el cromatdgrafo
gaseoso con detector de captura electrénico (ECD Ni 63) *°.
Las columnas para la cromatografia gaseosa fueron:
Columna: Pas 5 (25 m; 0,32mm ID, film th. 0,52 mm) y Pas
1701 (25 m; 0,32mm ID, film th. 0,25 mm).

Confirmacion por

espectrometria de masa

En muestras seleccionadas al azar se confirmo la identidad y
concentracion de COCs mediante el sistema de
cromatografia gaseosa acoplado a un espectrémetro de
masa GC-MS°.

Todos los solventes usados fueron de calidad HPLC, Merck, Darmstadt, Germany.

% Mettler Toledo AB 204, Barcelona, Espafia.

® Supelco, Bellefonte, PA-USA
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* Hewlett Packard Modelo 5890

® Se utilizaron estandares de pesticidas organoclorados (Pestanal, Honeywell Riedel-de Haen Fine Chemicals, Seelze,
Germany) y estandares de congéneres de PCB (Ultra Scientific, North Kingstown, RI-USA)

® GC-MS: cromatografia gaseosa-espectrometria de masa, Sistema GS-MS VG — TRIO — 2, columna capilar Ultra-2, 25 m

x 0,2 mm d.i., filtro de masa cuadripolar

Se prepararon muestras testigo utilizando huevos de gallina (Gallus
gallus), a las que se les agregaron concentraciones conocidas de los plaguicidas
organoclorados y los PCB. Las recuperaciones porcentuales se encontraron en el
rango de 70 a 120% (n=7), aunque para a-HCH, y-HCH, OCLD y LDN el rango
fue de 60 a 70% (n=7). El desvio estandar relativo fue inferior al 20% para todos
los residuos. El limite de deteccion (LD) fue de 10 ng/g de lipido para a-HCH,
CLD, p,p’-DDT y ENDSULP; 2 ng/g para BZ 1, 5, 25, 86, 101, 138, 154, 180, 200
y 209; y 5 ng/g para el resto de los plaguicidas clorados y congéneres de PCB
evaluados, establecido en base a 3,3 veces el desvio estandar de réplicas del
blanco. El limite de cuantificacion (LC) se calculd6 como 6 veces el desvio
estandar de réplicas del blanco, para los compuestos con LDs de 5y 10 ng/g y

7,5 veces para aquellos con LDs de 2 ng/g.

3.7- Caracteristicas morfométricas de los huevos.

A cada uno de los huevos, evitando movimientos bruscos y rotaciones,
conservando siempre la posicion de la marca hacia arriba (Figura 18), se les
registraron el peso, ejes mayor y menor. Para pesar los huevos se utilizé una

balanza (Precisibn TH2000; Figura 18A). Para la determinacién del eje mayor y

menor del huevo se utilizé un calibre digital (Digital Caliper 150 x 0,01mm; Figura
18By C).

Figura 18. Registro de variables de los huevos. A) peso del huevo en gramos; B) medida del eje

menor en milimetros del huevo; C) medida del eje mayor en milimetros del huevo.
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3.8- Caracteristicas de la cascara.

La céscara del huevo es un reservorio de calcio para el embrion, por esta
razon sus caracteristicas cambian a medida que el desarrollo del embrion avanza
y en consecuencia podria ser un factor de confusion a tener en cuenta en el
andlisis de los resultados. Todas las muestras de este trabajo doctoral fueron
recolectadas en estadios tempranos del desarrollo embrionario.

A las cascaras se les extrajo la membrana corioalantoidea y se les realizo
un lavado para retirar los residuos externos provenientes del nido e internos del
contenido del huevo. Luego del lavado y deshidratacion, se realizé una primera
division de la cascara en region medial y polos. Mediante una segunda particion
se generaron fragmentos de 1 cm? de cada regién. Estos fragmentos fueron
destinados a la cuantificacion del grosor y densidad de poros de la cascara
correspondientes a cada region (medial y polar).

3.8.1- Grosor de la céscara.

Los fragmentos polares y mediales de las cascaras fueron montados
sobre un soporte de material flexible para obtener fotografias digitales de cada
uno, mediante una camara color Spot Insight QE (USA) acoplada a una lupa
estereoscoépica de diseccion Leica GZ6 (Leica Inc., Buffalo, NY; Figura 17A y B).
La medicién del grosor de las céscaras se realiz6 con las herramientas de
analisis disponibles en el software Image Pro-Plus 4.1.0.1 (media Cybernetics,
USA). Se trazaron dos lineas para delimitar el grosor de la cascara, obteniéndose

un promedio de la totalidad de las mediciones entre ambas marcas (Figura 19C).
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Figura 19. A) dispositivo para obtener imagenes digitalizadas del grosor de la
cascara. B) Imagen obtenida por la camara Spot Insigth en un aumento de 2X. C)
Ejemplo de una imagen obtenida software Image Pro-Plus 4.1.0.1 para la medicion
del grosor (las flechas indican las lineas usadas como referencia para medir el

grosor).

3.8.2- Densidad de poros de la cascara.

Esta etapa experimental se realiz6 en colaboracion con el Laboratorio
de Microscopia Electronica de la Facultad de Medicina, Universidad de San Pablo
(Brasil). Para establecer el nimero de poros por unidad de superficie y sus
caracteristicas se utilizé un microscopio electrénico de barrido (MEB) marca LEO
440i. Este microscopio permite barrer con un haz de electrones la superficie de la

muestra y obtener imagenes en tres dimensiones de alta resolucion.
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Figura 20. Colocaciéon de los fragmentos de céscara en el
portamuestras (stub) del MEB. El portamuestra es un soporte metdlico
en el cual van adheridas las porciones de cascara a las cuales, luego
se las bafia con oro coloidal antes de ser ingresadas al MEB. En el

inset se pueden observar a mayor aumento los portamuestras.

Los fragmentos de las cascaras (2-7 mm?) fueron sujetados en el
portamuestras (stub) bajo lupa estereoscopica (Figura 20). Antes de ser
ingresados al MEB se realiz6 un bafio de oro sobre las muestras. Este bafio de
oro es necesario para permitir que el haz de electrones primario choque contra la
muestra recubierta con un material conductor que emita particulas eléctricamente
conductivas. El recubrimiento se realiz6 con un rociador o Sputter coater, donde
se coloca la muestra dentro de una camara con vacio. Se programé el tiempo de
recubrimiento en 2 minutos, tiempo suficiente para que el oro cubra
uniformemente la muestra. Una vez finalizado este proceso, se produce el
ingreso lento de aire a la cAmara, dejando la muestra lista para colocarla en el
MEB.

Las imagenes fueron tomadas en aumentos de 100 y 500X (Figura 21).
Las mediciones de la cantidad de poros y la superficie de cada fragmento se
llevaron a cabo en las electromicrografias utilizando el programa de
procesamiento de imagenes Image J (NIH, Bethesda, USA). El resultado se

expres6 como numero de poros / unidad de superficie.
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Figura 21: Porosidad de la cascara de huevos de yacaré overo. Imagenes obtenidas por
el microscopio electrénico de barrido. A, C y E (100X), B, D y F (500X). Las imagenes

obtenidas a mayor aumento nos permiten verificar la apertura del poro.

3.9- Exito reproductivo.

Para evaluar el éxito reproductivo del C. latirostris, la recoleccion de datos
comienza en el campo, donde se registra el numero total de huevos en el nido.
Una vez llegados al laboratorio se examina el estado general de los huevos,
prestando atencién a abolladuras en la cascara, presencia de insectos, color
extrafio y si se encuentra putrefacto o no. El resto de los huevos se distribuye
uniformemente en las incubadoras. Para evaluar el desarrollo del embrion, los
huevos se trans-iluminan para constatar el normal avance de la banda opaca y el
desarrollo embrionario (Figura 22). Entre los 60 y 70 dias de incubacién, cuando
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se produce la vocalizacion o ruptura de la cascara por parte del neonato, se
procede a asistir la eclosion de los huevos. Durante la eclosion se registran los
nacimientos vivos para evaluar el éxito de la eclosién (nimero de crias nacidas
vivas/ numero de huevos incubados). Una vez asistidos, los neonatos se
examinan y se verifica la cicatrizacion abdominal y si hay o no presencia de

malformaciones.

Figura 22. Avance de la banda opaca y viabilidad embrionaria.
Los huevos se trans-iluminan para evaluar el avance de la
banda opaca (el avance de la banda opaca se detiene cuando

hay muerte embrionaria).

Exposicion experimental

Una vez en la incubadora y previamente a la aplicacion de los
tratamientos, se verifico el estadio de desarrollo embrionario, ya que la aplicacion
de los tratamientos (topicacién de los huevos) debe realizarse en el estadio 20,
que corresponde al “periodo critico” sensible a la temperatura para la
determinacion del sexo y de sensibilidad elevada a la accion de PE (Stoker y col.,
2003, 2008; Rey y col., 2009). Para estimar el tiempo necesario para que los
embriones alcancen el estadio 20 de desarrollo en las diferentes temperaturas de

incubacion, se utilizaron los datos recogidos previamente (Stoker, 2004).
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En la Figura 23 se observan embriones en los estadios previos e inmediato

posterior al estadio 20. A modo de ejemplo los embriones en estadio 20 de
desarrollo, presentan las siguientes caracteristicas:
Miembros: se observan ufias primordiales en los tres digitos del medio de manos
y pies. La secuencia de aparicion de las ufias permite identificar estadios previos,
en primer término aparecen en el digito mayor del pie, posteriormente y de
manera secuencial en los otros dos dedos del pie, en el dedo mayor de la mano y
finalmente en los tres digitos de la mano. Las aperturas interdigitales se
extienden aproximadamente 1/4 a lo largo de los dedos. Los dos dedos de los
extremos de manos y pies nunca desarrollan ufias.

Maxilar inferior: completa su desarrollo en la etapa 20, siendo este maxilar méas

corto que el superior y conservando esta relacion en la vida adulta.

Genitales externos: el primordio de los genitales externos aparece como una

elevacion en forma de punta, siendo en esta etapa mas visible.

Paladar: se encuentra completamente cerrado pero la valva basal aun no esta
presente.

Cola: tiene su punta enroscada.

Coloracion: manchas blancas de osificacion estan presentes a lo largo de los
margenes de ambos maxilares (inferior y superior), alrededor de los meatos
auditivos externos y dentro de los elementos proximales y distales de los
miembros.

Escamas y escudillos: la formacion de escamas es marcada en el dorso y los

escudillos estan comenzando a aparecer en la region del cuello detras del

craneo.

Figura 23: Estadios embrionarios 13 a 21 de C. latirostris. Marcado con un asterisco (*) se resalta

un embrién en estadio 20 de desarrollo embrionario.
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Para verificar la viabilidad de los huevos durante el proceso de incubacion,
se controlé el avance de la banda opaca como se mostr6 anteriormente en la

Figura 22.

3.10- Topicacion: Tratamientos in ovo e Incubacion.

Las sustancias en estudio se aplicaron por topicacion (Figura 24) sobre la
cascara del huevo, depositando en la zona donde se inicia la “banda opaca” una
Unica dosis de la droga o vehiculo, a la concentracion correspondiente de
acuerdo con el grupo experimental al cual fue asignado el huevo. La aplicacién se
realiza en esta zona porque es el sitio donde se encuentra adosado el embrién y
estd caracterizada por poseer mayor irrigacion. Para respetar la dosis en cada
uno de los tratamientos, fue necesario tener en cuenta el peso de cada huevo,
por lo tanto el volumen de topicacién fue variable, con un promedio de 50

ul/huevo, utilizandose etanol absoluto como vehiculo.

Figura 24: Tratamiento de los huevos. Durante la
topicacién se deposita la sustancia a evaluar sobre la
céscara del huevo, en el lugar de mayor irrigacién del
embrién.

Los huevos de cada nido, fueron distribuidos en partes iguales entre los

siguientes grupos experimentales, para evitar un posible efecto nido.
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Control negativo: huevos tratados con vehiculo (50 ul de etanol absoluto). En

experiencias previas demostramos que la topicacion con etanol absoluto puede
utilizarse como control negativo, ya que no existen diferencias entre éstos y los
animales nacidos de huevos que no recibieron tratamiento (Stoker, 2004).

17-B estradiol (Ep) 1,4 ppm (Control positivo): huevos tratados con 1,4 ppm de E;

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). En estudios previos observamos que,
cuando se administra esta dosis de estradiol, nacen hembras de huevos
incubados a 33°C (temperatura de obtencion de machos), demostrando que esta
dosis anula la influencia de la temperatura en la determinacion del sexo (Crain y
col, 1999; Stoker y col., 2003).

E, 0,014 ppm: huevos tratados con 0,014 ppm de 17-B estradiol (Sigma). Esta

dosis es cien veces menor a la del control positivo, y previamente observamos
que no anula la influencia de la temperatura en la determinacién del sexo (Stoker
y col., 2003; 2008) y que en la hembra altera la dinamica folicular (Stoker y col.,
2008).

Endosulfan (END): huevos tratados con endosulfan 20 ppm (Icona S.A., Buenos

Aires, ARG). Se eligio esta dosis porgue la misma produjo modificaciones en la
histoarquitectura gonadal y en el perfil hormonal de yacarés overos de 10 dias
(Stoker y col., 2008; Rey y col., 2009).

Atrazina (ATZ): huevos tratados con 0,20 ppm de atrazina (Icona). Esta dosis fue

considerada ambientalmente relevante y se demostré que causa hermafroditismo
y alteraciones en las gbénadas de anfibios (Hayes y col., 2002; 2003). Ademas en
yacarés overos juveniles expuestos in ovo a ATZ 0,20 ppm, observamos
alteraciones en la histoarquitectura gonadal, exhibiendo tubulos seminiferos
tortuosos con aumento del perimetro tubular, disminucion del porcentaje de
células mioides peritubulares y desequilibrio en el balance proliferacién/apoptosis
(Rey y col., 2009). En hembras neonatales expuestas in ovo a ATZ 0,20 ppm,
demostramos que los niveles séricos de testosterona estan disminuidos y que se
modificé la dindmica folicular produciendo un incremento de foliculos en estadios
mas diferenciados (Stoker y col., 2008).

Bisfenol A (BPA): La dosis aplicada, 1,4 ppm de BPA (Aldrich, Milwaukee, WI),

corresponde a la concentraciébn mas baja que hemos utilizado en trabajos previos
(Stoker y col., 2003). Establecimos que esta dosis no alcanza a anular la

influencia de la temperatura en la determinacion del sexo pero que, sin embargo,
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es capaz de alterar la histoarquitectura gonadal en machos y hembras de 10 dias
de edad.

Concluida la topicacién, se continué con la incubacion manteniendo el
control estricto de temperatura y humedad hasta el nacimiento de los yacarés
overos, controlando cada dos dias el avance de la banda opaca, para evaluar la

viabilidad embrionaria.

3.11- Eclosién asistida, cria en condiciones ambientales y sanitarias

controladas y registro de variables alométricas.

Los nacimientos espontaneos fueron poco frecuentes, ya que en la ultima
semana de incubacién la presencia de sefiales del embribn (movimiento y/o
llamado de la cria) se evalué dos veces por dia. Cuando se detectd alguna de las
seflales mencionadas, se verificé la presencia de camara de aire, se peso el
huevo y se asistié el nacimiento (eclosion asistida). En los casos en que se
produjo el nacimiento espontaneo de una cria, se procedi6 a realizar el

nacimiento asistido de los restantes huevos del mismo nido.

Luego de su nacimiento, los neonatos fueron identificados utilizando tres
sistemas: a) con un collar conteniendo la numeracién correspondiente al nido y
huevo, b) mediante cortes con bisturi en los verticilos de la cola y ¢) mediante un
anillo metalico numerado (Tag; National Band & Tag Co, USA), colocado en la
membrana interdigital de una de las patas traseras. Luego de la identificacién, los
neonatos fueron pesados y medidos. Se registraron las siguientes variables
alométricas: peso corporal, largo total (LT: desde la punta del hocico hasta la
punta de la cola) y largo desde el hocico hasta la cloaca (SVL: snout-vent-length).
Para detectar posibles acciones neurotéxicas del END y/o del resto de los
compuestos topicados, se evaluaron la postura, locomocion, recuperacién de la

postura y reflejo ocular fotomotor (Kamijima y Casida, 2000).
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Figura 25: Bioterio de cria de reptiles bajo condiciones controladas de temperatura,

humedad, renovacién de aire, ciclo luz-oscuridad y administracion de luz UV-B.

Los neonatos se criaron en un bioterio con condiciones controladas de
temperatura, humedad, renovacion de aire y ciclo luz-oscuridad (Figura 25). Las
piletas de cria poseen areas secas (donde se alimentan) y de inmersién (donde
nadan), conservando la temperatura ambiente en 28,2 + 0,6 °C y la del agua en
30 + 0,5 °C. Estas temperaturas son generadas y reguladas por un sistema de
radiador de agua, loza radiante y aire acondicionado. La renovacion de aire es
automatizada, extrayendo aire 15 minutos cada media hora y el ciclo luz-

oscuridad es de 14/10 hs, respectivamente.
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Figura 26: Medidas alométricas. Todos los meses se registra el peso (g), largo total (cm) y la

longitud hocico cloaca, para confeccionar las curvas de crecimiento y desarrollo.

A partir de los 10 dias de edad, los caimanes se alimentaron con una
mezcla de carne bovina desgrasada y carcasa de pollo (proporcion 70:30
respectivamente) con el agregado de un 1% de un complejo de minerales y
vitaminas (Vionate-S, Novartis). El suministro semanal de alimento fue
equivalente al 20% del peso de los animales durante el primer afio de vida y
luego del 15% hasta el sacrificio (Joanen & McNeasen, 1987). Para favorecer la
sintesis de vitamina D necesaria para la absorcién del calcio (Dixon y Mason,
2009), se suministré diariamente luz UV-B durante 30 minutos (laAmpara Reptistar,
Sylvania, Alemania). Los animales se pesaron y midieron mensualmente para

evaluar su crecimiento y desarrollo (Figura 26).

3.12- Evaluacion del crecimiento de los yacarés overos: ICC e IMC.
A los 6, 12, 18 y 24 meses de edad, utilizando los datos de las variables
alométricas, determinamos indice de masa corporal (IMC) y el indice de condicion

corporal (ICC). ElI IMC y el ICC se utlizaron para establecer curvas de
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crecimiento en condiciones controladas de cria para luego detectar alteraciones
(aumentos o disminuciones) debidas a la exposicion a PE. Si bien el IMC ha sido
caracterizado fundamentalmente en humanos, también ha sido aplicado en otras
especies tales como peces (Oka y col., 2010) y ratas (Jeyakumar y col., 2009). El
IMC se calcul6é de acuerdo a la siguiente formula: peso del animal expresado en
kilogramos / (largo total expresado en metros)®. El ICC es un indicador de las
reservas de energia en cada animal, utilizado en varias especies para estimar si
los individuos poseen una condicion fisica 6ptima para la reproduccion (Waye y
Mason, 2008). El ICC de cada individuo se calculé como el resultado residual de
la regresion lineal del logaritmo neperiano del peso (g) / logaritmo neperiano de la
longitud hocico-cloaca (cm) (Waye y col., 2007).

3.13- Organos y variables sexualmente dimorficas.

3.13.1- Morfometria de genitales externos.

En animales de 12, 18 y 24 meses de edad se extrajo la estructura
clitoris-pene (phallus), que fue fijada en formol buffer al 10% (pH 7.4) durante
24hs a temperatura ambiente, lavada en buffer de fosfatos (PBS; 2 veces durante
10 min c/u), y conservada en alcohol 70%, hasta su evaluacion. Se obtuvieron
imagenes digitalizadas del phallus disponiéndolo en forma plana respecto a la
camara (para evitar los errores por proyeccion) y se colocé un calibre en cada
imagen como referencia para establecer la unidad de medida. El dispositivo para
la obtencion de imagenes digitalizadas fue el mismo que se utilizé para el grosor
de la cascara (Figura 20). Se obtuvo un minimo de 3 imagenes por animal, en
0,67X y 2X con una camara color Spot Insigth QE (Diagnostic Instruments, USA)
acoplada a una lupa estereoscopica de diseccion Leica GZ6 (Leica Inc., Buffalo,
NY). Mediante el uso del software Image-Pro-plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics,
USA) se obtuvieron las siguientes medidas: largo del phallus, alto y ancho de la
cabeza del phallus, tal como se ilustra en la Figura 27.
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Largo
Phallus

Figura 27. Imagenes digitalizadas del phallus de un yacaré overo juvenil macho. A), B) y C)

descripcion de los parametros registrados. (Barra = 2 mm).

Estas medidas, luego fueron correlacionadas con el peso, LT y SVL del
animal, para elegir normalizadores que eviten diferencias inherentes al

crecimiento de los animales.

3.13.2- Medidas craneofaciales.

Basandonos en los parametros craneofaciales propuestos por Verdade
(2000), se registraron diez medidas craneofaciales en yacarés overos juveniles
de 12 meses de edad, las cuales se muestran en la Figura 28. Las medidas
registradas corresponden a diferentes longitudes y anchos del craneo del yacaré
overo tomadas en centimetros. Concretamente, las longitudes medidas son de
mandibula, hocico, craneal (postorbital-paladar y dorsal), orbital; mientras que los
anchos registrados son de hocico, narinas, craneal (orbital e interorbital). Estas
medidas, luego fueron correlacionadas por el peso corporal, LT y SVL del animal
para seleccionar normalizadores para evitar diferencias inherentes al crecimiento
de los animales. Para la obtencidon de las imagenes se utilizé6 una camara digital
SONY SW 50 (Sony Electronics Inc., Park-Ridge, NJ) montada sobre un tripode.
La cAmara se dispuso de forma perpendicular a la cabeza, para evitar errores de
proyeccion. Para realizar la calibracion de las imagenes se coloco, a la misma
altura y en el mismo plano de proyeccion, una regla graduada. Las medidas de
las distintas variables descriptas fueron obtenidas utilizando el programa Image
Pro-Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, USA).
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ML Longitud de la mandibula.
SL Longitud del hocico
LCR Longitud craneal postorbital-paladar
DCL Longitud craneal dorsal
oL Longitud maxima orbital
SW Ancho de la base del hocico
WN Ancho maximo de las narinas externas
Iow Ancho minimo interorbital
Oow Ancho maximo orbital
CwW Ancho craneal

Figura 28: Medidas craneofaciales. Vista dorsal y lateral de una cabeza de C. latirostris donde se

muestran las variables registradas. En la tabla se describe el significado de cada una de ellas.

3.14- Perfil hematolégico e inmunoldgico.

3.14.1- Extraccién de sangre periférica.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncion supra
vertebral del seno venoso occipital (Figura 29), con agujas 25G x 5/8" (0,5 x 16
mm) de calibre y jeringas de 5 ml. Con el fin de reducir al minimo el tiempo de
manipulacion y el estrés, no se utilizaron anestésicos para la extraccion de
sangre. La extraccion se realizé después de cumplirse 24 horas de ayuno. Los
extendidos sanguineos (frotis) se realizaron con sangre entera y se dejaron secar
al aire, para luego realizar el recuento diferencial de leucocitos, y la
caracterizacion morfologica y citoquimica. Para la evaluacién de hemoglobina,
hematocrito y recuento en camara de Neubauer se utilizé sangre anticoagulada
con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, 0,342 mol / I, pH 7,2; Wiener Lab,
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Argentina). A los 12, 18 y 24 meses de edad se obtuvo suero a partir de 1 ml de
sangre entera. Las muestras de suero fueron almacenadas a -20°C para la
posterior evaluacion de la actividad inmune innata y la determinacion de

paradmetros de quimica sanguinea.

Figura 29: Método de obtencion de sangre entera periférica en C. latirostris.
Utilizando una jeringa de 5 ml y una aguja de 25G x 5/8 "(0,5 x 16 mm), se

extrae sangre periférica del seno occipital.

3.14.2- Recuento de células sanguineas.

Para establecer el numero de glébulos rojos (GR), globulos blancos
(GB) y de trombocitos se carg6 la cAmara de Neubauer con una dilucion 1:100 de
sangre anticoagulada con EDTA en una solucién de Natt-Herrick modificada (ver
mas adelante, 3.10.2.1). El método utilizado para el recuento de GR y GB es el
utilizado en examenes de rutina en humanos (lovine y Selva, 1985; McPherson y
Pincus, 2007). Para los GB y trombocitos se usaron los 4 cuadrantes externos de
la cAmara, donde cada uno esté dividido en 16 cuadrados mas pequefios (Figura
30, recuadros en celeste). Para contar GR se utiliza el cuadrante central, que se
encuentra dividido en 25 cuadrados mas pequefios, de los cuales se cuentan los
GR ubicados en los 4 cuadrantes externos y el central (Figura 30, recuadros en

rojo). Los recuentos se hicieron por duplicado. Las formulas aplicadas consideran
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el niumero promedio de células contadas, el factor de dilucién y el volumen de la

camara (area contada x profundidad).

Figura 30. Representacion esquematica de las
cuadriculas dentro de la camara de Neubauer.

3.14.2.1 Modificacion del diluyente de Natt-Herrick.

En las primeras determinaciones observamos que la composicion
original de la solucion de Natt-Herrick no nos permitia distinguir claramente
linfocitos de trombocitos, dado que presentaban similar morfologia y tincién.
Ensayamos entonces varias modificaciones a la composicion original de la
solucion de Natt-Herrick, para poder hacer el recuento de trombocitos en camara
de Neubauer. El agregado de 1 ml de bicarbonato de sodio (0,1% p / v, NaHCO3)
a 3 ml de solucion de tincion Natt-Herrick (sulfato de sodio 2,50 g, cloruro de
sodio 3,88 g; fosfato de sodio monobésico 2,91 g; fosfato de potasio dibasico
0,25 g; formol 37% 7,50 ml; Violeta de metilo 2B 0,10 g) nos permitié conservar
las diferencias, observadas en los frotis, entre los linfocitos y trombocitos,
permitiendo un recuento diferencial confiable de células (Figura 31). Todos los
reactivos se prepararon con quimicos de calidad pro-analisis (Merck, Argentina).
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Figura 31: Fotomicrografia de la camara de Neubauer. A) la tinciéon con la solucién original de
Natt-Herrick cambia significativamente la forma de los trombocitos, de ovoide a esférico,
tornandose similares a los linfocitos. B) una solucion de Natt-Herrick modificada permiti6 mantener
las diferencias morfol6gicas entre los linfocitos y trombocitos, facilitando el recuento confiable de
células. Recuadro: imagen a mayor aumento de un eritrocito y trombocito. Trombocitos, células
con nucleo oval, eliptico con citoplasma en los extremos en forma de bandera. Punta de flecha
hueca: eritrocitos, punta de flecha rellena: granulocitos, flecha hueca: linfocitos, flecha rellena:

trombocitos.

3.14.3- Hematocrito.

El hematocrito (Hct) es el porcentaje de masa globular en una muestra
de sangre entera. Para su determinacion, tubos capilares de microhematocrito se
llenaron por capilaridad con sangre entera utilizando EDTA como anticoagulante,
los extremos se sellaron con plastilina y se centrifugaron durante 5 min a 10.000
rom (Cavour VT-1224, Cavour, Argentina). El porcentaje de masa globular fue
determinado en un &baco con escala para lectura de microhematocrito. El
procedimiento fue realizado por duplicado para cada muestra de sangre.

3.14.4- Hemoglobina e indices hematimétricos.

La concentracion de hemoglobina (Hb) se determind por el método de
cianometahemoglobina modificado (Campbell, 2004), utilizando un kit comercial
(HemogloWiener, Wiener Lab, Argentina.). Se mezclan 5 ml del reactivo de lisis
(provisto por el kit) y 20 pl de la muestra (sangre conservada en EDTA) en tubos
de ensayo de vidrio, y se deja reaccionar por 5 min a temperatura ambiente.

Como los eritrocitos de C. latirostris son nucleados, una vez completada la lisis se
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centrifuga la muestra durante 5 min a 2500 rpm y se extrae el sobrenadante.
Finalmente, se realiza la lectura de la absorbancia en un espectrofotometro
Beckman DU 530 (Beckman Instruments, Inc. Fullerton, CA, USA) a una longitud
de onda de 540nm. Las determinaciones se realizaron por duplicado, y en cada
ensayo se calculd el factor. Se realizo curva de calibrado con el estandar provisto
por el kit (Solucion de hemoglobina de 15,6 g/dl).

Aplicando las formulas descriptas por Henry (1993), se calcularon
los indices hematimétricos: volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular media (HCM) y concentracion media de hemoglobina corpuscular
media (CHCM).

VCM= Hematocrito x 1000/ Eritrocitos (en millones por pl)
HCM= Hemoglobina (g/l) / Eritrocitos (en millones por pl)
CHCM= Hemoglobina (g/l) / Hematocrito

3.14.5- Componentes celulares sanguineos y recuentos.
En el frotis de un yacaré overo normal se pueden distinguir tres grupos

celulares: leucocitos (glébulos blancos), eritrocitos (glébulos rojos) y trombocitos.

El recuento diferencial de leucocitos se realiz6 en frotis de sangre
periférica tefiidos con May-Grumwald Giemsa (Biopur, Argentina), siguiendo el
protocolo descripto por el fabricante para la tincion. Se realiz6 el recuento en dos
frotis por animal, evaluando un total de 250 leucocitos por frotis. Los leucocitos se
clasificaron dentro de las siguientes categorias: heterofilos, eosindfilos, basofilos,
linfocitos y monocitos, siguiendo la clasificacion propuesta por Mateo y col.,
(1984).

Los globulos rojos y los trombocitos en C. latirostris son células nucleadas.

Los trombocitos pueden presentarse aislados o en grupos (clusters).

Los eritrocitos inmaduros son células de forma redonda o irregular, con

nacleo grande, redondo y citoplasma policromatico o baséfilo. Se evaluo el grado
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de policromasia de los GR en frotis de sangre periférica tefiidos con May-
Grumwald Giemsa (Figura 32), estableciéndose el porcentaje de células
inmaduras sobre un total de 1000 eritrocitos. El grado de policromasia en los GR

es un buen indicador de la respuesta regenerativa en casos de anemia.

ol

Figura 32. Policromasia. Las flechas indican diferentes grados de policromasia en los
eritrocitos de C. latirostris. Los eritrocitos inmaduros se presentaron como células de
forma redonda o irregular, con ndcleo grande, redondo y citoplasma policromético o

basofilo. En el inserto se puede observar a mayor aumento un eritrocito inmaduro.

3.14.6- Tinciones Citoquimicas.

La composicion quimica de las células sanguineas fue estudiada
mediante reacciones de citoquimica clasica, evaluandose la presencia y
distribucion celular de las enzimas y componentes celulares que se enumeran en
la Tabla 7.
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Tabla 7. Sustancias evaluadas mediante ensayos de citoquimica clasica.

Sustancia Método de ] *
S Fundamento del Método
Evaluada Determinacion
Este método nos permite detectar la
presencia de la enzima peroxidasa que
' actia oxidando a la bencidina en
Peroxidasa Washburn . '
presencia de agua oxigenada, tomando un
color pardo. Emplea como catalizador
metdlico el nitroprusiato de Sodio.
_ . La reaccion se basa en la rotura de los
Polisacaridos PAS
enlaces -C-C- presentes en los
PAS carbohidratos por la accién del acido
Mucopolisacaridos g .
peryodico, potente agente oxidante,
PAS liberandose grupos aldehido que al
Glicoproteinas combinarse con el reactivo de Schiff dan
PAS un compuesto de color rojo puarpura
Glicolipidos .
intenso.
Es un colorante liposoluble que se
. ) combina con los grupos acidos de los
Lipidos Sudan Black B

compuestos. Tifie los lipidos, esteroles,
fosfolipidos y grasas neutras.

*Tomado de Junqueira y Junqueira 1983.

PAS: Acido Peryddico de Schiff

Para la preparacion de los reactivos se utilizaron drogas de calidad pro-

analisis (Merck, Argentina), excepto para la determinacion de PAS donde se

utilizé un kit (Biopur, Argentina) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para cada ensayo se caracterizaron la presencia y el patron de tincién en los

componentes celulares de sangre periférica de yacaré overo. Como controles

positivos, se utilizaron muestras de sangre humana cuyo patron de tincion ya ha

sido definido previamente en la literatura (Grignaschi, 1991; Figura 33).
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May-Grinwald Acido Peryédico Washburn Sudan Black B
Giemsa Schiff (PAS) (Px) (SBB)
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Figura 33: Patrones de tincién de las células que componen la sangre humana. Los componentes
de la sangre humana se utilizaron como controles positivos para las diferentes tinciones
citoquimicas ensayadas. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-
Grinwald Giemsa. Los carbohidratos se tifieron con PAS, siendo intensamente positivos los
eosindfilos y neutrdfilos, débilmente positivos los linfocitos y baséfilos, mientras que los monaocitos
fueron negativos para la presencia de carbohidratos. El patrén de tincion fue similar entre la
determinacion de peroxidasa (método de Washburn) y lipidos (tincion con Sudan Black B),
evidenciandose una fuerte marcacién en los eosindfilos, basofilos y neutréfilos, mientras que los
monocitos fueron levemente positivos y la ausencia de peroxidasa y lipidos se registré en los

linfoncitos.
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3.14.7- Morfometria de las células sanguineas.

El andlisis morfométrico de células sanguineas periféricas se realizé en
imagenes digitalizadas de extendidos de sangre periférica tefiidos con May-
Grumwald Giemsa. Para obtener las imagenes se utilizd un microscopio Olympus
BH2 con una objetiva Dplan x 100 (apertura numérica = 1,25) y una cadmara Spot
Insight QE (Diagnostic Instruments, USA). Con el programa informatico Image
Pro Plus 4.1.0.1 (Media Cybernetics, USA) se determiné el area, el perimetro y el
diametro maximo del citoplasma y del nucleo para cada tipo de célula sanguinea,
siguiendo metodologias descriptas previamente en trabajos de nuestro grupo
(Ramos y col., 2002; Rodriguez y col., 2003). A modo de ejemplo, en la Figura 34
se muestra el uso del programa Image Pro Plus para medir los diametros celular

y nuclear de un eritrocito.

Stlm

Figura 34: Imégenes digitalizadas de eritrocitos de C. latirostris. Las flechas indican
las dimensiones cuantificadas (diametro celular y nuclear). La misma metodologia

fue aplicada a todos los componentes presentes en la sangre.

3.14.8- Evaluacion de inmunidad humoral innata.

3.14.8.1- Optimizacion del método.

La inmunidad humoral innata fue evaluada mediante el método
recientemente descripto por Merchant y col (2006b), basado en la lisis de
eritrocitos de oveja no sensibilizados (SRBCs) mediada por complemento. En
primer lugar se llevd a cabo la optimizacion del ensayo, para determinar la
concentracion de suero a utilizar, la temperatura (T°C) y el tiempo de incubacion

(Tpoinc.) 6ptimos. Realizamos ensayos en los que se emplearon las condiciones
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de Tpoinc y T°C referidas por Merchant y col (2006a), evaluando la capacidad de
hemodlisis de un rango amplio de concentraciones de suero (de 0 a 50% v/v), con
un Tpoinc. de 20 min y una T°C de 25°C (Figura 36). En base a este ensayo,
seleccionamos las concentraciones de suero de 35, 40 y 45% para el analisis
cinético de la hemdlisis: se prepararon tubos con 2 ml de una solucién de CINa
0,9% p/v y de suero de yacaré overo al 35%, 40% y 45%; a cada tubo se le
adicionaron 2ml de SRBCs (Hemo-G, Argentina) al 2% en solucion fisioldgica. Se
extrajeron 500 ul del sobrenadante en diferentes tiempos (0, 5, 10, 15 y 20
minutos), y se centrifugaron a 3525 rpm para sedimentar los materiales de
membrana insolubles y las células lisadas. Se sembraron 200 pl del
sobrenadante resultante en una placa de 96 pocillos de microtitulacién y se midio
la absorbancia a 540 nm. Para evaluar los efectos de la temperatura sobre la
hemdlisis de SRBCs, se expuso durante 20 minutos suero de caimanes al
40%v/v en solucion fisiologica a diferentes temperaturas (25°, 30° y 37°C). Las
muestras se centrifugaron a 3525 rpm y se determind la absorbancia en el
sobrenadante. Luego de establecer los valores 6ptimos para T°C y TpOinc. (37°Cy
20 minutos respectivamente), se procedié a realizar una curva de calibrado.
Diferentes concentraciones de un pool de suero de animales controles (volumen
total de 1 ml) fueron expuestas a 1 ml de 2% de SRBCs a 37 °C. Las muestras
fueron incubadas durante 20 minutos y luego se centrifugaron a 3525 rpm (2000
G) durante 2 min. El sobrenadante (Figura 35A) se transfiri6 a una placa de
microtitulacién (ELISA) de 96 pocillos (Figura 35B), y se midié la absorbancia a
540 nm en un lector de microplacas (Thermo Ex Multieskan, UE. Figura 35C). De
esta forma se establecio la concentracién de suero a la cual se llega al 100% de

hemodlisis.

En cada ensayo de hemodlisis se incluyeron controles positivos de
hemolisis. Este control de maxima hemdlisis se obtuvo mediante la mezcla por
medio de dos jeringas interconectadas, con 1 ml de la solucion de SRBCs 2% y
1ml al 1% v/v del detergente Triton X-100 (Sigma, EE.UU.). También se realiz6
un control de maxima hemolisis con SRBCs al 1%, el cual nos permitira
establecer el 100% de hemdlisis en la curva de calibrado. Las muestras fueron
analizadas por duplicado y los resultados se expresaron como porcentaje de

hemodlisis con respecto al control maximo de hemdlisis al 1% de SRBCs. Los
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parametros Optimos para la evaluacion de los sueros de los diferentes grupos
experimentales fueron 40% de concentracion de suero de yacaré overo,

incubados durante 20 min a 37°C.

Figura 35. Ensayo de inmunidad humoral. A) Tubos de ensayo donde se realiz6 la hemdlisis, se
observan diferentes coloraciones en el sobrenadante producto de la lisis del suero del yacaré
overo. B) Placa de ELISA sembrada con el sobrenadante del ensayo. C) Lector de placas de
ELISA.

Figura 36: Diferentes concentraciones de suero de yacaré overo (1ml de
volumen total) fueron expuestas a SRBCs durante 20 min a 25°C. Las muestras
fueron centrifugadas a 2500 xg por 1 min, y se determinaron las absorbancias a

540 nm usando un lector de microplacas.
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3.14.9- Quimica de la sangre.

Los niveles séricos de glucosa, urea, colesterol, acido urico, triglicéridos,
creatinina, bilirrubina total, proteinas totales, albumina y las globulinas y la
actividad sérica de las enzimas fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa
(ALT), aspartato aminotransferasa (AST), lactato deshidrogenasa (LDH) vy
creatina quinasa (CK) fueron medidos usando un analizador automatizado Vitalab
Selectra E Mod. 6002-160 (Vital Scientific, UE). Este auto-analizador
espectrofotométrico es multiparamétrico y bidireccional, posibilitando la
realizacion de todas las préacticas de bioquimica clinica seleccionadas para ser
evaluadas en Caiman latirostris. En la Tabla 8 se enumeran los meétodos

utilizados y se detallan sus fundamentos.

Tabla 8. Sustancias evaluadas y metodologias utilizadas para las

determinaciones de bioquimica clinica en suero de Caiman latirostris.

Sustancia Método de ] *
L Fundamento del Método

Evaluada Determinacion

La glucosa es transformada por la glucosa

o oxidasa (GOD), en presencia de oxigeno y
Enzimatico o o

agua, en &cido gluconico y agua

Glucosa (GOD/POD)

o oxigenada; ésta Ultima genera una
colorimétrico _ .
qguinona coloreada en presencia de

peroxidasa (POD)

La ureasa cataliza la hidrdlisis de la urea,
presente en la muestra, en amoniaco y
anhidrido  carbdénico. ElI amoniaco
formado se incorporan al D-cetoglutarato
Cinético por accion de la glutamato
Urea
Ultra Violeta deshidrogenasa con oxidacion paralela
de nicotinamida adenina dinucledtido
(NADH a NAD+). La disminucién de la
concentracion de NAD+ en el medio es

proporcional a la concentracion de urea de
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la muestra ensayada.

Colesterol

CHOD-PAP

El Colesterol es oxidado enzimaticamente
por colesterol oxidasa (CHOD), previa
hidrolisis enzimatica de los ésteres
mediante una lipasa. El peroxido de
hidrogeno generado en la oxidacion
permite la unién oxidativa del fenol con la
4-aminoantipirina mediante una reaccion
catalizada por la peroxidasa (PAP). El

indicador final es la quinoneimina.

Acido drico

Enziméatico

colorimétrico

El acido urico es oxidado por la uricasa a
alantoina y peroxido de hidrégeno que en
presencia de peroxidasa y 4
aminofenazona y 2,4 ,diclorofenol

sulfonato forma un compuesto rosaceo.

Triglicéridos

GPO-PAP

Los trigliceridos se deteminan a partir de
la hidrélisis enzimética con lipasas y la
oxidacion con la glicerolfosfato oxidasa
(GPO). El indicador es una quinoneimina
formada por hidrogeno-peroxido, 4-
aminofenazono y 4-clorofenol, bajo la

influencia catalitica de peroxidasa (PAP).

Creatinina

Cinético Jaffe

La creatinina reacciona con el picrato
alcalino (reaccion de Jaffe) produciendo
un cromoégeno rojo. La velocidad de esta
reaccion, bajo condiciones controladas, es
una medida de la concentracion de
creatinina de la muestra puesto que se
comporta como una reaccion cinética de

primer orden para la creatinina.

Bilirrubina total

Colorimétrico
DMSO

La bilirrubina se convierte en
azobilirrubina mediante el acido sulfanilico

diazotado midiéndose fotometricamente.
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De las dos fracciones presentes en suero,
bilirrubin-glucurénido 'y bilirrubina libre
ligada a la albumina, solo la primera
reacciona en medio acuoso (bilirrubina
directa) precisando la segunda la
solubilizacion con dimetilsulféxido (DMSO)
para que reaccione (bilirrubina indirecta) el
resultado correspondiendo a la bilirrubina
total. La intensidad del color formado es
proporcional a la concentracion de

bilirrubina presente.

Proteinas totales

Colorimétrico

Biuret

Los enlaces peptidicos de la proteina
reaccionan con los iones de cobre Il en
solucién alcalina para formar un complejo
azul-violeta (la llamada reaccion del
Biuret), Se afiade tartrato como
estabilizante, mientras que se utiliza
yoduro a fin de prevenir la autoreduccién
del complejo de cobre alcalino. El color
formado es proporcional a la

concentracion de proteinas

Colorimétrico

A pH acido, la albumina se fija al verde
bromocresol (BCG) produciendo un

aumento en la absorbancia. El incremento

Albumina en la absorbancia a 630nm debido a la

BCG formacién del complejo albumina-BCG es

directamente proporcional a la

concentracion de albumina de la muestra.

_ _ _ Se obtiene por diferencia entre Proteinas
Globulinas Colorimétrico

totales y Albumina

Fosfatasa alcalina

Cinético

La fosfatasa alcalina cataliza la hidrolisis
del p-nitrofenilfosfato a pH 10,4 liberando
p-nitrofenol y fosfato. La velocidad de
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formacién del p-nitrofenol, determinado
fotométricamente, es proporcional a la
fosfatasa

concentraciéon catalitica de

alcalina en la muestra ensayada.

Alanina
aminotransferasa
(ALT)

Enzimético

Colorimétrico

La ALT cataliza la conversion de L-alanina
y D-cetoglutarato a piruvato y L-glutamato.
La lactato deshidrogenasa cataliza la
oxidacion del cofactor reducido a cofactor.
El indice de reduccién en absorbancia de
la mezcla de reaccion a 340 nm debido a
la oxidacion del cofactor reducido es
directamente proporcional a la actividad
de la ALT.

Aspartato
aminotransferasa
(AST)

Enzimético

Colorimétrico

La reaccion es catalizada por la TGO
(AST), ésta desplaza la reaccion hacia la
formacién de Oxaloacetato que reacciona
con la malato deshidrogenasa, de modo
gue la velocidad de oxidacion del NADH
medida a 340 nm, es directamente
proporcional a la actividad de TGO en la

muestra.

La lactato-deshidrogenasa cataliza la

conversibn de L-lactato a piruvato.

nicotinamida adenina dinucle6tido (NAD)

Lactato o _
_ Cinético se reduce a NADH. La velocidad de la
deshidrogenasa . . .
(LDH) Ultra violeta formacion de NADH es directamente
proporcional a la actividad catalitica de la
LDH y se determina midiendo el aumento
de la absorbancia a 340 nm.
En la reaccion, la CK cataliza la
Creatina quinasa | Cinético transferencia de un grupo fosfato del
(CK) enzimatico sustrato fosfato de creatina al difosfato de

adenosina. La subsiguiente formacion de
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trifosfato de adenosina se mide mediante
el uso de dos reacciones asociadas,
catalizadas por la hexocinasa y la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, lo que
produce dinucle6tido de  nicotinamida
adenina reducida (NADH) a partir del
dinucledtido de nicotinamida adenina
(NAD).

Los fundamentos de los métodos estan avalados por la Federacién Internacional de Quimica

Clinica (IFCC), Asociacion Norteamericana de Quimica Clinica (AFCC) y la Sociedad Alemana de
Quimica Clinica (DGKC).

3.15-Anélisis estadistico.

Todos los valores referidos a los nidos se expresaron como media = SEM.
Para determinar las diferencias estadisticas entre los nidos, las concentraciones
de COCs, contenido de lipidos, grosor y porosidad de la cédscara, se usé una
prueba t-test (Student), y en el caso de no cumplir con los supuestos de

normalidad se utilizo el test no paramétrico de Mann Whitney.

Los valores de COCs se transformaron en logaritmos neperianos para que
adquieran una distribucion normal. Las concentraciones de COCs por debajo del
limite de deteccion (LD) fueron reemplazados por el valor que representa la mitad
de la deteccién limite para ese compuesto, mientras que los valores por debajo
de la cuantificacién limite (LC) fueron consideradas como la mitad de la

cuantificacion limite del ensayo.

Se evalué la distribucion normal de los datos mediante el uso de la prueba
de Kolmogorov-Smirnov. En base al test de normalidad, se analizaron las
distribuciones de los datos para poder establecer el tipo de prueba a aplicar
(paramétrica 0 no) y evaluar las posibles diferencias entre los datos. Las
correlaciones se realizaron utilizando el test de Pearson cuando los valores se
distribuyeron de forma paramétrica o el test de Spearman cuando se distribuyan
de forma no paramétrica (Siegel, 1956).
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El test de Mann-Whitney se utiliz6 para evaluar las diferencias entre los

sexos o entre cada uno de los contaminantes seleccionados y el grupo control.

Se realiz6 un andlisis de distribucion de frecuencia de los datos referidos a
los parametros de crecimiento y al perfil hematoldgico, detectandose la existencia
de dos subpoblaciones, divididas en rangos de pesos: 125-900 y 901-3100 g.
Cuando se fijaron valores de referencia, se hizo en base a los intervalos de
confianza (IC) del 95% con respecto a la media, siguiendo la metodologia
descripta previamente (Oliveira-Junior y col., 2009). Cuando se analizaron datos
apareados, se utilizé el test de Wilcoxon. Para el analisis de proporciones se

utilizé el test de probabilidad exacta de Fisher.

En todos los casos un p<0,05 se consider6 como estadisticamente

significativo.



RESULTADOS
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4.1- Variables ecolégicas de nidos de Caiman latirostris en hébitats

Como se explicd detalladamente en Materiales y Métodos (seccion 3.2),

los huevos fueron recolectados de zonas con distinto grado de intervencion

antropica, de acuerdo a las caracteristicas del entorno de los lugares donde se

hallaron los nidos. En la Tabla 9 se detallan los parametros ecolégicos de los

nidos usados en este estudio.

Tabla 9. Caracteristicas de los nidos y grado de intervencion antrépica en las

diferentes provincias donde se realizan las cosechas.

L . Grado de
. Ubicacion Numero de e : .
Nido L. 1 Lugar de nidificacion intervencion
geogréfica huevos .
antropica
Santa Fe .
SF1 S30°15' W60°50° 39 Bosque Baja
Santa Fe .
SF2 S30°11° W61°00° 35 Monte Baja
Entre Rios .
ER1 S30°26' W59°01" 30 Sobre vegetacion flotante Moderada
Entre Rios o
ER2 S30°26' W59°01° 34 Sobre vegetacion flotante Moderada
Entre Rios
ER3 S30°36' W58°46’ 33 Cercano a un estanque Moderada
Entre Rios A menos de 100 metros de
ER4 S30°34’ W58°54’ 28 un sembradio Alta
Entre Rios .
ER5 S30°33' W59°00° 18 Cercano a un sembradio Alta
Chaco o .
CH1 S26951° W58956 37 Sobre vegetacion flotante Moderada-Baja
Chaco o .
CH2 S26951" W58955" 33 Sobre vegetacion flotante Moderada-Baja
Chaco Sobre vegetacion flotante
CH3 S26°51" W59°02° 39 (préximo a camino rural) Moderada
Chaco
CH4 S26°48° W59°03 36 Monte Moderada
Chaco Vegetacion flotante en
CHS 1 506057 w gosg’ 31 embalse Moderada
Chaco
CH6 S27904" W58957" 30 Monte Moderada
CHT Chaco 40 Vegetacion flotante en Baja

S26°47° W59°15°

embalse

! Establecido en la cosecha a campo.
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A partir de los datos recogidos al momento de la incubacion y en la
eclosion de los huevos, se pudo establecer que existe una correlacion
positiva (test Pearson r=0,87; p=<0,0001) entre el peso del huevo y el peso
del yacaré overo al momento de la eclosion (Figura 37). Por lo tanto, los
yacarés overos mas pesados al momento de la eclosion, provenian de los

huevos con mayor peso al inicio de la incubacién.

Peso del yacaré (g)

35+

30 1 | L L L}
50 60 70 80 90 100

Peso del huevo (g)

Figura 37. Correlaciéon entre el peso del huevo y el peso del yacaré overo al
momento de la eclosién (test Pearson r = 0,87; p=<0,0001). Las lineas

punteadas representan el intervalo de confianza del 95%.

4.2- Deteccion de residuos de compuestos Organoclorados (COCs) en

huevos.

Tal como se explico en Materiales y Métodos, se evalud la concentracion
de distintos COCs en los huevos provenientes de los diferentes lugares de
recoleccion. Todas las muestras analizadas presentaron niveles detectables de
COCs, aun los huevos que fueron recogidos en reservas naturales (CH) o aguas
arriba de zonas urbanizadas o dedicadas a la agricultura (SF), indicando que
todos los sitios de cosecha de huevos presentaron algun grado de
contaminacion. Los resultados se expresaron en diferentes formas (media,

mediana y media geométrica) para facilitar la comparaciéon con los datos de la

literatura (Tabla 10)



Tabla 10. Concentracion de compuestos organoclorados (COCs) en huevos de C.
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latirostris provenientes de zonas con diferente grado de intervencion antropica.

> OCPs ng/g de > PCBs ng/ g de
Lugar de nidificacion lipido lipido
Media + SEM (rango) 78,9 £ 8,1 (29-119) 12,6 £ 3,6 (LD-32)
Mediana (25-75%) 73 (65,5-95) 8,5 (7-18)
SANTA FE Media geométrica
(95% de IC) 76,7 (60,6-97,1) 10,5 (6,1-18,2)
Media £ SEM (rango) 107,8+ 17,6 37,3x144
Mediana (25-75%) (LD-264) (LD-294)
ENTRE Media geométrica
. i i
RIOS (95% de IC) 78 (50-166) 12,75 (7-44)
Media + SEM (rango) 84,2 (60,0-118,2) 18 (11,3-30,9)
Mediana (25-75%) 84,2+ 15,8 43,5+ 13,2
CHACO Media geométrica (95% de IC) (LD-324) (LD-203)

OCPs: pesticidas organoclorados, PCBs: bifenilos policlorados, LD: debajo del limite de

cuantificacion. IC: intervalo de confianza.

Ademas de que se detectaron residuos de COCs en todos los nidos, en la
mayoria de los mismos se observé una gran heterogeneidad de dichos residuos (Figura
38). Se detectaron en mayor porcentaje: p, p -DDE (78%), OCLD (58,7%); o, p'-TDE
(15,2%); o, p'-DDE (13,0%); HPT, HTX y o, p '-DDT (10,9% cada uno); y MTX, HCB y
ENDSULF en el 6,5% de las muestras. Los niveles de los isomeros del HCH, ALD,
CLD, DLD, ENDR, MRX, p, p'-TDE, p, p 'DDT y los isbmeros del END, se encontraron
por debajo de los limites de cuantificacion en todas las muestras. Los PCB se
encontraron presentes en un 73,9% de las muestras. De los 14 congéneres de PCB
analizados, s6lo BZ 138 (60,9%), BZ 153 (41,3%), BZ 28 (23,9%) y 180 (15,2%) fueron
cuantificados. En base a los resultados obtenidos, podemos observar que las familias
del DDT y Clordano son los compuestos que representan un mayor aporte a la

sumatoria de pesticidas.
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Figura 38. Porcentaje de los pesticidas organoclorados (OCPs) y los bifenilos policlorados (PCBs)
gue se detectaron en las muestras de huevos de C latirostris provenientes de los diferentes
lugares de recoleccién. En A) se grafican los porcentajes de OCPs y en B) los congéneres de
PCBs. Abreviaturas: SF: Santa Fe; ER: Entre Rios; CH: Chaco; HTX: heptacloro epoéxido;
ENDSULP: endosulfan sulfato; MTX: metoxicloro; HPT: heptacloro; HCB: hexaclorobenceno;
OCLD: oxiclordano; o,p"-DDE: diclorodifenildicloroetileno; o,p”-TDE: tetraclorodifeniletano; o,p’-
DDT: diclorodifeniltricloroetano; p,p”-DDE: diclorodifenildicloroetileno

4.3- Caracteristicas de la cascara.

Como mencionamos en Materiales y Métodos, la cascara del huevo es un
reservorio de calcio para el embrién, por esta razén sus caracteristicas cambian a
medida que el desarrollo del embrion avanza y en consecuencia el momento de
recoleccion de las muestras es critico y podria ser un factor de confusion a tener
en cuenta en el analisis de los resultados. Todas las muestras de cascaras fueron
recolectadas en estadios tempranos del desarrollo embrionario (rango: estadios

12-23), comprobandose que el grosor y la porosidad no son afectados por el
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avance del desarrollo del embrién en el rango de estadios embrionarios utilizados

(Figura 39A y B). En la tabla 11 se detallan los pardmetros de los nidos usados

en este estudio.

Tabla 11. Caracteristicas de los nidos. Identificacion, tamafio de la nidada, peso,
dimensiones de los huevos y peso del yacaré overo al nacer provenientes de las
diferentes provincias donde se realizan las cosechas.

, o . Nimero Peso? Eje mayor? | Eje menor? Peso al

Nido | Ubicacion geografica de nacer
huevos® | Media+ SEM® | Media+ SEM® | Media+ SEM® | Media+ SEM’
SF 830°S1a5r3t\?vzg°5o’ 39 751+24 | 69,3+20 | 422+1,7 | 50,003
SF2 | captaisio00 35 | 60,2415 | 64,4+21 | 399+14 | 350£06
ER1 33522,6\,5;%%01, 30 719+28 | 69,6+28 | 412+12 | 476%0,7
ERy | ENMe ROS 890726 34 | 655+15 | 685%25 | 399+07 | 44006
ER3 sgégg?ﬁ;%i%, 33 | 720+26 | 696+10 | 412+08 | 50304
ER4 33521,6\,5;%%54, 28 65525 | 674+14 | 399+06 | 437%17
ER5 835%6\5;%%00, 18 643420 | 67522 | 398+07 | 39,0£10
CH1 szeosclh?ﬁgsose' 37 785+35 | 6,7+0,2 45+0,1 51,1+0,6
CH2 5260501%328055, 33 842+23 | 7,3%02 45+0,1 57,2+05
cns 82605?’]%329002’ 39 674+26 | 66+01 | 42+01 | 44405
CH4 82604?%829003, 36 643+17 | 641+11 | 41,8+09 43,9+0,5
CHS 526050#‘3{;,08058, 31 732+31 | 71,3+32 | 425+25 | 445+17
CHG 52700??,%8057, 30 509+26 | 61,6+26 | 415+20 | 380%1,0
CH7 chaco 40 786+44 | 69,4+44 | 448+24 | 495+13

S26°47° W59°15°

' Establecido en la cosecha a campo.
% Ver detalles metodolégicos en Materiales y Métodos, seccién 3.7.
® La media para el peso se expresa en gramos y para los ejes en milimetros.
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Figura 39. Correlacién entre el estadio embrionario y el grosor y porosidad de la cascara. El

grosor y la porosidad de las cascaras no se modificaron con el estadio embrionario (test Pearson).

El grosor promedio de las cascaras fue de 400,9 £ 6,0 um (media + SEM),
con un rango de 339,8 a 433,8 um, sin observarse diferencias entre la zona

apical y medial de la cascara del huevo (test Mann Whitney, p>0,05).

La utilizacién del microscopio electronico de barrido nos permitioé cuantificar
el nimero de poros abiertos por cm? de cascara en imagenes tridimensionales de
las superficies de las cascaras (Figura 40). En la Figura 40 se pueden observar
poros abiertos (Figura 40A) o cerrados (Figura 40B) en un fragmento de céscara.
A mayor aumento se puede observar la diferencia entre ambos tipos de poros
(Figura 40C y D). Del analisis de las imagenes pudimos determinar que el nimero
de poros abiertos/cm? es 25,3 + 4,3 (media + SEM), con un rango de 5,2 a 61,9

poros/cm?.
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Figura 40. Electromicrografias de la cascara de huevos de C. latirostris obtenidas por MEB. En A)

se observan 3 poros abiertos (flechas) en el fragmento de la cédscara y en B) los poros se
encuentran cerrados (flechas). Magnificacion 100X. A mayor aumento puede distinguirse
facilmente entre el poro abierto (C) o cerrado (D). Magnificacion 500X.

Tal como se observa en la Figura 41, no observamos correlacion entre el

grosor y el numero de poros en las cascaras analizadas.
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Figura 41. Correlacién entre el nimero de poros/cm?® y el grosor de la cascara
(test Pearson).

Los niveles de residuos de COCs que hallamos en los huevos evidencian
un proceso de transferencia materna. Teniendo en cuenta que un numero
importante de COCs ha sido clasificado como PE y que el oviducto materno es un
organo blanco de acciéon hormonal, nos preguntamos si la calidad de la cascara
de los huevos (grosor y porosidad) fue afectada por las concentraciones de COCs
presentes en los mismos. Para contestarnos esta pregunta, realizamos ensayos
de correlacién para pesticidas y PCBs de manera individual y combinada. No
observamos correlacion significativa entre el grosor de la céscara y las
concentraciones de COCs (Figura 42A). En cambio, el nimero de poros/cm? se
correlacion6 negativamente con el contenido de organoclorados, sugiriendo que
una mayor concentracion de COCs causa una reduccion en el numero de

poros/cm? de la cascara (Figura 42B).
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Figura 42. A) Correlacion entre grosor y COCs totales presentes en los huevos de C. latirostris.
Estas variables no presentan correlacion significativa (test Spearman r:-0,20 y p: 0,37). B)
Correlacién entre porosidad y COCs totales presentes en los huevos de C. latirostris. Se observa
una correlacién negativa entre el nimero de poros de la cascara y el contenido de COCs totales
(test Spearman r:-0,51 y p: 0,02).

4.4-Exito reproductivo.

En la tabla 12 se resumen los datos de las variables reproductivas de cada
nido. Para evaluar si la exposicion a COCs podria afectar la fertilidad de la
hembra, se correlacion6 el nimero de huevos por nido y la concentracion de
COCs. Como se muestra en la Figura 43, solo observamos una correlacion
negativa entre el nimero de huevos por nido y el contenido de pesticidas
organoclorados (test Pearson r= -0,57, p= 0,017). No observamos correlacion
respecto al porcentaje de nacidos vivos o la supervivencia a los 10 dias (Figura
44).

Tabla 12. Caracteristicas de las nidadas: pardmetros reproductivos y

concentraciones de COCs.

NUumero Nacidos Supervivencia > OCPs > PCBs
Nido de Vivos (%)2 alos 10 dias (ng/g (ng/g
huevos® ° (%) lipido) lipido)
SF1 39 91,9 91,9 61,9 11,6
SF2 35 85,2 85,2 63,0 LD
media
3712 88,5+ 3,3 88,5+ 3,3 62,5+ 0,6 7,1+4,6
SEM
rango 35-39 85,2-91,9 85,2-91,9 61,9-63,0 LD-11,6
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ER1 30 92,6 92,6 159,5 35,5
ER2 34 96,6 93,1 37,2 7,7
ER3 33 82,7 79,3 28,9 LC
ER4 28 76 44 75,8 32,0
ER5 18 0 0 189,0 44,5

media +
SEM 286629 | 69,6+17,8 61,8+ 17,9 98,1+32,4 24,4 +8,2
rango 18-34 0-96,6 0-93,1 28,9-189,0 LC-44,5
CH1 37 5,8 0,7 33,5 LC
CH2 33 100 100 166,4 136,6
CH3 39 94,6 94,6 36,3 LC
CH4 36 91,2 91,2 46,0 21,0
CH5 31 82,1 78,6 29,3 13,5
CH6 30 82,1 82,1 31,0 13,0
CH7 40 86,5 86,5 39,3 11,5

media +
SEM 351+15 | 78,7+10,6 76,2+ 129 545+18,8 | 30,1+17,8

Rango 30-40 5,8-100 0,7-100 29,3-166,4 LC-136,6
SF: Santa Fe; ER: Entre Rios y CH: Chaco.
! Establecido a campo en el momento de la cosecha.
Namero de crias nacidas vivas/ nimero de huevos incubados.
OCPs: pesticidas organoclorados; PCBs: bifenilos policlorados; LD: limite de deteccién; LC:

limite de cuantificacion.
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Figura 43. Correlacion entre el nimero de huevos por nido y el contenido de
OCPs (test Pearson r = - 0,57, p = 0,017). Las lineas punteadas representan el
intervalo de confianza del 95%.
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Figura 44. A- Correlacion entre el porcentaje de nacidos vivos y el contenido de COCs
totales (test Pearson r =-0,12, p = 0,673). B- Correlacion entre el porcentaje de
supervivencia a los 10 dias y el contenido de COCs totales (test Pearson r =-0,10, p =
0,723).

En la tabla 13 se resumen y agrupan los datos correspondientes a
grosor y porosidad de la cascara del huevo, % de nacidos vivos, % de
supervivencia a los 10 dias de edad y concentraciones de COCs.
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Tabla 13: Caracteristicas de la cascara del huevo, parametros de la viabilidad del

nido y concentraciones de COCs en los nidos de C. latirostris.

Nacidos Supervivencia a Grosor de la Poros de la
Nido Vivos los 10 dias cascara cascara
(%) (%) (Hm) (poros/cm?)
SF1 91,9 91,9 419,3 34,3
SF2 85,2 85,2 412,5 32,4
ER3 82,7 79,3 416,7 39,3
ER4 76,0 44,0 388,3 8,9
ER5 0,0 0,0 390,6 9,1
CH4 91,2 91,2 414,0 16,7
CHo6 82,1 82,1 393,0 27,1
CH7 86,5 86,5 372,0 34,5

SF: Santa Fe; ER: Entre Rios y CH: Chaco.

Como se menciona en la introduccién, el grosor de la cascara del

huevo y la porosidad pueden afectar la viabilidad embrionaria. Nuestros

resultados muestran que, el grosor (Pearson r: 0,03; p=0,45) y la porosidad

(Pearson r: 0,59; p=0,13) no afectaron el porcentaje de nacidos vivos. Sin

embargo, como se muestra en la Figura 45, un menor numero de

poros/cm? se correlaciona con una menor supervivencia del neonato a los

10 dias.
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Figura 45: Correlacion entre la supervivencia a los 10 dias del nido y el nimero
de poros de la cascara (test Pearson r = 0,73; p=0,04). Las lineas punteadas

representan el intervalo de confianza del 95%.

Considerando que la exposicién del embridon a concentraciones de
COCs podria alterar la sefializacion que conduce a un correcto desarrollo
embrionario, evaluamos la presencia de malformaciones congénitas y la
incorporacion del vitelo remanente. El vitelo remanente es la fuente de

energia para el desarrollo de los neonatos.

Malformaciones congénitas y una incorporacion alterada del saco
vitelino remanente podria comprometer la sobrevida de los neonato. En la
Figura 46A se observa un abdomen completamente cerrado
correspondiente a una cicatrizacion “normal”, mientras que en las
Figuras 46B-C se muestran ejemplos de “cicatrizacion parcial”,
evidenciado por un menor grado de desarrollo del tejido de cicatrizacion en
la zona de ingreso del saco vitelino a la cavidad abdominal. Tanto en
cicatrizacion completa como parcial se observa la correcta incorporaciéon
del vitelo remanente. En la Figura 46D se observa la incompleta

incorporacion del saco vitelino a la cavidad abdominal, denominada
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“herniacion”. Cuando el saco vitelino no se incorpora a la cavidad

abdominal la supervivencia de la cria esta en riesgo.

Figura 46: Grados de cicatrizacion abdominal en crias a término de Caiman latirostris. A)
Abdomen completamente cerrado: cicatrizacién normal. B) y C) cicatrizacion parcial. D)

Incorporacién incompleta del saco vitelino a la cavidad abdominal: herniacion.

Al momento del nacimiento se registré la incidencia de malformaciones
orofaciales, grado de cicatrizacién y de herniacion. Del registro de cicatrizaciones
se pudo constatar que 61,3% de los neonatos presentd cicatrizacion abdominal

completa, 16,1% mostrd cicatrizacion parcial y 22,6% evidencié herniacion. Se
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registraron malformaciones orofaciales solo en el 4,5% de los neonatos, los que
mostraron un desarrollo incompleto del paladar (Figura 47) evidenciado por la
presencia de hendiduras. No encontramos asociacion entre estas variables y las

concentraciones de los COCs estudiados.

Figura 47: Desarrollo orofacial al nacimiento. A: Paladar completamente cerrado y sin hendiduras
labiales. B: Presencia de hendidura labial bilateral (flechas), hendiduras en el paladar que van
desde la parte anterior de la cavidad nasal hasta la parte posterior del conducto nasofaringeo
(punta de flecha).

Exposicion Experimental

4.5- Evaluacién del crecimiento de los yacarés overos.

En primer lugar, analizamos si los indices IMC e ICC difieren entre machos
y hembras en el grupo control a las edades de 6, 12 y 18 meses de edad,
concluyendo que ambos indices no difieren entre machos y hembras en las
edades evaluadas (Figura 48, 49). Observamos que el IMC de las hembras
tratadas con E2 (0,014ppm) es menor que el de los machos a los 12 meses de
edad (Mann Whitney p <0,05), siendo similares en el resto de las edades
evaluadas. ATZ, END o BPA no generaron dimorfismo sexual para el IMC o el
ICC en ninguna de las edades evaluadas (Figura 49-51).
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Figura 48. Evaluacion del dimorfismo sexual del indice de condicién corporal (ICC). Este indicé no

difiere entre machos y hembras en las edades evaluadas.

Por otro lado, evaluamos si la exposicion prenatal a E2 o a los PE
seleccionados (ATZ, END, BPA) modifica el IMC o el ICC de machos y hembras.
Los resultados obtenidos muestran que tanto en machos como en hembras no se
observaron diferencias en IMC o ICC debidas al tratamiento con, ATZ, END o
BPA para las diferentes edades analizadas (Figuras 49-51). Mientras que la
exposicion a E2 bajo (0,014 ppm) produce una disminucion en el IMC de las
hembras a los 12 meses con respecto a los machos, mostrando diferencia
significativa respecto a los machos de ese mismo grupo experimental (Figura 49).
Sin embargo, las hembras de E2 bajo no se diferenciaron de las hembras
controles. La exposicion a E2 bajo hace significativa la tendencia observada en el
grupo control. Debido a que no disponemos de datos a los 18 meses de animales
expuestos a E2 bajo, no sabemos si esta diferencia en el IMC entre machos y

hembras se mantiene.
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Figura 49. Efecto de los contaminantes sobre el indice de Masa corporal (IMC). Se analizo el
dimorfismo sexual de IMC a los 6, 12 y 18 meses de edad. El indice se presenta como un
parametro no dimoérfico para las edades analizadas, excepto en los animales de 12 meses
tratados con E2 bajo (0,014ppm) donde se observa diferencia en el IMC entre machos y hembras
para este indice. Las barras representan la media + SEM, las diferentes letras indican diferencia
dentro del mismo grupo experimental. (Mann Whitney p <0,05). No se compara con el grupo

control.
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Figura 50. Efecto de los contaminantes sobre el indice de Masa corporal (IMC). Se analiz6 el
efecto de los diferentes contaminantes con respecto a los animales controles, a los 6, 12 y 18
meses de edad, en caimanes machos y hembras criados en condiciones controladas. Las barras
representan la media £+ SEM (Mann Whitney p <0,05).
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Figura 51. Efecto de los contaminantes sobre el indice de condicién corporal (ICC). Se analizé el
efecto de los diferentes contaminantes en machos y hembras de 6, 12 y 18 meses de edad,
criados en condiciones controladas respecto de los controles. Las barras representan la media +

SEM (Mann Whitney p <0,05).

4.6- Morfometria de genitales externos.

En la Figura 52 se puede observar la estructura clitoris-pene (phallus) de
un macho y una hembra juveniles, con pesos corporales similares. El phallus del
macho posee una coloracién rojiza, debido a una mayor irrigaciébn sanguinea,

mientras que el phallus de las hembras es blanquecino.
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Figura 52. Dimorfismo sexual del phallus en caimanes juveniles controles. Se observa la
diferencia morfolégica y de coloracién entre el phallus del macho, mas grande y rojizo debido a la
mayor irrigacion sanguinea y la hembra, méas pequefia y blanquecina. Barra dentro del inserto =

2mm.

Para establecer si el desarrollo del phallus estad asociado con el crecimiento
del animal, se realizaron una serie de andlisis de correlaciéon con los datos de
animales del grupo control. En machos y hembras controles se correlacionaron
parametros morfométricos estructurales (Figura 27) que reflejan el desarrollo del
phallus (largo, ancho y alto) con distintas variables alométricas del animal (peso,
LT y SVL) (Tabla 14). Los resultados obtenidos demostraron que en machos el
largo del phallus, el ancho y alto de la cabeza del phallus, se correlacionan
positivamente con el peso del animal, LT y SVL. En las hembras, el largo del
phallus de también se correlaciona de manera positiva con el peso, LT y SVL,
mientras que el ancho de la cabeza del phallus tiene correlacion positiva con el
pesoy LT. El alto de la cabeza del phallus de las hembras no se correlaciona con
ninguna de las variables alométricas analizadas. Estas asociaciones nos
permitieron identificar las variables alométricas que se pueden usar como
normalizadoras, para poder distinguir entre las modificaciones debidas al
crecimiento del animal y las causadas por el efecto de los contaminantes. Se
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eligio el peso del animal como normalizador de todas las variables en los machos,
y para longitud y ancho del phallus de las hembras. Como el alto de la cabeza del
phallus de las hembras no presenté correlacion con ninguna de las variables

alométricas, se usaron los datos crudos para el analisis de esta variable.

Tabla 14. Andlisis de correlacion entre variables morfométricas

estructurales del phallus y parametros de crecimiento de C. latirostris.

Peso (g) Largo Total (mm) SVL (mm)
Machos | Hembras | Machos | Hembras | Machos | Hembras
Ancho (mm) | 0,8812* | 0,6517* | 0,8655* | 0,5555* | 0,9258* 0,5119
Alto (mm) | 0,9291* | 0,0210 | 0,9188* | -0,0264 | 0,9549* | -0,0709
Largo (mm) | 0,8882* | 0,6618* | 0,8596* | 0,5933* | 0,9160* | 0,6069*

Valores del coeficiente de correlacion de Pearson entre las medidas del phallus y las variables

alométricas para machos (n=10) y hembras controles (n=11). El asterisco indica correlacién

significativa.

Como se observa en la Figura 52 el phallus es un 6rgano dimoérfico. Para
determinar si todas las variables morfométricas presentan dimorfismo sexual en
caimanes juveniles, se compararon las variables morfométricas del mismo entre
machos y hembras del grupo control. Como puede observarse en la Figura 53,
tanto la longitud total como el alto de la cabeza del phallus son variables
dimérficas en caimanes de 12, 18 y 24 meses de edad, mientras que no se

observa este dimorfismo para el ancho de la cabeza del phallus.
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Figura 53. Dimorfismo sexual del phallus. El largo del phallus y el alto de la cabeza del phallus
difieren entre machos y hembras juveniles, siendo los valores de estas variables en machos
mayores que en hembras. En cambio el ancho de la cabeza del phallus muestra relacion con el
sexo de los caimanes. Las barras representan la media + SEM, letras distintas indican diferencia
significativa (Mann Whitney p <0,05).

Para establecer posibles efectos deletéreos de los contaminantes
seleccionados, evaluamos la influencia de los mismos sobre las variables
morfométricas (largo, ancho y alto), el dimorfismo sexual y la asociacién con el
peso corporal del phallus.

4.6.1- La exposicion a E2 1,4 ppm, prevalece sobre la influencia de la

temperatura en la determinacién del sexo.

En trabajos previos hemos demostrado que se obtienen caimanes
hembras de huevos incubados a la temperatura de obtencion de machos cuando
aguellos han sido expuestos a E2 1,4 ppm (Stoker y col, 2003). En este trabajo la
confirmacién de la reversion sexual fue a través del analisis histologico de las
gonadas, debido a que es dificil distinguir entre machos y hembras por
observacion de genitales externos al momento del nacimiento. Para profundizar
en la caracterizacion de la determinacion del sexo por accion hormonal (DSH:
huevos incubados a 33°C y topicados con E2 1,4ppm) en comparacion con la
determinacién del sexo por temperatura (DST: incubados a 33°C y topicados con
etanol 100%), evaluamos si las distintas variables morfométricas del phallus de

las hembras obtenidas por DSH son similares a las de las hembras obtenidas por
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DST. Como se observa en la Figura 54, el largo del phallus de las hembras
obtenidas por DSH (33°C) no presenta cambios en comparacion con el phallus de
las hembras obtenidas por DST (30°C) siendo, significativamente mas chico que

el de los machos obtenidos por DST.

16-
- 144 33 C 30°C
3w 124 a
_gg_w. 1
28 5 b
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B2 o 21| 7
- 24

o 13 14 13

Control  E21.4ppm  Control

Figura 54. Efecto de E2 1,4ppm sobre el largo del phallus en caimanes
juveniles. Se compararon los valores del largo del phallus de caimanes
juveniles provenientes de huevos topicados con 17-B estradiol e incubados a
temperatura de obtencion de machos (33°C), con los obtenidos de los animales
topicados con etanol 100% (controles) e incubados a temperatura de obtencion
de machos o de hembras (33° y 30°C respectivamente). Los valores
representan la media £ SEM, letras distintas indican diferencias significativas
(Mann Whitney, p <0,05).

4.6.2- La exposicion a ATZy END reduce el phallus de las hembras.

Como se puede observar en las Figuras 55 y 56, las hembras expuestas
in ovo a ATZ o END muestran una reduccion significativa del phallus, que se
evidencia en una menor longitud total y ancho de la cabeza (Figura 55B y 56B).
BPA y E2 no provocaron cambios en el tamafio del phallus de las hembras,
mientras que ninguno de los contaminantes evaluados modificé la morfometria
del phallus de los machos.
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Figura 55. Efecto de los contaminantes sobre el largo del phallus. En machos (A) no

se observa efecto de los contaminantes sobre el largo del phallus. En hembras (B)

se observa que la ATZ y el END (0,2 y 20 ppm respectivamente) provocan una

disminucién en el largo del phallus. Las barras representan la media + SEM, letras

distintas indican diferencia significativa (Mann Whitney p <0,05).
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Figura 56. Efecto de los contaminantes sobre el ancho de la cabeza del phallus. En

machos (A) no se observa efecto de los contaminantes sobre el ancho de la cabeza

del phallus. En hembras (B) se observa que la ATZ y el END (0,2 y 20 ppm

respectivamente) provocan una disminucion en el ancho de la cabeza del phallus.
+ SEM,

Las barras representan la media

significativa (Mann Whitney p <0,05).

letras distintas indican diferencia
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Figura 57. Efecto de los contaminantes sobre el alto de la cabeza del phallus. Tanto
en machos (A) como en hembras (B) no se observa efecto de los contaminantes
sobre el alto de la cabeza del phallus. Las barras representan la media + SEM,

letras distintas indican diferencia significativa (Mann Whitney p <0,05).

4.6.3- El phallus de las hembras tratadas con ATZ o END presenta

dimorfismo sexual.

También se evaluo si el tratamiento con E2 o los xenoestrogenos
seleccionados modifican el dimorfismo sexual propio del phallus. Como se
observa en la Figura 58, el dimorfismo sexual del largo del phallus y el alto de la
cabeza del phallus no es alterado por ATZ, END, BPA o E2. Sin embargo, el

ancho de la cabeza del phallus de las hembras es menor respecto al de los
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machos cuando han sido tratados con ATZ o END. Este dimorfismo sexual no

esta presente en animales controles.
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Figura 58. Efecto de los contaminantes sobre el dimorfismo sexual del phallus. Los

contaminantes evaluados no alteran el dimorfismo sexual del largo del phallus y alto de la cabeza
del phallus. Se observa que la ATZ y el END (0,2 y 20 ppm respectivamente) generan dimorfismo
sexual para el ancho del phallus, siendo mayor en los machos que en las hembras. Las barras
representan la media £ SEM, letras distintas indican diferencia significativa (Mann Whitney p
<0,05).

Por otro lado, evaluamos si los contaminantes alteran la asociacion del
largo del phallus con el peso corporal, concluyendo que esta correlacion no es
modificada por ATZ, END, BPA o E2 (Figura 59).
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Figura 59. Efecto de la exposicion in ovo a contaminantes sobre el largo del phallus en caimanes
juveniles. (m) animales controles, (<) tratados con ATZ 0,2ppm, (A) tratados con END 20ppm, (@)
tratados con BPA 1,4ppm, ) tratados con estradiol 0,014ppm. Se compararon las pendientes de
las correlaciones del largo del phallus y el peso corporal entre caimanes controles y tratados,
observandose que el E2 o los contaminantes aplicados no modificaron la normal correlacién entre
el largo del phallus y el peso corporal para machos y hembras: A) p= 0,10; B) p=0,09; C) p=0,55;
D p=0,90; E p=0,33; F p=0,40; G p= 0,96; H p=0,72. El valor de “p” indica la probabilidad que las

pendientes de las regresiones sean diferentes.
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4.7- Medidas craneofaciales.

Se evaluaron 10 parametros craneofaciales en cada espécimen, los que se
identifican en la Figura 28, en primer lugar se estudio la asociacion de cada uno
de estos parametros con las variables alométricas de crecimiento de los animales
(peso, LT y SVL), mediante ensayos de correlacion. Los datos obtenidos nos
permitieron establecer que, excepto OW, todas estas variables se correlacionan
positivamente con el peso corporal. Por otro lado, OL, OW, CW y LCR no se
correlacionan con LT y SVL (Tabla 15). En base a este analisis, las distintas
variables craneofaciales, excepto OW, fueron normalizadas por el peso corporal
de los animales para poder distinguir entre las modificaciones debidas al
crecimiento del animal y las causadas por el efecto de los contaminantes. Para el

analisis de OW se utilizaron los datos crudos.

Tabla 15. Andlisis de correlacion entre medidas craneofaciales y parametros de

crecimiento de C. latirostris.

Peso corporal (g) Largo total (cm) Longitud hocico-cloaca (cm)
WN 0,7882* 0,7106* 0,7771*
SW 0,8368* 0,7156* 0,7453*
oL 0,5783* 0,4253 0,3969
oW 0,6849* 0,7129* 0,7689*
ow 0,4181 0,2800 0,3828
CW 0,7099* 0,5525 0,5575
ML 0,8643* 0,8121* 0,7142*
SL 0,8761* 0,8134* 0,7754*
LCR 0,6096* 0,4542 0,3301
DCL 0,7994* 0,7019* 0,6067*

Valores del coeficiente de correlacion de Pearson entre las medidas craneofaciales y las variables

alométricas de crecimiento de caimanes juveniles. El asterisco indica correlacion significativa

Para establecer si las caracteristicas creaneofaciales de caimanes
juveniles criados en bioterio con condiciones controladas es diferente entre
machos y hembras, se compararon las medidas de las variables analizadas entre

caimanes controles de ambos sexos. Como puede observarse en la Figura 60, en
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este rango etario, el craneo de los machos no es diferente del de las hembras, ya

gue no observamos dimorfismo sexual en ninguna de las variables craneofaciales

evaluadas.
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Figura 60. Dimorfismo sexual en las variables craneofaciales. Las variables craneofaciales
evaluadas no son diferentes entre machos y hembras en caimanes juveniles controles criados
bajo condiciones controladas. Las variables fueron normalizadas por el peso corporal (media +
SEM; Machos: 2610 + 267,7g; Hembras: 1766 + 160,0g), excepto OW. Las barras representan la

media £ SEM, letras distintas indican diferencia significativa (Mann Whitney p <0,05).

Para establecer posibles efectos deletéreos de los contaminantes
seleccionados, evaluamos la influencia de los mismos sobre las medidas
craneofaciales asi como sobre su dimorfismo sexual y asociacion con el peso

corporal.
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4.7.1- La morfometria del craneo de las hembras es modificada por

la exposicién a ATZ o END.

Las tablas 16 y 17 muestran los efectos de E2, ATZ, END y BPA sobre la
morfometria craneal en caimanes juveniles. En los machos no se observaron
modificaciones. En cambio, las hembras tratadas con END poseen un menor IOW
respecto de las hembras controles. Por otro lado, las hembras expuestas a ATZ
presentaron una disminucion del ancho maximo de las narinas (WN, p=0,0260),
de la base del hocico (SW, p=0,0152) y craneal (CW, p=0,0411) con respecto a
las hembras controles (Tabla 17). El resto de las variables craneofaciales de las
hembras no fueron afectadas por la exposicion a E2 o alguno de los

contaminantes evaluados.

Tabla 16. Efecto de la exposicion in ovo a compuestos agroindustriales, sobre las

medidas craneo—faciales de yacarés overos machos juveniles.

Variables | CONTROL ATZ END BPA E2
0,2 ppm 20 ppm 1,4 ppm 0,014 ppm
n==6 n=7 n=9 n=6 n=3
WN 0,64 £ 0,16 0,59 + 0,16 0,75+ 0,20 0,64 +0,17 0,60 + 0,14
SW 2,22 +0,55 2,12+ 0,56 2,68 + 0,80 2,29 + 0,60 2,12 +0,39
oL 1,17+ 0,35 1,08 £ 0,22 1,43+ 0,45 1,11+ 0,31 1,05+ 0,22
IOW 0,14 + 0,06 0,10 £ 0,01 0,13 + 0,04 0,11 +0,02 0,15 + 0,06
ow? 2055+1,71 | 20,67+3,45 | 18,78+2,66 | 18,88+1,08 19,63 + 1,22
CW 2,67 +0,72 2,56 + 0,66 3,73 £1,07 2,74 +£0,72 2,48 + 0,53
ML 4,74 + 1,44 4,56 + 1,21 5,84 +1,76 4,80 + 1,41 4,39 + 0,96
SL 1,93 + 0,56 1,87+ 0,51 2,36+0,71 1,96 + 0,58 1,80+ 0,38
LCR 1,30 + 0,44 1,30+ 0,34 1,66 + 0,58 1,38 £ 0,45 1,20+ 0,28
DCL 422 +1,31 4,06 + 1,12 5,23+ 0,55 4,27 +1,33 3,81+0,86

Los valores en milimetros factorizados por el peso, estan expresados como media + SEM. (a)

valores en milimetros no factorizados.
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Tabla 17. Efecto de la exposicion prenatal a compuestos agroindustriales, sobre

las medidas crdneo—faciales de yacarés overos hembras juveniles.

Variables | CONTROL ATZ END BPA E2 E2
0,2ppm | 20ppm | 1,4ppm (0,014 ppm| 1,4 ppm

n=6 n=6 n=8 n=6 n=3 n=2
WN 0,79+0,10 (0,61+0,12*| 0,75+0,12 | 0,75+0,15 | 1,03+0,34 | 1,08 +0,39
SW 2,75+0,36 |2,07+0,39*| 2,61+0,45 | 256+0,54 | 351 +1,17 | 3,92+ 1,28
OL 1,41+0,25 | 1,10+0,26 | 1,40+0,26 | 1,29+0,27 | 1,90+0,74 | 2,17+0,86
IOW 0,16 +0,04 | 0,13+0,03 [ 0,12 +0,02* | 0,13+0,04 | 0,15+0,03 | 0,17 +0,01
ow? 19,43 +3,39 (19,38+0,92 (17,44 +1,81(17,96+0,74 | 17,44 + 1,78 | 15,05 + 2,70
Cw 3,31+0,45 |255+0,51* | 3,14+0,52 | 3,12+0,68 | 4,17+1,49 | 4,76 +1,54
ML 556+1,02 | 458+096 |571+098 | 550+1,17 | 7,63+256 | 855+2,11
SL 2,26+0,43 | 1,86 +£0,40 | 2,29+0,41 | 2,24+0,50 | 3,06 +0,98 | 3,40+0,78
LCR 1,48+0,30 | 1,29+0,30 | 1,64+0,28 | 1,57+0,34 | 2,12+0,76 | 2,51+0,79
DCL 4,95+0,90 | 4,11+0,90 |506+091 | 490+1,11 | 6,71+2,43 | 7,76+1,98

Los valores en milimetros factorizados por el peso, estan expresados como media + SEM. El
asterisco indica diferencia significativa respecto de su correspondiente control. (a) valores en
milimetros no factorizados.

En cuanto al dimorfismo sexual de la morfometria craneal, observamos
que el ancho minimo interorbital (IOW) difiere significativamente entre los machos
(0,10 £ 0,01) y las hembras (0,13
presentando éstas Ultimas una mayor distancia entre las Orbitas de los ojos
(Mann Whitney p= 0,0047).

0,03) que fueron tratadas con ATZ,

4.8- Perfil hematolégico, inmunoldégico y analitos quimicos de la

sangre periférica.

La tabla 18 muestra los valores de los perfiles hematoldgicos y bioquimicos
de C. latirostris. Tal como se detalla en Materiales y Métodos (3.14), se realizo
una distribucion de frecuencia con todos los pesos registrados, que permitio
establecer el valor de la media que separa a las dos poblaciones de datos, en
base a este valor, los animales fueron divididos en dos subpoblaciones o
categorias, las que se diferencian entre si por rangos de pesos: 125-900 g (n =
15) y 901-3100g (n = 11).
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Tabla 18. Valores hematoldgicos y bioquimicos para caimanes juveniles criados

en condiciones controladas.

Peso corporal

125-900 g 901-3100 g
Parametros i
n? Media + Rango n® | Media + SEM Rango
SEM
General
486,90 * 126,00- 1986,00 + 1103,00-
Peso (9) 151 6266 878,00 11 184,90 3056,00
23,47 +
SVL (cm) 15 0.99 16,00-29,50 11 39,41 + 1,50* 31,50-48,00
48,72 +
LT (cm) 15 205 32,00-62,50 11 80,93 + 2,74* 65,75-95,00
Edad (meses) 15| 7,53+0,65 6,00-18,00 11 13,73 £ 0,69* 12,00-18,00
Sexo (Hembra: Macho) 15 7:8 11 4:7
Hematologia
Globulos Rojos 15 | 558+0,17 | 4,40-6,70 9 | 7.27+053* 5,18-9,15
(x10°cel/mm®)
Glébulos Blancos 16,57 +
H _ + * -
(x103ceI/mm3) 15 212 5,52-39,33 9 25,61 + 1,66 19,75-34,75
. 22,74 +
Hematocrito (%) 15 061 18,00-28,00 11 2859 +1,17* 23,50-35,00
Hemoglobina (g/dL) 8 7,07 £0,21 6,14-8,15 9 8,51 £ 0,42* 7,21-10,84
+
Linfocito (%) 15 582':(3)54_ 45,13-74,26 11 62,73 £ 2,50 50,00-81,68
- 30,54 +
Heterdfilo (%) 15 203 17,07-47,06 11 24,48 + 2,27 9,42-34,38
Eosindfilo (%) 15 | 2,24 +0,32 0,83-5,69 11 3,52 + 0,50* 1,31-6,25
Basofilo (%) 15 | 4,85+ 0,66 0,99-12,20 11 4,25 +0,84 0,91-10,00
Monaocito (%) 15 | 4,01 £0,58 0,80-8,00 11 5,02+0,76 1,20-9,33
Relacion 15 | 2,09+0,20 | 1,00-3,57 11| 3,05+0,60 1,45-8,67
limfocito:heterdfilo
. 3 3 26,81 +
Trombocito (x10°cel/mm~) 2 412 22,69-30,94 9 28,00 +£1,72 20,44-38,25
(E)Z;roc'tos policromaticos | 12| 5 354 026 | 053-4,15 11| 1,36+0,19% 0,51-2,69
3 388,90 + 346,20-
MCV(um~) 8 9,76 445,20 9 404,10 + 15,67 335,30-478,90
124,60 + 111,20-
MCH (pg) 8 3.94 144,40 9 119,70 + 6,24 96,51-153,10
32,17 +
MCHC (g/dL) 8 115 28,01-37,04 9 29,53 £ 0,58 27,33-31,96
Analitos clinicos
Glucosa (g/L) - 9 1,24 £ 0,07 0,78-1,51
Proteinas totales (g/dL) - 9 4,76 £ 0,12 4,24-5,26
Albumina (g/dL) - 9 2,38 £ 0,05 2,07-2,62
Globulina (g/dL) - 9 2,38 0,08 2,10-2,75
Relacion . ; 9 | 1,01+003 0,91-1,17
albumina:globulina
Acido arico (mg/dL) - 9 3,63+0,49 2,37-6,59
Creatinina (mg/dL) - 9 0,41 + 0,05 0,20-0,62
Bilirrubina total (mg/dL) - 9 0,11 + 0,01 0,10-0,16
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Colesterol (mg/dL) - 9 | 159,40+ 11,50 | 118,00-217,00
Triglicéridos (mg/dL) - 8 15,25+ 1,36 8,00-19,00
Urea (g/L) - 9 0,02 + 0,002 0,01-0,03
Enzimas
Fosfatasa alcalina ; 9 | 2544+194 17,40-35,00
(mU/mL)
Alanina aminotransferasa i 9 69,44 + 6,28 45,00-97,00
(IU/L)
Aspartato
- + -

aminotransferasa (IU/L) 9 116,20 £ 9,51 73,00-168,00
Lactato dehidrogenasa 9 1,085,00 + 569,00-
(IU/L) 156,00 1,881,00

- 4,213,00 + 1,487,00-
Creatinkinasa (IU/L) - 9 970.30 10,290.00

(@) El nimero de individuos puede diferir entre las variables analizadas, ya que no todos los
parametros se evaluaron para cada caiman. El asterisco indica diferencia significativa, (test
Wilcoxon, p <0,05), (-): no determinado, MCV: Volumen corpuscular medio, MCH: Hemoglobina

corpuscular media, MCHC: Concentracién de hemoglobina corpuscular media.

Para aquellas variables que mostraron diferencia estadisticamente
significativa entre los rangos de peso propuestos, se calcularon los valores de
referencia segun Oliveira-Junior y col (2009): los valores de referencia fueron
establecidos en base a los intervalos de confianza, los cuales se esquematizan
en la Tabla 19.

Tabla 19. Valores de referencia para C latirostris juveniles controles criados en

condiciones controladas.

Peso corporal
125-900g 901-3100g
. N? | Intervalo de referencia N? | Intervalo de referencia
Parametros . .
sugerido sugerido
(IC 95% de la media) (IC 95% de la media)
General
SVL (cm) 15 21,3-25,6 11 36,1 -42,8
LT (cm) 15 44,3 - 53,1 11 74,8 — 87,0
Hematologia
gfg;‘gljrﬁ;g‘)’s 15 52-59 9 6,185
S(ngi';);r:rfgr;cos 15 12,0-21,0 9 22,0 -30,0
Hematocrito (%) 15 21,4-241 11 26,0 -31,2
Hemoglobina (g/dL) 8 6,6-75 9 75-95

(a) numero de observaciones, puede variar debido a que no todos los parametros fueron

evaluados para cada yacaré overo. (-): sin determinacion.




IV-Resultados 124

4.8.1- Recuentos celulares.

El valor promedio de eritrocitos fue de 558 = 0,68 y 7,27 + 0,16
x10°’mm® de sangre periférica, para las clases 125-900g y 901-3100g,
respectivamente. El recuento de leucocitos fue de 16,57 + 8,21 y 25,61 + 4,98
x10¥ mm?® para la clase 125-900g y 901-3100g, respectivamente, y fueron
clasificados como: heterofilos, linfocitos, eosindfilos, basoéfilos y monocitos (Figura
61 y Tabla 18). Se observé una asociacion positiva entre el recuento total de
leucocitos y el peso corporal de los caimanes juveniles (Pearson r: 0,61, p =
0,0002). Los linfocitos, como se muestra en la Tabla 18, fueron los mas
numerosos en el recuento diferencial de leucocitos, seguido por los heterdfilos,
basdfilos, monocitos y eosindfilos. Los eosinéfilos fueron los elementos de
menor proporcién en los frotis de sangre periférica de C. latirostris (Tabla 18). El
promedio de trombocitos fue de 26,81 + 5,83 y 28,00 + 5,17 x10°/mm? para la
clase 125-900g y 901-3100g, respectivamente. No se encontrd correlacion entre

el recuento de trombocitos y el peso corporal de los caimanes.

Figura 61. Leucocitos en sangre periférica de C. Itirostris. Las
caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Griinwald
Giemsa. Los leucocitos fueron clasificados como: 1) linfocitos; 2) heterdfilos;
3) eosindfilos; 4) basofilos y monocitos. En la imagen correspondiente a un
campo ocular de un frotis, no se observaron monocitos debido a su bajo
porcentaje en la féormula leucocitaria. Ademas de los leucocitos en un frotis de

sangre periférica encontramos trombocitos (5) y eritrocitos (6).
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Como se deduce de los valores de los recuentos celulares, los animales
pertenecientes al grupo de mayor peso corporal poseen un mayor numero de
glébulos rojos y glébulos blancos, ademas de mayor hematocrito y hemoglobina
gue los de menor peso (clase 125-900g).

Se pudo observar que existe una correlacion positiva entre el hematocrito y
los pesos de los caimanes juveniles (Figura 62).
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Figura 62. Correlacion entre el hematocrito y el peso de los caimanes juveniles
(test Pearson rp)

4.8.2- Morfologia, dimensiones y citoquimica de las células

sanguineas

Los eritrocitos (Figura 63), se encontraron como células elipsoidales,
con nucleos centrales, ovalados o redondos con cromatina condensada en forma
de manchas oscuras. Pocos eritrocitos mostraron un nudcleo excéntrico. El
citoplasma se tifie uniformemente de color rojo-anaranjado a rojo ladrillo con May-
Grunwal Giemsa. Los eritrocitos inmaduros representaron el 2,38% para la clase
125-900g y 1,36% en la 901-3100g, de la poblacion globular total (Tabla 18). Esta
proporcion de eritrocitos inmaduros pueden ser utilizados como indicadores de la
actividad eritropoyética, pudiendo ser mayor en edades tempranas o por un

aumento de las respuestas compensatorias a procesos de anemia (Figura 64).
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Los eritrocitos fueron negativos para el PAS, el SBB, y positivos para Px (Figura

63 y Tabla 20).

May-Griinwald
Giemsa

Eritrocitos

Acido peryédico Washburn Sudan Black B
de Schiff (PAS) (Px) (SBB)
,(“" .

=

Figura 63. Patron de tincion de los eritrocitos que componen la sangre periférica de Caiman

latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald

Giemsa, presentando un ndcleo completo y con cromatina condensada como de observa en la

imagen. La tincion con PAS y SBB mostraron resultados negativos. La presencia de Px fue

positiva, adquiriendo el citoplasma una coloracion marrén oscura que denota alta concentracion

de Px.

Figura 64. Eritrocitos inmaduros. En A) se observa un frotis correspondiente a un yacaré overo

sano de la clase 901-3100g con un porcentaje de eritrocitos inmaduros de 1,33%. En B) se

observa un frotis correspondiente a un yacaré overo de la misma clase con un porcentaje elevado

de eritrocitos inmaduros (2,84%). Asociado con este resultado, este animal en particular presentd

un valor bajo de hemoglobina y de volumen corpuscular medio y un hematocrito elevado. Estos

resultados nos indican que este yacaré overo presenta una elevada actividad eritropoyética.
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Los heterofilos (Figura 65), por lo general, fueron células redondas u
ovales, con abundantes granulos citoplasmaticos en forma de huso o estrella. El
ndcleo es lenticular, oval y raramente bilobulado, de posicion excéntrica, con
cromatina densamente condensada. Los heterdéfilos fueron positivos en las
reacciones citoquimicas con PAS, SBB y Px (Tabla 20). En la Figura 65 se ilustra
el patron de tincién en los heterdfilos.

May-Griinwald |Acido Peryodicol| Washburn |Sudan Black B
Giemsa Schiff (PAS) (Px) (SBB)

»

Heterofilos

Figura 65. Patrén de tincion de los heterofilos de Caiman latirostris. Las caracteristicas generales
fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald Giemsa: en la imagen se observan los
grénulos citoplasmaticos en forma de huso o estrella y el nucleo de forma lenticular excéntrico.
Los carbohidratos se tifieron con PAS, mostrando una positividad de color rojiza. Mediante el
método de Washburn se demostré la presencia de peroxidasa en los granulos citoplasmaticos, los
cuales se tifieron de color marrén oscuro (+) (en la porcion inferior de la imagen se observa un
linfocito con una alta marcacion de Px). Los lipidos también mostraron su positividad a través de
la coloracion marrén oscura de los granulos citoplasmaticos mediante la utilizacién de la tincion

con Sudan Black B.

Los linfocitos son las células mas pequefias en la sangre periférica de C.
latirostris (Tabla 21) y presenta un nucleo redondo bien definido (Figura 66).
Normalmente, los linfocitos muestran una gran relaciéon nudcleo: citoplasma. La
cromatina se encuentra condensada en gran medida. El escaso citoplasma es
tipicamente basoéfilo. Los linfocitos fueron negativos para las reacciones

citoquimicas realizadas (Figura 66 y Tabla 20).
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May-Grianwald
Giemsa

Acido Peryddico
Schiff (PAS)

Washburn
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Sudan Black B
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Linfocitos

Figura 66. Patron de tincion de los linfocitos que componen la sangre periférica de Caiman

latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Griinwald
Giemsa, en la imagen se puede observar el pequefio citoplasma basdéfilo. Los linfocitos mostraron
negatividad para los carbohidratos, peroxidasa y lipidos. En la imagen correspondiente al método
de Washburn se observa en la parte superior un eritrocito positivo y debajo de éste un linfocito

negativo.

Los eosinofilos son células ovaladas o redondas, con abundantes
granulos eosindfilos esféricos. El nucleo tefiido de purpura, que generalmente se
encuentra en un polo de la célula y causa una ligera protuberancia hacia afuera
del contorno de la célula (Figura 67). Los eosindfilos resultaron positivos con Px y
moderadamente positivos con PAS y SBB (Figura 67 y Tabla 20).

Acido Peryédico Washburn Sudan Black B
Schiff (PAS) (Px) (SBB)

May-Grinwald
Giemsa

Eosinofilos

Figura 67. Patrén de tincién de los eosinofilos que componen la sangre periférica de Caiman
latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald
Giemsa donde se observa el ndcleo excéntrico y los granulos citoplasmaticos caracteristicos de
esta célula. El citoplasma presento una coloracion rojiza (+) cuando se tifieron con PAS,
evidenciando la presencia de carbohidratos. Los granulos del citoplasma fueron levemente
positivos para la peroxidasa, observandose en la parte inferior de la misma imagen un linfocito

positivo, esta determinacion fue realizada siguiendo el método de Washburn. Estos granulos
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también mostraron una leve positividad para los lipidos, cuya presencia fue demostrada por la

tincién con Sudan Black B.

Los basoéfilos (Figura 68) son redondos, y contienen un denso nucleo de
color azul violeta, generalmente excéntrico, que presenta la cromatina
condensada. El citoplasma mostr6 numerosos granulos grandes basdfilos que a
menudo oscurecen el nucleo. Cuando fue visible el nacleo de la célula, éste se
encontraba excéntrico y no lobulado. Los baséfilos fueron negativos para todas

las pruebas citoquimicas ensayadas (Figura 68 y Tabla 20).

May-Grinwald | Acido Peryédico Washburn Sudan Black B
Giemsa Schiff (PAS) (Px) (SBB)

Basofilos

Figura 68. Patréon de tinciébn de los basoéfilos que componen la sangre periférica de Caiman
latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald
Giemsa y en la imagen se observa que el citoplasma presenta numerosos granulos grandes y
basoéfilos que a menudo oscurecen el ndcleo. Los basofilos fueron negativos para la
determinacion de carbohidratos, peroxidasa y lipidos.

Los monocitos se presentaron como el elemento mas grande de los
leucocitos en C. latirostris (Tabla 19), variando desde la forma redonda a
ameboide (Figura 69). El nlcleo excéntrico presentd formas variables, desde
redondas u ovales a lobuladas. La cromatina nuclear se condensa en menor
grado, que en los nucleos de los linfocitos. El citoplasma, abundante y basofilo,
puede contener vacuolas brillantes y mostrar numerosas proyecciones
citoplasmaticas. Los monocitos fueron negativos para el PAS, SBB y Px (Figura
69 y Tabla 20).
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Figura 69. Patrén de tincidon de los monocitos que componen la sangre periférica en Caiman
latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald
Giemsa. Los carbohidratos se tifieron con PAS, peroxidasa se demostr6 por el método de
Washburn, y la presencia de lipidos fue demostrada por la tincion con Sudan Black B. Se utilizd

sangre humana para el control positivo de cada citoquimica.

Los trombocitos (Figura 70) se observan como células nucleadas de
forma ovalada a eliptica. El ndcleo, también de forma oval, se encuentra
generalmente en posicion central, tefiido de color azul-violeta intenso y con su
cromatina condensada. El escaso citoplasma se encuentra acumulado en los dos
polos de la célula oval. Cuando la célula adquiere forma redonda, el citoplasma
forma un halo delgado alrededor del nucleo, lo que dificulta la distincién entre

trombocitos y linfocitos.

May-Griinwald | Acido Peryédico Washburn Sudan Black B
Giemsa de Schiff (PAS) (Px) (SBB)

Figura 70. Patrén de tincion de los trombocitos que componen la sangre periférica de Caiman

Trombocitos

latirostris. Las caracteristicas generales fueron descritas mediante el uso de May-Grinwald
Giemsa en la imagen se puede observar la disposicion en los polos del citoplasma. El citoplasma
present6 positividad para los carbohidratos, adquiriendo la coloracién rojiza caracteristica de las
células PAS positivas. Fueron negativas las citoquimicas para determinacion de peroxidasa (PX) y
lipidos (SBB).
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Si bien los trombocitos se observaron principalmente aislados, se
encontraron pequefos grupos (clusters) de trombocitos multicelulares en frotis de

sangre periférica tefiidos con May-Grinwald Giemsa (Figura 71).

Figura 71. Clusters de trombocitos. En algunos frotis de sangre periférica de C. latirostris
se pudo observar grupos de trombocitos (cluster). En el inset se pueden observar a mayor

aumento la agrupacién de los trombocitos.

En la Tabla 20 se resumen los resultados obtenidos de la caracterizacion
citoquimica de la sangre periférica de C. latirostris criados en condiciones

controladas.
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Tabla 20. Caracterizacién citoquimica de las células de sangre periférica de

Caiman latirostris juveniles criados en condiciones controladas.

Tincion
Célula PAS SBB Px

Eritrocito - - +
Heterofilo + + +
Linfocito - - -
Eosindfilo + * +
Basofilo - - -
Monocito - - -
Trombocito + - -

PAS: Periodic Acid-Schiff; SBB: Sudan Black B; Px: peroxidasa,
(+):positivo intenso, (£):débilmente positivo, (-): negativo,

(a) los animales fueron criados en condiciones controladas

Como se muestra en las Figuras 61 a 71 y en la Tabla 20, las tinciones
citoquimicas son una herramienta Util para profundizar en la caracterizacion de la
morfologia celular y permite establecer la localizacién topogréafica de diferentes
sustancias (lipidos, carbohidratos, etc). A partir de los resultados de las diferentes
tinciones podemos distinguir con mayor precisién, mediante una tincién con PAS,

los trombocitos positivos, de los linfocitos negativos

En la Tabla 21 se presentan los valores determinados de diametro, area 'y
perimetro para cada poblacion celular de sangre periférica.
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Tabla 21. Dimensiones de las células de sangre periférica en caimanes juveniles
criados en condiciones controladas.

Eritrocito | Linfocito Monocito}Heteréﬂlo Eosindfilo | Basdfilo | Trombocito
VWe 1 A
17,3 7.6 13,9 13,7 14,9 12,3
?":'n‘; + + + + + +
H 1,4 0,9 1,6 1,7 1,7 1.1
5.0 5,8 8,2 7.3 7.8 8,1
?":'n'; + + + + + s/d +
H 0,6 0,6 1,5 1,8 1,1 0,9
A 133,6 52,6 169,4 157,2 119,3 130,2 60,4
( ﬁ?) - - - + + + +
H 21,8 14,3 31,2 18,0 19,3 20,4 9,4
Perimetro| 445 26,4 48,5 45,8 39,6 41,6 33,2
() + + + + . + +
H 4,0 39 5.2 2.7 3,2 3.7 31

Se cuantificaron un total de 100 células en frotis de sangre periférica tefiidos con May-Grinwald
Giemsa. Los valores expresan la media + SEM. DMC: Diametro maximo del citoplasma; DMN:
Diametro méaximo del nlcleo; Area y Perimetro de la célula; (s/d): sin determinacion, debido a que

los granulos enmascaran el nacleo.

4.8.3- E2'Y ATZ provocan alteraciones en el niumero de GR y GB.
En base a estos valores de referencia, evaluamos el efecto de E2 y de los

compuestos agroindustriales utilizados en este experimento.

Para la clase 125-900g, los animales tratados con E; (1,4ppm),
presentaron una disminucion en el valor del hematocrito con respecto a los
animales controles, criados bajo las mismas condiciones. (Figura 72C). Los
compuestos agroindustriales en las dosis usadas no causaron alteraciones en los
valores de globulos rojos, blancos, hematocrito y hemoglobina con respecto a las

establecidas para los animales controles dentro de esta clase.

Para los animales tratados cuyos pesos corporales se encontraban entre

901-3100g, pudimos observar que aquellos animales tratados con ATZ
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presentaron una disminucion de leucocitos (Figura 73A), mientras que los
animales tratados con E, (1,4ppm) presentaron niveles disminuidos de eritrocitos
y hematocrito (Figura 73B, C).
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Figura 72. Efecto de los compuestos agroindustriales sobre las variables hematol6gicas en
yacarés overos cuyos pesos corporales se encontraban entre 125-900g. Los tratamientos no
afectaron el ndmero de leucocitos (A), eritrocitos (B) y contenido de hemoglobina (D). El
porcentaje de hematocrito (C) fue disminuido en los animales tratados con E2 1,4ppm con
respecto a los controles (Mann Whitney p= 0,0368).
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Figura 73. Efecto de los compuestos agroindustriales sobre las variables hematoldgicas en
yacarés overos cuyos pesos corporales se encontraban entre 901-3100g. A- Los yacarés overos
topicados con ATZ 0,2ppm presentaron disminuidos los valores de leucocitos (Mann Whitney p=
0,0113), el resto de los tratamientos no afecté este recuento. B-El nimero de eritrocitos se
encontré disminuido en los animales tratados con E2 1,4ppm (Mann Whitney p= 0,0040),
asociado a esta disminucién de eritrocitos, estos caimanes presentaron disminucién en el
hematocrito (C-Mann Whitney p= 0,0044).La ATZ, END, BPA no afectaron los valores de

eritrocitos y hematocrito. D-La hemoglobina no fue afectada por los tratamientos aplicados.

4.8.4- Inmunidad innata humoral.

Se evalud la inmunidad innata humoral en sueros de caimanes
mediante el método descripto por Merchant y col., (2006) que se basa en la lisis
mediada por complemento, de eritrocitos de oveja (SRBCs).

Previo a la utilizacion de las muestras de yacaré overo, se establecieron
las condiciones del ensayo. Como resultado de los ensayos de optimizacion,
pudimos establecer que los parametros Optimos para el ensayo de inmunidad
innata humoral para C. latirostris son 20 minutos de reaccion a 37°C con una

solucion al 40% de suero de yacaré overo en solucién fisiolégica.
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La inmunidad innata humoral se evalu6 inicialmente en 14 caimanes
controles (8 machos y 6 hembras) de 12 y 24 meses de edad, cuyos pesos
corporales van desde 771 g a 3160 g. Como se muestra en la Figura 74, la
actividad hemolitica de los sueros de los caimanes no fue influenciada por el
género. Las hembras controles mostraron un 56,5% de hemodlisis maxima (Tabla
22), mientras que los machos un 48,5% de actividad maxima, Dado que no se
encontraron diferencias entre machos y hembras controles, una mezcla de sueros
de ambos sexos se utilizd para calcular el valor de CH50. El valor extrapolado de
la CH50 fue de 7,1%.
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Figura 74, Inmunidad innata humoral en caimanes juveniles. La inmunidad
innata humoral fue evaluada por la actividad hemolitica del suero de C.
latirostris, y no se observaron diferencias entre machos y hembras. (N)
representa el nimero de animales por grupo. Letras diferentes indican
diferencias significativas respecto del control (test: Mann Whitney, p <0,05).

Luego de establecer los porcentajes de hemdlisis para los animales
controles se procedio a realizar los ensayos con los sueros de los animales
sometidos a los diferentes tratamientos in ovo. No se encontraron alteraciones
(Figura 75) en los porcentajes de hemodlisis de los animales tratados con los

diferentes contaminantes evaluados en este experimento (Tabla 22)



Tabla 22. Evaluacion de la inmunidad innata humoral en yacarés overos juveniles

criados en condiciones controladas.
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Machos™” Hembras™” Machos + Hembras™
Control 48,4 £ 42,9 56,5 £ 45,2 51,9+424
ATZ 0,2ppm 543+39,2 | 66,1%262 60,6 + 32,2
END 20ppm 48,7 £ 38,0 58,6 +40,4 53,2 + 37,8
BPA 1,4ppm 332+37,4 | 805%339 58,4 + 42,0
E2 0,014ppm 77333 | 898178 83,6+ 13,3
E2 1,4ppm s/d 40,7 £ 46,6 43,9 £ 49,0

" Los valores representan el % del valor establecido con el control de 100% de hemdlisis y fueron
expresados como Media + SD, (s/d) sin datos.
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Figura 75. Actividad inmune innata. Porcentaje de hemdlisis para los diferentes
tratamientos aplicados in ovo.

4.8.5- Quimica de la sangre.
En las muestras de suero se determinaron los niveles séricos de analitos

clinicos para el grupo control y cada uno de los grupos correspondientes a los
diferentes tratamientos in ovo (Tabla 23).
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Tabla 23. Niveles séricos de analitos clinicos y enzimas en animales controles o
expuestos in ovo a ATZ, END, BPA o E2 (Peso corporal: 901-3100g).

ATZ END BPA E2
Control
0,2ppm | 20ppm | 1,4ppm | 0,014ppm
Analitos clinicos n=9 n=19 n=20 n=19 n=6
Media + Rango Media Media Media Media +
SEM 9 SEM SEM SEM SEM
1,24 + 0,78- 1,41 + 1,31 1,29 =
+
Glucosa (g/L) 0,07 1,51 0,16 0,14 014 | 104005
Proteinas totales -
4,76 £ 4,24 537+ 5,37 563+ 5.03+0.18
(g/dL) 0,12 5,26 0,48 0,48 0,44
.. 2,38 = 2,07- 2,43 £ 2,25+ 2,55+
Albdmina (g/dL) 0.05 262 0.11 0.15 011 2,49 £ 0,06
. 2,38+ 2,10- 2,94 + 3,12 + 3,08 +
+
Globulinas (g/dL) 0,08 275 0.38 0,47 0.35 2,55+0,13
Acido Urico -
3,63+ 2,37 3,18 £ 3,20 £ 3,47 476 + 0,53
(mg/dL) 0,49 6,59 0,23 0,30 0,38
- 0,41 0,20- 0,46 0,40 £ 0,41+
+
Creatinina (mg/dL) 0,05 0,62 0,04 0,04 0,03 0,44 + 0,06
- . 0,11 0,10- 0,16 0,15 + 0,13
+
Bilirrubina (mg/dL) 0,01 0.16 0,03 0,03 0,03 0,11+ 0,01
Colesterol (mg/dL) 159,40 £ 118,00- | 139,50+ | 135,30+ | 141,80 170,20 =
9 11,50 217,00 9,62 9,84 7,80 19,60
Triglicéridos 15,25+ 8,00- 154,50 + | 161,00 £ 158,80+ 12,67 £
(mg/dL) 1,36 19,00 59,65 51,47 46,58 1,90
Urea (g/L) 0,02 = 0,01- 0,03 = 0,02 = 0,02 + 0,03 =
9 0,002 0,03 0,003 0,002 0,001 0,002
Enzimas
Fosfatasa alcalina 25,44 + 17,40- 28,44+ | 40,07 31,95 + 35,68 +
(mU/mL) 1,94 35,00 3,12 8,30 3,48 4,28
Alanina
aminotransferasa 69,44 + 45,00- 76,68 £ 73,75 74,00 £ 87,33 ¢
6,28 97,00 7,10 +7,30 4,05 8,11
(IU/L)
Aspartato
aminotransferasa 116,20 £ 73,00- 169,60+ | 175,20+ | 178,60 102,50 +
9,51 168,00 20,76 24,30 21,13 10,91
(IU/L)
Lactato 569,00-
dehidrogenasa 1085,00 £ 18810 1053,00 | 1041,00 | 1300,00 % 965,50 +
156,00 ' ' +155,70 | +£133,80 119,30 112,00
(IU/L) 0
o 1,487,0-
Creatinkinasa 4213,00 = 10290 2514,00 | 3952,0 £ 5234,00 2114,00 £
(IU/L) 970,30 ’00 " | £+354,30 | 1036,00 | +1108,00 243,60

test: Mann Whitney, p <0,05
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Como se puede observar en la Tabla 23, los niveles séricos de glucosa,
urea, colesterol, acido urico, triglicéridos, creatinina, bilirrubina total, proteinas
totales, albumina y las globulinas y la actividad sérica de las enzimas fosfatasa
alcalina, alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),
lactato deshidrogenasa (LDH), la creatina quinasa (CK) no fueron modificados por
la exposicion in ovo a ATZ, END, BPA o E2 (test: Mann Whitney, p <0,05), siendo
similares a los valores obtenidos para las muestras de los animales del grupo
control. Se observa una clara desviacion de los valores de la media en los grupos
tratados hacia la derecha, como en el caso de la aspartato aminotransferasa. Es

evidente una alteracion de la funcionalidad hepatica y via biliar.



DISCUSION
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Una vasta cantidad de compuestos clasificados como PEs con actividad
estrogénica y/o antiandrogénica han sido liberados al ambiente en las ultimas
décadas, principalmente bajo la forma de pesticidas de uso agricola y quimicos
industriales (Danzo, 1998, Hayes y col., 2002, 2006, 2010). La mayoria de
estos compuestos entran en contacto con los sistemas acuaticos, ya sea por
aspersion directa o por lavado pluvial de los campos sembrados en el caso de
los pesticidas, o por volcado directo de efluentes en el caso de los compuestos
quimicos industriales. En los ultimos afios, ha habido un incremento en las
evidencias de perturbaciones endocrinas en animales silvestres (Bustnes y col.,
2006; Keithmaleesatti y col., 2007; Cesh y col., 2010; Piazza y col., 2010; Zhou
y col., 2011). A nivel local, se han realizado monitoreos de los niveles de
compuestos organoclorados (COCs) en sedimentos y en algunos niveles
tréficos de los ambientes costeros del sudoeste de Buenos Aires. Los
sedimentos mostraron una contaminacién de tipo estacional con elevadas
concentraciones de COCs luego de lluvias y en los periodos de siembra
(Menone y col., 2000, 2001 y 2006; Sagrario y col., 2002; Arias y col., 2011).
Otros trabajos realizados también en el ambito local han demostrado la
contaminacion con OCPs en aves y anfibios del centro-oeste de Argentina (Cid
y col., 2007, Jofre y col.,, 2008). Estos antecedentes ponen de relieve la
necesidad del desarrollo de sistemas indicadores que valoren el riesgo de las
poblaciones en contacto con PEs, permitiendo obtener sefales de alerta sobre
los posibles efectos nocivos en los ecosistemas. Estas sefiales de alerta serian
tiles no solo para la fauna silvestre, sino también para la poblacion humana.
En este sentido, nuestro propio grupo de investigacibn ha demostrado la
presencia de elevadas concentraciones de residuos de COCs en el tejido
adiposo del seno de mujeres de una zona urbana adyacente al sistema fluvial
Parana (Argentina). Estos niveles de COCs se asociaron al consumo de grasa

vacuna y peces de agua dulce (Muioz-de-Toro y col., 2006).

Los diversos organismos presentes en los ecosistemas acuaticos son
potenciales organismos centinela. En este contexto, la seleccion y validacion
de biomarcadores en especies animales potencialmente Utiles como centinelas
es una estrategia valida para el disefio de sistemas que permitan evaluar los

efectos de la contaminacion ambiental por PE sobre la salud humana y del
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ecosistema (Crews y col., 2000; Rey y col., 2006; Hayes y col., 2010). El
yacaré overo, Caiman latirostris, es una de las dos especies de caimanes
argentinos y esta ampliamente distribuido en el noreste de nuestro pais
(Yanoski, 1990; Larriera, 1995). La investigacion de los efectos de los PE en
esta especie tiene especial interés ya que presenta aptitudes ecoldgicas y
fisiolégicas particulares que permiten considerarlo un potencial centinela de
contaminacion ambiental. En el desarrollo de la presente tesis se estudiaron
distintos procesos fisiologicos del yacaré overo y diversos parametros
asociados, con el objetivo de evaluar su utilidad como biomarcadores de
contaminacion por exposicion natural o experimental a diversos PEs presentes
en el ambiente. Algunas de estas respuestas selectivas podrian ser Utiles en
sistemas de advertencia temprana y proveer indicios de potenciales efectos de

los contaminantes sobre el ecosistema.

Exposicidén Natural.

Nuestro primer objetivo fue evaluar la situacion en la naturaleza,
concretamente en el ambiente que rodea a C. latirostris, nuestra especie
propuesta como centinela. En esta primera parte, a la que denominamos
Exposicion Natural, nos propusimos determinar a cuales compuestos estaba
expuesto C. latirostris en su habitat natural y la posible asociacién entre los
niveles de COCs presentes en los huevos y diversas variables ecoldgicas,

caracteristicas del huevo, de la cascara y éxito reproductivo.

Los niveles de COCs en el contenido de los huevos son un valioso
indicador de la contaminacion de sus respectivos ecosistemas. En huevos no
viables de Crocodylus moreletii provenientes de una laguna cercana a un rio en
Belice, Wu y col. (2000) determinaron que los principales contaminantes eran
p,p-DDE y metoxicloro. En este trabajo los autores también detectaron lindano,
aldrin, metoxicloro, epoxido de heptacloro y p,p-DDT en los sedimentos de la
laguna. Este grupo de investigadores, en el aflo 2006, detectd nuevamente
residuos de COCs en huevos de Crocodylus moreletii en el mismo lugar, pero
con predominio de p,p-DDT, p,p-DDD, metoxicloro, aldrin y endosulfan I. Para

cotejar los niveles de contaminacion entre tres regiones [Isla Los Osos, Bahia
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Winyah (Carolina del Sur, USA) y Refugio Rockefeller (Louisiana, USA)], Cobb
y col. (2002) utilizaron la concentracion de PCBs en huevos de Alligator
mississipiensis. En la Bahia Winyah los autores pudieron determinar una
elevada concentracion de PCBs en los huevos de A. mississipiensis (3.176
ng/g), mientras que las concentraciones medias de PCBs en los huevos de la
Isla de los Osos fueron menores y similares a las halladas en el Refugio de
Vida Silvestre Rockefeller (333 ng/g y 218 ng/g, respectivamente). Los
sistemas de salud ya habian alertado sobre la contaminacién por hidrocarburos
clorados en la cadena tréfica y sedimentos en la Bahia Winyah desde el afio
1993. Teniendo en cuenta estos trabajos, podemos afirmar que los niveles de
COCs en huevos son una herramienta valiosa para caracterizar el grado de
contaminacion de una region y para establecer comparaciones entre distintas

regiones cuando se utilizan pardmetros reproducibles entre las mismas.

Por otro lado, Rauschenberger y col. (2004) comprobaron que los OCPs
son transferidos por la madre durante el desarrollo del huevo: huevos de A.
mississipiensis producidos por hembras contaminadas poseen mayores
concentraciones de OCPs (12,814 + 813 ng/g) que los producidos por hembras
no contaminadas (38 + 4 ng/g). En nuestro trabajo determinamos la identidad y
concentracion de COCs en huevos de C. latirostris por cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masa. Esta cuantificacion de COCs se realiz6 en
el contenido de huevos sin embrién, recolectados dentro de las 48 hs de su
postura. Por lo tanto, consideramos que los COCs detectados en estos huevos
llegan a los mismos por transferencia materna. De esta manera, los niveles de
COCs serian un reflejo de la contaminacién de la madre por la exposicién al

ambiente y su posterior bioacumulacién.

En primer lugar, pudimos establecer que el pesticida endosulfan solo se
hall6 presente en nidos provenientes de la zona de Entre Rios. Generalmente
se utiliza el mismo pesticida para maiz, soja, trigo, girasol y sorgo, lo que
explica el elevado uso de END en una zona donde se acostumbra realizar la
practica de rotacion de cultivos. Por otro lado, observamos que el oxiclordano y
los compuestos de la familia del DDT fueron los compuestos COCs hallados en

mayor concentracion y frecuencia en los nidos de las tres regiones de muestreo
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(Santa Fe, Entre Rios y Chaco). Dentro de la familia de compuestos del DDT,
el més abundante fue el DDE. La prevalencia del DDE vy el oxiclordano puede
deberse a que son los metabolitos mas persistentes del DDT y clordano,
respectivamente. Con respecto a la provincia de Chaco, debemos decir que es
una provincia que se inicié en el comercio del tanino y que luego fomento el
desarrollo algodonero, adoptando en una economia algodonera alrededor de
1916 hasta la actualidad. Debido a esta actividad agropecuaria, desde 1940 a
1970 se utilizo6 DDT como principal insecticida para combatir las plagas del
algodon. En Argentina, el uso del clordano y DDT en el ganado fue prohibido
en 1968 y 1969, respectivamente (SENASA - www.senasa.gov.ar). Sin
embargo, si bien estas restricciones fueron aplicadas para su uso en la
ganaderia y agricultura, estos compuestos seguian siendo detectados en
insecticidas de uso doméstico, principalmente en aquellos destinados a
exterminar termitas, alacranes, hormigas, arafas, etc. Por lo tanto, en el afio
1998 se prohibié totalmente el uso de este compuesto y sus derivados en
nuestro pais (ANMAT - www.anmat.gov.ar ANMAT 7292/98). Esta problematica
ambiental debido a la persistencia de compuestos de DDT también fue
observada en otros paises. Si bien fue prohibido en Estados Unidos en 1972,
DDT posee una vida media ambiental de alrededor de 100 afios (Gilbert, 2006),
por lo que DDT y DDE han sido asociados a diversos problemas ambientales,
tales como la disminucion de la poblacion de aligatores en Florida, la
feminizacion de peces en Lake Superior, el incremento de cancer de mamay la
declinacién a nivel mundial del recuento de espermatozoides en la poblacion
humana (Carlseny col., 1992; Keiding y Skakkebaek 1993; Stone, 1994; Swan
y col., 1997). En el mismo sentido, Guillette y col (1994); Matter y col., 1998)
han vinculado el derrame de contaminantes en el Lago Apopka, entre los que
se incluian DDT, DDE y numerosos PCBs, a una reduccion del 90% en la tasa
de nacimientos de aligatores y del tamafio del pene en los ejemplares machos
juveniles (Gilbert, 2006).

En trabajos publicados en los dltimos afios se pone de relieve la
deteccién de DDT en diferentes tejidos de diversas especies. Ondarza y col.
(2011) detectaron DDT y sus metabolitos en trucha arco iris (Oncorhynchus

mykiss) luego de un episodio donde se produjeron inundaciones en la cuenca
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del Rio Negro en la Patagonia Argentina. Cabe destacar que el endosulfan
mostro las diferencias maximas, de hasta 43 veces en los peces pre y post-
inundacién. Jofré y col. (2008) en anfibios adultos de diferentes especies
(Chaunus arenarun; Leptodactylus mystacinus; Hypsiboas cordobae;
Odontophrynus occidentalis; Melanophryniscus stelzneri y Pleurodema
tucumanum) que habitaban depoésitos artificiales de agua en la provincia de
San Luis (Embalse Las Flores), determinaron diferentes concentraciones de
pesticidas organoclorados entre ellos el DDT, endosulfan, clordano, aldrin, etc,
sugiriendo que los anuros pueden concentrar COCs y por lo tanto son una
fuente importante de exposicién para sus depredadores. Estos antecedentes
recientes nos indican que se siguen utilizando estos compuestos y que su

deteccidn no solo se da en especies longevas como el yacaré overo.

Nuestros datos, sumados a los de otros autores (de Solla y col., 2008;
Rasuchemberger y col., 2007) nos permiten proponer a los niveles de COCs
presentes en los huevos de yacaré overo como monitores/biomarcadores de la
presencia de contaminantes en el habitat del yacaré overo. Basandonos en que
se ha demostrado que la madre transfiere los contaminantes a los huevos
durante su desarrollo, y que posee las caracteristicas de bioacumular los
contaminantes, ser fiel a su habitat y no migrar, podemos considerar que los
niveles de COCs detectados son un reflejo de la contaminacion historica de la
region evaluada. Por lo tanto, los mayores contaminantes en las regiones
estudiadas de Santa Fe, Chaco y Entre Rios son el oxiclordano y los
pertenecientes a la familia del DDT, mientras que el Endosulfan seria un

contaminante caracteristico de la zona estudiada en Entre Rios.

Diversos autores asocian la presencia de COCs con un aumento de la
mortalidad embrionaria y problemas en la reproduccién en distintas especies
(Colborn y Clements, 1992; Rauschemberger y col., 2007; De Solla y col.,
2008; Guillette y Edwards, 2008; Monje y col., 2009). En este sentido, varias
especies de aves rapaces que se alimentan fundamentalmente de peces estan
en peligro debido a la acumulacién de altos niveles de DDE, DDT, PCB,
dioxinas y metil-mercurio, en particular en los huevos. La exposicidn a estos

contaminantes ambientales podria llevar a la produccion reducida de huevos,
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adelgazamiento de la cascara, disminucién de la fertilidad, malformaciones y
disminucién de la supervivencia de las crias (Lundholm, 1997). De hecho,
Gormley y Teather, (2003) encontraron una disminucion en la produccion de
huevos con demoras en la eclosion y en la madurez sexual en hembras de
Oryzias latipes (pez medaca) cuando fueron expuestas in ovo durante 24 horas
a diferentes concentraciones de endosulfan en el agua de la pecera (0,01; 0,10
y 1 ug/l). En nuestro trabajo hallamos una correlacion negativa entre el nimero
de huevos por nido y el contenido de OCPs. Por otro lado, Rauschemberger y
col. (2004) demostraron que los huevos de hembras de A. mississipiensis
expuestas a OCPs tuvieron una menor viabilidad (13 = 22%) que los controles
(45 £ 20%). Por el contrario, nosotros no encontramos asociacion entre los
niveles detectados de COCs y alteraciones en el porcentaje de eclosion ni de
supervivencia a los 10 dias de vida. Esta falta de asociacién directa entre la
presencia de contaminantes y una menor sobrevida también fue observada por
Heinz y col. (1991), quienes evaluaron el porcentaje de eclosion de los nidos y
los niveles de pesticidas organoclorados y PCBs en huevos de Alligator
mississippiensis provenientes de los lagos Apopka, Griffin, y Okeechobee en
Florida (EEUU). En coincidencia con nuestros resultados, estos autores no
encontraron evidencias de una asociacion directa entre la contaminacion con

POCs o PCBs y un porcentaje de supervivencia reducido.

La poblacion humana también esta expuesta a este tipo de
contaminantes ambientales (Mufioz-de-Toro y col.,, 2006). En el afio 2001,
Oliva y col. observaron que la exposicion a diversos pesticidas y/o solventes de
una poblacion de hombres del sur del Litoral de Argentina esta
significativamente asociada con parametros de fertilidad alterados o por debajo
de los valores normales (criptorquidia, hipospadia, tumores testiculares, menor
produccion de esperma, etc). También se ha demostrado la asociacion entre el
desarrollo de criptorquidismo infantil y niveles detectables en la leche materna
de 27 COCs diferentes, entre ellos el endosulfan, el oxiclordano y compuestos
de la familia del DDT (Damgaard y col., 2006). En base a los antecedentes
descriptos y a nuestros resultados, podemos proponer que la medicion de

COCs y pesticidas en el contenido de los huevos de C. latirostris seria util para
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una detecciébn temprana de potenciales amenazas a la salud de los

ecosistemas y de la poblacion humana.

Por otro lado, la exposicibon a COCs es capaz de alterar tanto la
densidad de poros como el grosor de la cdscara de los huevos, siendo la
formacion de la cascara también una etapa materna. En huevos de patos (Anas
platyrhynchos domesticus) alimentados diariamente o0 3 veces por semana con
Lindano (20 mg/kg) durante ocho semanas, se comprobd un adelgazamiento
del grosor de la cascara y una reduccion en la densidad de poros (Chakravarty
y Lahiri, 1986). En el presente trabajo pudimos establecer una asociacion
negativa entre la densidad de poros y la concentracion de COCs, de manera
gue a medida que aumenta la concentracion de COCs disminuye el nimero de
poros por cm? de cascara. Teniendo en cuenta que el oxigeno ingresa por
difusion desde el medio ambiente que rodea al huevo, una disminucion del
niimero de poros/cm? podria comprometer el intercambio gaseoso y afectar la
viabilidad del embrion (Ar y Rahn, 1985; Reizis y col., 2005). En este sentido,
en cocodrilos se ha demostrado que la porosidad de la cascara de los huevos
esta relacionada con la viabilidad fetal (Wink y col., 1990). De hecho, nosotros
también pudimos observar que, la menor densidad de poros de los huevos
estuvo asociada a un menor porcentaje de supervivencia de las crias a los 10
dias de vida, demostrando una menor viabilidad postnatal. Como mencionamos
antes, la disminucion en el ndmero de poros estuvo asociada con un
incremento en la concentraciéon de COCs en los huevos de C. latirostris. Por lo
tanto, estos resultados nos permiten proponer un efecto deletéreo indirecto de
los COCs sobre la supervivencia postnatal temprana, mediado por una
disminucién en la densidad de poros de la cascara de los huevos. En cuanto al
grosor de la cascara, pudimos determinar que el grosor de la misma es similar
entre las diferentes porciones del huevo, coincidiendo con los resultados
obtenidos por Morales-Arango y col. (2007) en cascaras de huevo de
Crocodylus intermedius. Sin embargo, el grosor de la cascara permanecio
inalterado al aumentar la concentracion de COCs. Es probable que los niveles
de COCs que detectamos en los huevos estén por debajo de la cantidad
minima necesaria para provocar una reduccion en el grosor de las mismas
(Chakravarty y Lahiri, 1986; Clark y col., 2001).
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En resumen, nuestros resultados muestran que una alta concentraciéon
de COCs en huevos se asocia con una menor capacidad reproductiva (menor
namero de huevos y menor porosidad en la cascara de los huevos) y como

consecuencia menor sobrevida de los neonatos.

Exposicidén experimental

En una segunda etapa del trabajo de tesis, que denominamos
Exposicion Experimental, buscamos conocer los efectos de la exposicion in ovo
a concentraciones conocidas de algunos PEs sobre distintos parametros de
crecimiento del yacaré overo, caracteristicas dimorficas (morfometria genitales
externos y caracteristicas craneofaciales) y los perfiles hematoldgico,
bioquimico e inmunolégico innato, con el fin de identificar y sugerir

biomarcadores de efecto por exposicion a PEs.

Diversos antecedentes sugieren al phallus como un 6rgano sensible a
contaminantes en crocodilidos. Guillette y col. (1996) observaron una
disminucién del 24% en el phallus de machos juveniles de Alligator
mississippiensis que habitan el lago Apopka (lago contaminado) con respecto a
los aligatores de similar tamafio que habitan el lago Woodruff (lago
perteneciente a una reserva de vida silvestre). Esta disminucion en el phallus
esta asociada a una reduccién de un 70% de la testosterona plasmatica y a

tubulos seminiferos pobremente organizados.

Sin embargo, considerando que es un érgano asimétrico, para poder
establecer si el phallus es un posible biomarcador/bioindicador de exposicién a
contaminantes, es necesario evaluar con precision la morfometria del mismo.
Teniendo en cuenta esto, utilizamos tres variables que representan su
morfologia: largo del phallus, ancho y alto de la cabeza del phallus. Por otro
lado, es necesario conocer de qué manera el crecimiento corporal influye en el
desarrollo de este organo. La relevancia de esta correlacion fue puesta en
evidencia cuando Guillete y col. (1999), utilizando los valores normalizados por
el peso para cuantificar las modificaciones del phallus, observaron que, las

diferencias entre los lagos contaminados y el control se hicieron mas claras.
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Esta asociacion entre el peso del animal y el tamafio del phallus también fue
observada en juveniles (peso corporal entre 2,5 y 4,7 kg) de Alligator
mississippiensis por Moore y col. (2012). Para establecer la asociacion del
tamafo del phallus con el tamafio corporal, se evaluaron las correlaciones con
las variables de crecimiento registradas a lo largo del experimento (peso, largo
total, longitud hocico-cloaca). De esta manera, pudimos determinar al peso del
animal como normalizador de todas las variables morfométricas evaluadas en
los machos, y para longitud y ancho del phallus de las hembras. Como el alto
de la cabeza del phallus de las hembras no present6 correlacién con ninguna
de las variables alométricas, se usaron los datos crudos para el analisis de esta
variable. Luego, al analizar si los tratamientos in ovo con PEs afectaban las
correlaciones entre el phallus y el peso corporal de los yacarés overos,
concluimos que los contaminantes ATZ, END, BPA o E2 no modificaron la

asociacion entre phallus y peso corporal del yacaré overo.

Varios autores han descripto dimorfismo sexual del phallus en
cocodrilidos, variando la edad a la cual este dimorfismo se manifiesta segun la
especie analizada. Allsteadt y Lang (1995) observaron un dimorfismo sexual
claramente distinguible en los genitales externos en aligatores a los 6 meses de
edad. Nufiez-Otafio y col. (2010) observaron diferencia en el ancho y alto de la
cabeza del phallus en C. latirostris recién eclosionados, siendo las medidas de
los machos mayores a las hembras, y no observaron diferencia en el largo del
phallus en esta edad. Moore y col. (2012) observaron dimorfismo sexual en el
largo del phallus en juveniles de Alligator mississippiensis. Para los ejemplares
de C.latirostris criados en las condiciones controladas de nuestro bioterio,
pudimos determinar que el largo del phallus y alto de la cabeza del phallus en
caimanes de 12, 18 y 24 meses de edad son diferentes entre machos y
hembras (dimorfismo sexual), mientras que no observamos dimorfismo en el

ancho de la cabeza del phallus.

También pudimos determinar que el largo del phallus de ejemplares
machos de 12 y 24 meses de edad, que fueron tratados in ovo con ATZ, END,
BPA o E2 bajo, es similar al de los controles. En cambio, el tratamiento in ovo

de las hembras con ATZ o END produjo una disminucion significativa del largo
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del phallus y del ancho de la cabeza del phallus con respecto a las hembras
controles. Por el contrario, las hembras topicadas con BPA o E2 no mostraron
cambios en el tamafio del phallus. Ademas, observamos que el dimorfismo
sexual del largo del phallus y el alto de la cabeza del phallus no es alterado por
ATZ, END, BPA o E2. En cambio, el ancho de la cabeza del phallus de las
hembras tratadas con ATZ o END presentd dimorfismo sexual, siendo menor
respecto al de los machos del mismo tratamiento. Este dimorfismo sexual no

esta presente en animales controles.

En una serie de trabajos, Guillette y col. (1996; 1999) describen la
feminizacion de aligatores macho juveniles habitantes de lagos contaminados
principalmente con compuestos organoclorados. Estos aligatores muestran una
disminucién del tamafio del phallus cuando son comparados con animales
provenientes de otro lago poco contaminado perteneciente a una reserva, el
cual fue tomado como sitio de referencia en su estudio. Efectos feminizantes
también fueron observados por Hayes y col. (2010) en sapos (Xenopus laevis)
tratados con Atrazina, en donde los machos mostraron una disminucion de la
concentracion de testosterona, demasculinizacion/feminizacion en el desarrollo
de la laringe, falta de comportamiento de apareamiento, reduccién de la
espermatogénesis y disminucién de la fertilidad. Incluso también existen
evidencias de disminucion del tamafio del pene en caracoles expuestos a 1y
100 pg/l de BPA durante su ciclo de vida; resultado que se lo asocia mas con la
actividad antiandrogénica del BPA que con la estrogénica (Soto y col., 1997;
Sohoni y Sumpter, 1998; Oehimann y col., 2000; Sultan y col., 2001). Tal como
ya mencionaramos, en las edades estudiadas, el phallus de los caimanes
macho no fue afectado por ninguno de los contaminantes a los que fueron
expuestos in ovo. En cambio observamos una reduccién del phallus en las
hembras. La discordancia entre nuestros resultados y las observaciones de
Guillette y col. (1996; 1999) y Moore y col. (2012) sobre el tamafio del phallus
en machos juveniles, podria deberse a que nuestros animales estuvieron
expuestos a los PE en un Unico momento -in ovo- durante el desarrollo
embrionario. Los aligatores estudiados por Guillette y col. y Moore y col., en
cambio, estuvieron expuestos de forma crénica a multiples contaminantes y no

sé6lo in ovo sino también durante la vida postnatal (Heinz y col., 1991; Guillette
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y col., 1996; 1999 a y b; Bargar y col., 1999). En cuanto a los resultados que
describimos para los ejemplares hembras de nuestro estudio, no encontramos
en la literatura cientifica indicios solidos del significado biolégico que pueda
tener en la biologia reproductiva de los caimanes la presencia de un phallus
reducido en las hembras. Sin embargo, consideramos que esto no invalida el
uso de este pardmetro como biomarcador de exposicion a ATZ o END en la
poblacion de caimanes. Estos resultados nos estarian indicando que el phallus
es un 6rgano blanco de ATZ y END y respaldan la utilizacion del phallus como
un marcador de contaminacion ambiental y como un potencial biomarcador

para la caracterizacién del yacaré overo como centinela de contaminacion.

Un resultado que consideramos interesante es que el largo del phallus
de las hembras obtenidas por DSH (huevos incubados a 33°C y topicados con
estradiol 1,4 ppm), es macroscopicamente similar al phallus de las hembras
obtenidas por DST (huevos incubados a 30°C). En trabajos previos hemos
descripto los cambios a nivel histologico que se dan en las génadas cuando se
obtienen caimanes hembras de huevos incubados a la temperatura de
obtencién de machos y expuestos a E2 1,4 ppm (Stoker y col, 2003). Los
resultados de la presente tesis muestran que el proceso de reversion sexual se
da también a nivel del desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias como
el tamafio y morfometria del phallus, lo que nos permite concluir que la
exposicién a 17-B estradiol en una dosis de 1,4 ppm es un factor determinante

del sexo que prevalece sobre la influencia de la temperatura.

En cuanto a las medidas craneofaciales no observamos diferencias entre
machos y hembras en los animales controles para las diez variables
analizadas, demostrando la ausencia de dimorfismo sexual en la morfometria
craneofacial en animales juveniles criados en las condiciones controladas de
nuestro bioterio. Pifla y col. (2007) observan dimorfismo sexual en C. latirostris
de 10 dias de edad, siendo las dimensiones craneofaciales de los machos
menor al de las hembras, mientras que Verdade, (2000) observa dimorfismo
sexual en caimanes overos adultos. En nuestro caso, la exposicion a ATZ
generd dimorfismo en el ancho minimo interorbital, el cual no fue observado

entre machos y hembras del grupo de animales controles. Las hembras
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expuestas a ATZ mostraron ademés una disminucién del ancho méaximo de las
narinas, de la base del hocico y craneal, presentando dimensiones semejantes
a los machos controles, mientras que en las que fueron tratadas con END
observamos una reduccion en el ancho minimo inter-orbital. La morfologia
craneofacial tiene un rol importante en el reconocimiento visual previo al
apareamiento que se da en la naturaleza, como parte del cortejo por el cual el
macho realiza la busqueda de una hembra. Esta idea fue utilizada por Verdade
(2000), al mostrar que la region superior craneofacial es diferente entre machos
y hembras: para identificar a una hembra el macho observa la regién de la
cabeza que queda al descubierto cuando los animales descansan en la
superficie del agua. Los resultados aqui presentados sugieren que las
alteraciones provocadas por ATZ o END podrian entorpecer el reconocimiento
visual de las hembras por parte de los machos en el agua. Ademas, en base a
lo antes expuesto podemos proponer al ancho minimo interorbital como un

biomarcador de efecto por contaminacién con ATZ o END.

Muchos factores influyen el hemograma de los reptiles. Cuando se
realiza la interpretacion del hemograma de un reptil, se deben tener en cuenta
una diversidad de factores tales como la estacion, condiciones ambientales,
sitio de extraccién, edad, género e incluso los métodos de laboratorio
utilizados. Los parametros hematologicos y quimicos de la sangre pueden
proporcionar informacion predictiva sobre la salud de los animales, el
diagnéstico de enfermedades y el monitoreo de la respuesta a una terapia
(Jacobson, 2007). En este sentido, la determinaciéon de rangos de referencia
son necesarios para ayudar a evaluar las causas de las enfermedades y los
riesgos a los que estan expuestos las poblaciones (Casal y Oros, 2007;
Oliveira-Janior y col.,, 2009). Aunque los parametros hematologicos y de
guimica sanguinea podrian ofrecer valiosas herramientas no invasivas de
diagnéstico del estado de salud, estos parametros pueden ser muy variables,
debido a la influencia de diversos factores intrinsecos y extrinsecos tales como
la calidad del medio acuatico, la ubicacion geografica, las variaciones
genéticas, madurez, sexo, estado de reproduccion y la dieta. Con el fin de

definir rangos de referencia que sean independientes de factores externos, se
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criaron yacarés overos en condiciones ambientales controladas de manera de

satisfacer las necesidades fisioldgicas asociadas al crecimiento corporal.

En una primera etapa nos propusimos establecer los valores de
referencia hematolégicos, inmunolégicos y de la quimica sanguinea, como asi
también, las dimensiones de las células sanguineas y su perfil citoquimico en
muestras de yacarés overos sanos a los cuales no se les administré ninguna
droga de estudio (grupo control). Ninguna de las variables estudiadas fue
diferente entre machos y hembras en los yacarés overos de nuestro estudio.
Observamos que la mayoria de las variables analizadas presentaban
solapamiento cuando eran clasificadas en funcion de la edad de los animales,
mientras que esta superposicion se minimizaba cuando eran clasificadas en
funcion de los valores de peso, longitud total (LT) y longitud hocico-cloaca
(SVL). Se propusieron entonces intervalos de referencia para dos grupos de
animales clasificados en base a rangos de peso corporal: 125-900g y 901-
3100g. Consideramos que esta clasificacion puede ser de mucha utilidad: al ser
criados en condiciones ambientales totalmente reguladas y controladas, los
intervalos de referencia propuestos pueden ser interpretados como una
referencia a valores “ideales” que los animales deberian mostrar segun su
desarrollo corporal. Esto puede ser aplicado incluso para estudios que utilicen
datos que provienen de la naturaleza, donde la edad de los animales salvajes
no puede ser determinada mientras que el peso corporal se puede obtener con

relativa facilidad.

Observamos una correlacion positiva entre el peso corporal y la
concentracion de hemoglobina, hematocrito, y nimero de gloébulos rojos. Estas
correlaciones concuerdan con publicaciones que describen la hematologia de
otros reptiles. Adultos de Crocodylus palustris tuvieron un mayor nimero de
glébulos rojos que los juveniles (Stacy y Whitaker, 2000). En tortugas se
describio una asociacion positiva entre el peso y el hematocrito (Stamper y col.,
2005). Es probable que estos incrementos asociados al crecimiento del animal
se traduzcan en una mayor capacidad de transporte de oxigeno que permitan,
a estos reptiles, bucear por periodos mas largos de tiempo. Sin embargo, en

términos comparativos, los reptiles tienen recuentos de RBC vy de
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concentracion de Hb menores que las de los mamiferos o aves (Hawkey y col.,
1991). Estos datos indicarian una mayor capacidad de transporte de oxigeno
en la sangre de aves y mamiferos comparada con la de animales ectotérmicos

tales como los reptiles (Jacobson, 2007).

Los leucocitos de los reptiles incluyen granulocitos (heterdfilos,
eosinofilos, basofilos) y células mononucleares (linfocitos, monocitos). Existe
una amplia variacion entre las diferentes especies tanto en tamafio celular
como en la morfologia de los granulos citoplasmaticos, y en el nucleo de los
granulocitos circulantes. En lineas generales, los linfocitos y monocitos
circulantes en la sangre periférica de reptiles se asemejan a los de los
mamiferos (Jacobson, 2007). Sin embargo, existe una elevada variabilidad de
los porcentajes de leucocitos entre las especies e incluso dentro de un mismo
género (Alleman y col., 1999). En el presente trabajo describimos con detalle la
morfologia de las distintas células sanguineas, las que mostraron
caracteristicas morfolégicas similares a las de otras especies de reptiles. En
cuanto a la abundancia relativa de las células de la linea blanca, observamos
que los linfocitos son los leucocitos mas numerosos en la sangre periférica de
C. latirostris juveniles. Esto es consistente con los datos reportados por el ISIS
(International Species Information System, 1999), que informa que los linfocitos
representan aproximadamente el 60% del total de glébulos blancos, pero difiere
de los resultados obtenidos en la mayoria de los quelonios y crocodilidos, que
describen a los heteréfilos como los leucocitos sanguineos mas observados
(Mateo y col., 1984; Stacy y Whitaker, 2000; Schoeb y col., 2002; Casal y col.,
2007). Otros investigadores describen a los linfocitos como la poblacién
predominante de células blancas (Mussart y col., 2006), quienes determinaron
que los linfocitos representaron alrededor del 75% del total de leucocitos en la
sangre periférica de una muestra mixta de subadultos de C. latirostris y C.
yacare, un valor sensiblemente mas alto que el de nuestro estudio. Una posible
explicacion para esta discrepancia es que, aunque las caracteristicas
morfoldgicas y ultra-estructurales del trombocito han sido claramente descriptas
(Glassman y col.,, 1981; Mateo y col., 1984; Leal de Moura y col.,, 1997,
Alleman y col.,, 1999; Casal y Oros, 2007), los informes de recuento de

trombocitos son poco frecuentes y hasta contradictorios, lo que podria deberse
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a la identificacion erronea de trombocitos como linfocitos. La principal causa de
estos desaciertos es la falta de un método directo y adecuado para el recuento
de trombocitos (Mateo y col., 1984), lo que obliga a deducir el recuento total de
trombocitos a partir de frotis de sangre entera (Oliveira-Junior y col., 2009).
Ademas, para C. latirostris no hay datos de recuento de trombocitos en la
literatura. En el presente estudio, el uso de una solucion modificada de Natt-
Herrick nos permitid conservar las diferencias morfolégicas entre linfocitos y
trombocitos y de esta manera pudimos contar directamente estas dos células
en la cAmara de Neubauer, obteniendo recuentos cuantitativos para cada una
de ellas. Los valores obtenidos de numero de trombocitos fueron similares a los
valores previamente publicados para cocodrilos americanos (Glassman y col.,
1981; Mateo y col., 1984).

A diferencia de los eritrocitos de los mamiferos, las RBCs de reptiles,
aves y anfibios poseen nucleo. Los RBCs nucleados son elipticos y mayores
que los RBCs no nucleados, siendo los de anfibios los mas grandes. En
general, los eritrocitos maduros de reptiles poseen un ndcleo oval, con una
cromatina densa y un citoplasma eosinofilico homogéneo. La caracterizacion
de procesos patoldgicos asociados con una morfologia anormal en los
eritrocitos es limitada en reptiles. La policromasia (mdultiples colores) evidencia
la presencia de RBCs inmaduros en frotis de sangre tefiidos. Esta condicion es
observada con relativa frecuencia en reptiles con anemias moderadas a
severas, y representa una respuesta regenerativa del organismo del animal
para retornar a su estado de homeostasis (Jacobson, 2007). En sangre
periférica de yacarés overos saludables describimos eritrocitos policromaticos,
los que se observaron en mayor porcentaje en los yacarés overos de menor
peso (125-900g) con respecto a los animales mas pesados (901-3100g): los
intervalos de referencia establecidos fueron 1,8-2,9% y 0,9-1,8% del recuento
de eritrocitos totales, respectivamente. En general, valores bajos de eritrocitos
inmaduros se consideran como normales para la mayoria de los reptiles,
siendo el grado de policromasia un buen indicador de la respuesta regenerativa
eritrocitica (Campbell, 2004).
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Las variaciones cuantitativas de los recuentos totales y relativos de los
leucocitos y sus alteraciones morfologicas, se pueden relacionar con procesos
inflamatorios, neoplasias, malnutricion y estados de estrés (Campbel, 2004,
Barni y col., 2007). Los animales que fueron expuestos in ovo a E2 1,4 ppm
mostraron un hematocrito reducido en ambos rangos de peso, resultando en un
recuento de GR totales menor so6lo en los animales mas grandes (grupo de
901-3100g). Las alteraciones halladas en ambas variables hematologicas
(hematocrito y recuento de GR), sugieren un sindrome anémico en los
animales expuestos in ovo a E2. Si bien la causa primaria de anemia es una
eritropoyesis disminuida, existen varias patologias que pueden causar anemia
secundaria, entre las que se cuentan diabetes mellitus, hipo e hipertiroidismo, e
hipoadrenocorticismo (llamada enfermedad de Adison). Los niveles de
glucemia no son alterados por E2, sin embargo no podemos descartar una
disfuncion tiroidea o adrenal asociada en nuestro grupo de animales. Un
aspecto interesante es que una complicacion reconocida de hipotiroidismo en
humanos y animales es anemia de tipo no regenerativa, compatible con los
valores normales de eritrocitos inmaduros que observamos en el presente
trabajo (Weiss y Wardrop, 2010). Ademas, desde hace muchos afios se conoce
qgue la administracion de etinilestradiol provoca un cuadro de anemia leve en
roedores, asociado a un incremento en la susceptibilidad de los GR al dafio
oxidativo (Le Petit-Thevenin y col., 1991). Por otro lado, la topicacién in ovo con
ATZ provocé una reduccion en el numero de GB en los animales de mayor
peso, lo cual podria estar relacionado con el rol estrogénico sobre la
proliferacion y diferenciacion de la poblacién de leucocitos (Weiss y Wardrop,
2010).

Diversos factores han sido descriptos como causantes de variaciones en
el contenido de hemoglobina como también del nimero total de GR y de GB.
Entre ellos, se describen agentes virales, toxinas, estado nutricional,
temperatura ambiental y hasta periodos de hibernacion o de sequia. Para
nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se informa el efecto de un
estrogeno “puro” (como el estradiol) o de ATZ sobre los valores de

hemoglobina y de recuentos de células sanguineas.
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Encontramos similitudes y diferencias al comparar la actividad de
enzimas y niveles de carbohidratos, proteinas y lipidos de juveniles de C.
latirostris con los valores de otros cocodrilos sanos (Stacy y Whitaker, 2000;
Schoeb y col., 2002; Barboza y col., 2008). Los niveles de glucosa estan muy
influenciados por el periodo de ayuno. Los niveles de glucosa evaluados,
después de 24 horas de ayuno, fueron superiores a los de Stacy y Whitaker
(2000) en el que todos los animales se mantuvieron en ayunas al menos 48
horas antes de la extraccion de sangre. No se pudieron establecer
comparaciones en los niveles de glucosa con trabajos donde no se informa el
periodo de ayuno, o son animales de vida silvestre (Schoeb y col., 2002;
Barboza y col., 2008). Los bajos niveles de colesterol y triglicéridos detectados
podrian reflejar el bajo consumo de grasas como resultado de la dieta
suministrada en nuestro bioterio. Por otra parte, la cantidad de creatinina
producida se relaciona con la masa muscular, y la dieta tiene poca influencia.
De acuerdo con esto, los niveles de creatinina que se detectaron para C.
latirostris fueron similares a los reportados para los animales con en el mismo
rango de peso (Stacy y Whitaker, 2000) y mas bajos que los observados en
caimanes mas pesados (Barboza y col., 2008). Los valores detectados para las
enzimas relacionadas con el dafio hepatocelular se encontraron dentro de los
rangos reportados para otros cocodrilos sanos (Stacy y Whitaker, 2000). En el
presente trabajo, ninguno de los contaminantes evaluados ni E2 provocaron
alteraciones en los niveles de los analitos de quimica sanguinea. Si bien las
medias estadisticas no difieren significativamente, los valores de los animales
expuestos son superiores al limite superior de los controles. El aumento en las
enzimas hepato-biliares ponen en evidencia alteraciones de la funcionalidad
hepatica. Esto podria impactar negativamente en los mecanismos involucrados
en la eliminacion de hormonas esteroides, modificando su vida media, otro

modo de perturbacién enddcrina.

Ademas de la respuesta inmune celular, los cocodrilos han evolucionado
una respuesta inmune humoral amplia y de gran alcance (Merchant y col,
20064, b), por lo tanto, la inmunologia podria ofrecer valiosas herramientas de
diagnéstico y prondstico para examinar su estado de salud. En este estudio,

determinamos un valor de CH50 (concentracion a la cual se produce el 50% de
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hemodlisis), igual a 7,1% de suero. La CH50 es una medida de valoracion de la
funcion inmune innata y podria ser utilizada como referencia por las clinicas
veterinarias que participan en la practica con animales exoéticos, evaluando la

actividad relativa de una muestra de suero (Margni, 1980).



CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten afirmar que:

- Las tres areas geogréficas evaluadas presentaron similares niveles de
COCs y una gran diversidad de compuestos, siendo el oxiclordano y los
miembros de la familia del DDT los COCs hallados en mayor concentracion y
frecuencia. Estos resultados, contrastan con el grado de intervencién antrépica
de las diferentes &reas y evidencian la globalizacion de la contaminacién. El
END solo se detectd en dos nidos de la provincia de Entre Rios, coincidiendo
con la intensa actividad agricola de esta provincia y reforzando el concepto de
que los niveles de COCs en los huevos reflejan la contaminacion histérica de la

region evaluada.

- Los niveles de COCs mostraron una asociacion con ciertas variables de
relevancia en la reproduccion de C. latirostris. Detectamos que una mayor
concentracion de COCs se asocia de manera directa a un menor namero de
huevos por nido. Por otro lado, una elevada cantidad de COCs en huevos
estuvo asociada a una menor porosidad de la cascara, la cual se correlacioné
con una menor supervivencia a los 10 dias de vida. Esto Ultimo nos permite
proponer un efecto indirecto de los COCs sobre la supervivencia postnatal
temprana, mediada posiblemente por un intercambio gaseoso deficitario por un

namero reducido de poros de la cascara.

- El crecimiento general de los animales no fue afectado por la exposicién
a BPA, ATZ o END. Sin embargo, ciertas variables dimoérficas como la
morfometria craneofacial y de la estructura del phallus mostraron alteraciones
causadas por ATZ o END. La region superior del craneo es diferente entre
machos y hembras y, para identificar a una hembra, el macho observa la region
de la cabeza que queda al descubierto cuando los animales descansan en la
superficie del agua. Los resultados aqui presentados sugieren que las
alteraciones provocadas fundamentalmente por ATZ podrian entorpecer el
reconocimiento visual de las hembras por parte de los machos en el agua. Por
otro lado, la estructura clitoris/pene de la hembra es modificada por la
exposicién a ATZ o END, lo que nos permite proponer ciertos parametros de
esta estructura dimorfica como biomarcadores de efecto por la exposicion a

estos contaminantes.
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- En la presente tesis establecimos los valores de referencia de los
perfiles hematolégico y bioquimico de C latirostris en relacion a su peso
corporal, junto con la caracterizacion citoquimica de las células de sangre
periférica. La inmunidad innata no fue alterada por la exposicion a ATZ, END,
BPA o E2. Los niveles de los analitos de la quimica de la sangre no mostraron
alteraciones en los grupos experimentales; sin embargo, al ser analizados de
manera individual, varios de estos animales mostraron valores por fuera del

rango establecido por los valores de referencia.

Finalmente, diversas variables pueden ser propuestas como potenciales
biomarcadores de efecto por la exposicidon a contaminantes clasificados como
PE. Ademas, estos resultados permiten profundizar nuestro conocimiento
respecto a la toxicidad de los COCs relacionada con la biologia reproductiva
del yacaré overo e identificar efectos deletéreos de los COCs presentes en su

habitat natural sobre el éxito reproductivo de la especie.
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La exposicion a contaminantes ambientales conocidos como
perturbadores endocrinos (PE) altera el desarrollo y la funcion del sistema
endocrino afectando a especies tan diversas como anfibios, peces, reptiles,
roedores y seres humanos. Los compuestos que han sido clasificados como
PE abarcan un amplio espectro de aplicaciones, tales como pesticidas,
herbicidas, suplementos dietarios, plasticos, medicamentos y productos
cosmeéticos o de cuidado personal. Tal diversidad ha aumentado la exposicion
tanto de los animales como del hombre a PE. Los efectos vinculados a la
exposicion a PE incluyen feminizacion de los machos, disminucion de la calidad
del esperma, aumento de la incidencia de anormalidades en el desarrollo

genital y aumento en la incidencia de tumores hormonodependientes.

Uno de los objetivos principales de nuestro grupo es el estudio de los
efectos de la exposicion durante periodos criticos del desarrollo a
contaminantes ambientales clasificados como PE y de amplia distribucién en
ecosistemas acuaticos. En este sentido, nos interesa caracterizar tanto los
efectos deletéreos que los organismos padecen por la exposicion a PE en sus
hébitats de origen como en condiciones experimentales controladas. Para ello,
en este trabajo de tesis doctoral se estudiaron los efectos derivados de la
exposicion natural a compuestos organoclorados (COCs) [pesticidas
organoclorados y bifenilos policlorados] y de la exposiciébn experimental a
endosulfan (END), atrazina (ATZ) y bisfenol A (BPA).

Los COCs, son sustancias lipofilicas, clasificadas como PE que se
comportan principalmente como xenoestrégenos, sin embargo, también se
observaron efectos antiandrogénicos. Los COCs se dispersan y acumulan en el
medio ambiente y en la cadena alimentaria. Para los humanos, la principal via
de exposicion a COCs es la dieta, fundamentalmente a través de la ingesta de
carne y productos lacteos. En nuestro pais, como resultado de la amplia
utilizacion de semillas transgénicas y de la aplicacion de nuevas tecnologias de
labranza, las practicas agricolas han crecido sustancialmente acompafadas
por una deforestacidon intensiva y por el aumento del uso de agroquimicos
(pesticidas vy fertilizantes). Sumado a esto, el creciente desarrollo industrial y el

desconocimiento de las normas de proteccion del medio ambiente son las
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principales amenazas a la salud de nuestro ecosistema. Sin embargo, a pesar
de esta notable expansion de la frontera agricola-industrial, es poco lo que se
sabe sobre los niveles de contaminacion que esta actividad esta generando en
los humedales en Argentina. El END, es un COC desarrollado en la década del
'50 y es efectivo contra una amplia variedad de insectos y acaros. En Argentina
el END esta siendo utilizado masivamente desde la prohibicion total del
monocrotofés en 1999, y es uno de los insecticidas de eleccion en cultivos de

maiz, soja, trigo, girasol y sorgo, entre otros.

La ATZ es un herbicida utilizado en el control de malezas. ATZ es
altamente persistente en suelo, no se adsorbe en gran medida a sedimentos y

es moderadamente soluble en agua.

El BPA es un compuesto ampliamente utilizado en la produccién de
policarbonatos plasticos y resinas epoxi. Se ha demostrado que el BPA se
libera del material del cual forma parte bajo condiciones normales de uso por

ruptura del enlace éster formado entre monémeros.

Estos contaminantes (ATZ, END y BPA) se han encontrado en aguas
superficiales, sedimentos, leche materna humana y animal, suero y tejido
adiposo de mujeres, anfibios y peces. Por estas razones representan un riesgo

potencial, altamente significativo para los humanos y la vida silvestre.

Para el monitoreo de la contaminacion ambiental y la evaluacion de los
efectos de los contaminantes, es muy importante contar con especies
centinelas y biomarcadores. El Caiman latirostris (yacaré overo) se encuentra
ampliamente distribuido en el noreste de Argentina y esta siendo utilizado en
diversos programas de rancheo. El yacaré overo es una especie ovipara que
posee caracteristicas ecologicas Y fisioldgicas que lo convierten en un posible
organismo centinela de exposicion a PE. Entre las principales caracteristicas se
pueden mencionar que posee una posicion superior en la red trofica, tiene
determinacién sexual por temperatura, sensible a los xenoestrégenos, tiene
una expectativa de vida semejante a los humanos lo que permite la

bioacumulacién de contaminantes y es una especie de habitos acuaticos y
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terrestres pudiendo estar expuesta a una gran variedad de contaminantes
durante todos los estadios de su vida. Todas estas caracteristicas sustentan la
relevancia de la evaluacion de los efectos provocados por determinados
agroquimicos y desechos urbano-industriales, clasificados como PE, para la
caracterizacion de Caiman latirostris como centinela de contaminacion y
monitor de la salud del ecosistema. A tal fin la identificacion y caracterizacion
de biomarcadores de exposicion y efecto de PE es fundamental. Estas
respuestas selectivas pueden actuar como sistemas de advertencia temprana y
proveer indices de potenciales efectos de los contaminantes sobre el

ecosistema.

Nuestra hipotesis de trabajo es que ciertos compuestos agroindustriales
clasificados como PE contaminan los ecosistemas naturales donde habita el
yacaré overo y que esta exposicion a contaminantes con capacidad de
modificar su sistema endocrino puede ser detectada de forma temprana
mediante diversos biomarcadores de exposicion o efecto. Los objetivos

especificos fueron los siguientes:

1- Evaluacion de la exposicion natural a compuestos
agroindustriales.

En huevos de C. latirostris, colectados en zonas con diferente grado de
intervencién antropica:

a) Determinar la concentracién de distintos compuestos organoclorados
(COCs).

b) Establecer porosidad y grosor de las cascaras.

c) Evaluar las posibles relaciones entre concentracion de COCs,
caracteristicas de la cascara en huevos y variables reproductivas.

d) Documentar y establecer incidencia de malformaciones congénitas.

2- Evaluacion de la exposicion experimental a compuestos
agroindustriales.

En C. latirostris juveniles criados en condiciones controladas:

a) Determinar los efectos de la exposicion a PE sobre las curvas de

crecimiento.
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b) Establecer las caracteristicas que diferencian al phallus de machos y
hembras y evaluar el efecto de la exposicion a PE sobre las mismas.

c) Establecer las caracteristicas craneo-faciales en ambos sexos y evaluar
el efecto de la exposicion a PE sobre las mismas.

d) Determinar los efectos de la exposicion a PE sobre los parametros
hematoldgicos, inmunoldgicos y bioquimicos.

Materiales y Métodos:

Para evaluar la Exposicion Natural a PE, en las temporadas
reproductivas de 2002, 2006-2008, se cosecharon los huevos de 14 nidos en
zonas con diferente grado de intervencion antrépica en las provincias de
Chaco, Santa Fe y Entre Rios. En el campo, se registré el nimero de huevos
por nido, el tipo de nidificacion, ubicacion topografica del mismo y el grado de
intervencién antrépica. En el laboratorio, se registraron peso, ejes mayor y
menor de cada uno de los huevos evitando movimientos bruscos y rotaciones,
conservando siempre la posicién de la marca hacia arriba. Se seleccionaron al
azar 2 a 4 huevos de cada nido para la determinacién de residuos de COCs,
evaluacion del grosor y porosidad de la cascara y determinacion del estadio
embrionario. Los huevos restantes se incubaron en condiciones controladas
para evaluar los efectos de la exposicidn Natural sobre el nimero de nacidos
vivos, supervivencia de los neonatos a los 10 dias, incidencia de

malformaciones.

La deteccion de los residuos de COCs se realizd6 a partir de un
homogenado del contenido del huevo, excluyendo el embrién. La deteccién y
cuantificacion de los COCs se realiz6 por cromatografia gaseosa con detector
de captura electronico (ECD Ni 63). Se confirmé la identidad y concentracion
de COCs mediante el sistema de cromatografia gaseosa acoplado a un

espectrometro de masa GC-MS.

A las cascaras se les extrajo la membrana corioalantoidea y se les realizd
un lavado y deshidratacion. Los fragmentos fueron destinados a la
cuantificacion del grosor y densidad de poros de la cascara correspondientes a

cada region (medial y polar). La medicion del grosor de las cascaras se realizo
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mediante el analisis de imagenes digitalizadas con las herramientas disponibles
en el software Image Pro-Plus 4.1.0.1 (media Cybernetics, USA). El nUmero de
poros por unidad de superficie y sus caracteristicas se establecio mediante
microscopia electrénica de barrido. Las mediciones de la cantidad de poros y la
superficie de cada fragmento se llevaron a cabo en las electromicrografias
utilizando el programa de procesamiento de imagenes Image J (NIH, Bethesda,
USA).

Para la evaluacion de los efectos de la Exposicién Experimental a PE
durante las estaciones reproductivas de los afios 2007 y 2008 se cosecharon 8
nidos de C. latirostris (yacaré overo) en humedales del refugio “El Cachapé” de
la Fundacion Vida Silvestre cercano a la localidad de La Eduvigis, provincia de

Chaco.

Se evaluaron efectos por tratamiento in ovo con END, ATZ y BPA. Los
huevos fueron transportados al laboratorio donde se pesaron e incubaron en
condiciones controladas de humedad y temperatura (33°C para obtener
machos y 30°C para obtener hembras). Llegados a la etapa 20 del desarrollo
embrionario, se trataron los huevos por topicacion. Los tratamientos aplicados
fueron: END 20 ppm, ATZ 0,2 ppm, BPA 1,4 ppm, E2 0,014 y 1,4 ppm. En
todos los casos se utlizaron grupos controles negativo (topicacion con
vehiculo-etanol) y positivo de accién xenoestrogénica (con E2 1,4 ppm).
Finalizado el periodo de incubacion se asistié a los nacimientos y se registro la
supervivencia a los 10 dias de edad. Se registraron las siguientes variables
alométricas: peso corporal, largo total y largo desde el hocico hasta la cloaca.
Para detectar posibles acciones neurotdxicas del END y/o del resto de los
compuestos topicados, se evaluaron la postura, locomocion, recuperacion de la
postura y reflejo ocular fotomotor. A los 6, 12, 18 y 24 meses de edad,
utilizando los datos de las variables alométricas, determinamos indice de masa
corporal (IMC) y el indice de condicion corporal (ICC). En animales de 12, 18 y
24 meses de edad se extrajo la estructura clitoris-pene (phallus), que fue fijada
y luego conservada en alcohol 70%. Las mediciones fueron obtenidas a partir
de imagenes digitalizadas utilizando el software Image Pro-Plus 4.1.0.1.

Utilizando la misma metodologia se registraron diez medidas craneofaciales en
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yacarés overos juveniles de 12 meses de edad, estas corresponden a
diferentes longitudes y anchos del craneo del yacaré overo.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncion supra
vertebral del seno venoso occipital, después de cumplirse 24 horas de ayuno.
Los extendidos sanguineos (frotis) se realizaron con sangre entera, para luego
realizar el recuento diferencial de leucocitos, y la caracterizacion morfologica y
citoquimica. Para la evaluacion de hemoglobina, hematocrito y recuento en
camara de Neubauer se utiliz6 sangre anticoagulada con &cido
etilendiaminotetraacético. A los 12, 18 y 24 meses de edad se obtuvo suero a
partir de 1 ml de sangre entera, para la posterior evaluacién de la actividad

inmune innata y la determinacioén de parametros de quimica sanguinea.

Resultados

Exposiciéon Natural

Todas las muestras analizadas presentaron niveles detectables de COCs,
indicando que todos los sitios de cosecha de huevos presentaron algun grado
de contaminacion, observdndose una gran heterogeneidad de residuos de
COCs. Las familias del DDT y Clordano son los compuestos que representaron
un mayor aporte a la sumatoria de pesticidas, mientras que END sélo estuvo

presente en dos nidos de la provincia de Entre Rios.

Al evaluar si la exposicion a COCs podria afectar la fertilidad de la
hembra, encontramos que una correlacién negativa entre el nUmero de huevos
por nido y el contenido de pesticidas organoclorados, no observandose
correlacion respecto al porcentaje de nacidos vivos, la supervivencia a los 10

dias y la incidencia de malformaciones.

Independientemente de las concentraciones de COCs, las caracteristicas
de los huevos (peso, ejes) fueron similares a los reportados en la literatura.
Ademas, establecimos una correlacion positiva entre el peso del huevo vy el

peso del yacaré overo al momento del nacimiento.

El grosor y la porosidad de la cascara no fueron afectados por el avance



VII-Resumen 166

del desarrollo del embridn en el rango de estadios embrionarios utilizados. El
grosor promedio de las cascaras fue de 400,9 £+ 6,0 um (media + SEM),
mientras que el nimero de poros abiertos/cm? fue 25,3 + 4,3 (media + SEM).
No observamos correlacion significativa entre el grosor de la cascara y las
concentraciones de COCs. En cambio, el nimero de poros/cm2 se correlacion6
negativamente con el contenido de COCs, evidenciando que una mayor
concentracion de COCs se asocia con una reduccion en el numero de
poros/cm2 de la cascara. Si bien estos cambios de grosor y porosidad no
afectaron el porcentaje de nacidos vivos, el menor nimero de poros/cm2 se
correlacioné con una menor supervivencia del neonato a los 10 dias de edad.
Por lo tanto, estos resultados nos permiten proponer un efecto deletéreo
indirecto de los COCs sobre la supervivencia postnatal temprana, mediado por

una disminucion en la densidad de poros de la ciscara de los huevos.

Del registro de cicatrizaciones se pudo constatar que 61,3% de los
neonatos presentd cicatrizacion abdominal completa, 16,1% mostro
cicatrizacion parcial y 22,6% evidenci6 herniacion. Se registraron

malformaciones orofaciales sélo en el 4,5%.

Exposicién Experimental

Los indices IMC e ICC no mostraron diferencias entre machos y hembras
en el grupo control a las edades de 6, 12 y 18 meses de edad. En cambio, el
IMC de las hembras tratadas con E2 (0,014ppm) es menor que el de los
machos a los 12 meses de edad, siendo similares en el resto de las edades
evaluadas. ATZ, END o BPA no generaron dimorfismo sexual para el IMC o el

ICC en ninguna de las edades evaluadas.

La longitud total como el alto de la cabeza del phallus son variables
dimérficas en caimanes de 12, 18 y 24 meses de edad, mientras que no se
observa este dimorfismo para el ancho de la cabeza del phallus. Las hembras
expuestas in ovo a ATZ o END mostraron una reduccion significativa del
phallus, que se evidencia en una menor longitud total y ancho de la cabeza.
BPA y E2 no provocaron cambios en el tamafio del phallus de las hembras,

mientras que ninguno de los contaminantes evaluados modificd la morfometria
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del phallus de los machos. El dimorfismo sexual del largo del phallus y el alto
de la cabeza del phallus no fue alterado por ATZ, END, BPA o E2. Sin
embargo, el ancho de la cabeza del phallus de las hembras fue menor respecto
al de los machos debido al tratamiento con ATZ o END. Este dimorfismo sexual

no esta presente en animales controles.

El largo del phallus de las hembras obtenidas por DSH (huevos incubados
a 33°C y topicados con estradiol 1,4 ppm), es similar al phallus de las hembras
obtenidas por DST (huevos incubados a 30°C), demostrando que el proceso de
reversion sexual se da también a nivel del desarrollo de caracteristicas
sexuales secundarias. Esto nos permite concluir que la exposicion a 17-p
estradiol en una dosis de 1,4 ppm es un factor determinante del sexo que

prevalece sobre la influencia de la temperatura.

No observamos dimorfismo sexual en ninguna de las variables
craneofaciales evaluadas en animales controles. Solo el tratamiento con ATZ
gener6 dimorfismo del ancho minimo interorbital (IOW). Las hembras tratadas
con END mostraron una reduccion del IOW respecto de las hembras controles,
mientras que en los machos no se observaron modificaciones. Las hembras
expuestas a ATZ presentaron una disminucion del ancho maximo de las
narinas, de la base del hocico y craneal con respecto a las hembras controles.
El resto de las variables craneofaciales de las hembras no fueron afectadas por

la exposicién a los contaminantes evaluados.

En base a una distribucion de frecuencia, los animales fueron clasificados
en dos subpoblaciones, divididas en rangos de pesos: 125-900 y 901-3100g. El
valor promedio de eritrocitos fue de 5,58 + 0,68 y 7,27 + 0,16 x10°/mm?® de
sangre periférica, para las clases 125-900g y 901-3100g, respectivamente. El
recuento de leucocitos fue de 16,57 + 8,21 (125-900g) y 25,61 + 4,98 x103 /mm?
(901-3100q), y fueron clasificados como: heterofilos, linfocitos, eosindfilos,
basofilos y monocitos. Los animales tratados con E2 (1,4ppm), presentaron una
disminucién en el valor del hematocrito con respecto a los animales controles
en el grupo de animales de menor peso (125-900g). En cambio, los

compuestos agroindustriales no causaron alteraciones en los valores de
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glébulos rojos, blancos, hematocrito y hemoglobina. Los animales tratados con
ATZ presentaron una disminucion en el ndmero de leucocitos, mientras que
aguellos tratados con E2 (1,4ppm) presentaron una reduccién del numero de
eritrocitos y del hematocrito, cuando alcanzaron el rango de mayor peso
corporal (901-3100g).

La composicion quimica de las células sanguineas fue estudiada
mediante reacciones de citoquimica clasica, evaluandose la presencia y
distribucion celular de las enzimas y componentes celulares (peroxidasa,
polisacaridos, mucopolisacaridos, glicoproteinas, glicolipidos y lipidos). Los
heterodfilos y trombocitos fueron positivos con el acido peryédico de Schiff,
siendo los eosindfilos débilmente positivos. Con Sudan Black B fueron
marcados los heteroéfilos y débilmente marcados los eosindfilos. La presencia
de peroxidasa fue observada en los eritrocitos, heterofilos y eosinofilos.

En cuanto al tamafio de los componentes de la sangre periférica de
yacaré overos controles, los monocitos poseen un area celular mayor (169,4 +
31,2um?) que los linfocitos (52,6 + 14,3um?). La célula con mayor perimetro fue
el monocito (48,5 + 5,2um) y con el mayor diametro del citoplasma fue el
eritrocito (17,3 £ 1,4um).

La inmunidad humoral innata se evalu6 en 14 caimanes controles de 12 y
24 meses de edad. La actividad hemolitica de los sueros de los caimanes no
fue influenciada por el género, las hembras controles mostraron un 56,5% de
hemolisis maxima, mientras que los machos un 48,5% de actividad maxima. La
CH50 fue establecida con un valor de 7,1%. No se encontraron alteraciones en
los porcentajes de hemolisis de los animales tratados con los diferentes

contaminantes evaluados en este experimento.

Los niveles séricos de glucosa, urea, colesterol, acido Urico, triglicéridos,
creatinina, bilirrubina total, proteinas totales, albumina y las globulinas y la
actividad sérica de las enzimas fosfatasa alcalina, alanina aminotransferasa,
aspartato aminotransferasa, lactato deshidrogenasa, la creatina quinasa no
fueron modificados por la exposicién in ovo a ATZ, END, BPA o E2, siendo
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similares a los valores obtenidos para las muestras de los animales del grupo
control. Sin embargo, un porcentaje de los animales de cada grupo presenta
valores que estan fuera de los valores de referencia establecidos previamente
para cada analito, fundamentalmente en aquellos relacionados con una

alteracion de la funcionalidad hepética y de vias biliares.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en esta tesis nos permiten afirmar que:

- Las tres areas geogréficas evaluadas presentaron similares niveles de
COCs y una gran diversidad de compuestos, siendo el oxiclordano y los
miembros de la familia del DDT los COCs hallados en mayor concentracion y
frecuencia. Estos resultados, contrastan con el grado de intervencion antropica
de las diferentes &reas y evidencian la globalizacion de la contaminacion. El
END sélo se detecté en dos nidos de la provincia de Entre Rios, coincidiendo
con la intensa actividad agricola de esta provincia y reforzando el concepto de
gue los niveles de COCs en los huevos reflejan la contaminacién historica de la

region evaluada.

- Los niveles de COCs mostraron una asociacion con ciertas variables de
relevancia en la reproduccion de C. latirostris. Detectamos que una mayor
concentracion de COCs se asocia de manera directa a un menor namero de
huevos por nido. Por otro lado, una elevada cantidad de COCs en huevos
estuvo asociada a una menor porosidad de la cascara, la cual se correlacion6
con una menor supervivencia a los 10 dias de vida. Esto dltimo nos permite
proponer un efecto indirecto de los COCs sobre la supervivencia postnatal
temprana, mediada posiblemente por un intercambio gaseoso deficitario por un

namero reducido de poros de la cascara.

- El crecimiento general de los animales no fue afectado por la exposicion
a BPA, ATZ o END. Sin embargo, ciertas variables dimorficas como la
morfometria craneofacial y de la estructura del phallus mostraron alteraciones
causadas por ATZ o END. La region superior del craneo es diferente entre
machos y hembras y, para identificar a una hembra, el macho observa la regién

de la cabeza que queda al descubierto cuando los animales descansan en la
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superficie del agua. Los resultados aqui presentados sugieren que las
alteraciones provocadas fundamentalmente por ATZ podrian entorpecer el
reconocimiento visual de las hembras por parte de los machos en el agua. Por
otro lado, la estructura clitoris/pene de la hembra es modificada por la
exposicidbn a ATZ o END, lo que nos permite proponer ciertos parametros de
esta estructura dimorfica como biomarcadores de efecto por la exposicion a

estos contaminantes.

- En la presente tesis establecimos los valores de referencia de los
perfiles hematolégico y bioquimico de C Iatirostris en relacion a su peso
corporal, junto con la caracterizacion citoquimica de las células de sangre
periférica. La inmunidad innata no fue alterada por la exposicion a ATZ, END,
BPA o E2. Los niveles de los analitos de la quimica de la sangre no mostraron
alteraciones en los grupos experimentales; sin embargo, al ser analizados de
manera individual, varios de estos animales mostraron valores por fuera del

rango establecido por los valores de referencia.

Finalmente, diversas variables pueden ser propuestas como potenciales
biomarcadores de efecto por la exposicidbn a contaminantes clasificados como
PE. Ademas, estos resultados permiten profundizar nuestro conocimiento
respecto a la toxicidad de los COCs relacionada con la biologia reproductiva
del yacaré overo e identificar efectos deletéreos de los COCs presentes en su

habitat natural sobre el éxito reproductivo de la especie.
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Exposure to environmental contaminants known as endocrine disruptors
(ED) alters the development and function of the endocrine system of species as
diverse as amphibians, fish, reptiles, rodents and humans. ED covers a broad
spectrum of applications and includes pesticides, herbicides, additives, plastics,
medicines and cosmetics or personal care. Based on that, the exposure to ED
of animals and man has increased. The associated effects include feminization
of males, decreasing quality of semen, increased incidence of abnormalities in
the genital development and increase in the incidence of hormone-dependent

tumors.

One of the main objectives of our group is the study of the effects during
critical periods of development of exposure to environmental pollutants
classified as ED and wide distribution in aquatic ecosystems. In this sense, we
are interested in characterize both the harmful effects that organisms have both
in their natural habitats or under controlled laboratory conditions. In this work we
evaluate the effects derived from natural exposure to organochlorine
compounds (COCs) [organochlorine pesticides and polychlorinated biphenyls]
and from experimental exposure to endosulfan (END), atrazine (ATZ) and
Bisphenol A (BPA).

The COCs are lipophilic substances, classified as ED, which behaves
mostly as xenoestrogens. However, antiandrogenic effects were also observed.
Also, they are dispersed and accumulate in the environment and in the food
chain. For humans, the main route of exposure to COCs is diet, mainly through
the intake of meat and dairy products. In our country, as a result of extensive
use of transgenic seeds and new technologies, agricultural practices have
substantially grown accompanied by an intensive deforestation and increased
use of agrochemicals (pesticides and fertilizers). In addition, growing industrial
development and ignorance of the environment standards protection are the
main threats to the health of our ecosystem. However, despite this remarkable
expansion of the agro-industrial frontier, little is known about levels of pollution
caused by these activities in the Argentina wetlands. The END is a COC
developed in the 50°s and is effective against a broad spectrum of insects and

mites. In Argentina, END is still being used massively since the total prohibition
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of monocrotophos in 1999, and it is basically used in crops of corn, soybeans,
wheat, sunflower and sorghum, among others. The ATZ is a herbicide used for
control of weeds. It is highly persistent in soil, is not largely adsorbed to
sediments and moderately soluble in water. The BPA is a compound widely
used in the production of polycarbonate plastics and epoxy resins. It has been
shown that the BPA is released under normal use by rupture of the ester-bond
formed between monomers. These contaminants (ATZ, END and BPA) have
benn found in surface waters, sediment, animal and human breast milk, serum
and adipose tissue of women, amphibians and fish. For these reasons, they

represent a potential health hazard to humans and wildlife.

For the monitoring of environmental pollution and the assessment of the
pollutant effects, is very important to detect sentinel species and biomarkers.
Caiman latirostris (broad-snouted caiman) is distributed in the northeast of
Argentina and it is being used in various ranching programs. The broad-snouted
caiman is an oviparous species that has ecological and physiological
characteristics that make it a possible sentinel organism for exposure to ED. It
IS in a top position of the food chain, is sensitive to xenoestrogens, it has sexual
temperature determination, has a human-like life expectancy allowing the
bioaccumulation of contaminants, and is a species with aquatic and terrestrial
habits that can be exposed to a wide variety of contaminants during all stages
of its life. All these features justify using C. latirostris as sentinel of pollution and
monitor the health of the ecosystem for the evaluation of the effects caused by
certain chemicals and agro-industrial wastes. For this purpose the identification
and characterization of biomarkers of exposure and effect to ED is essential.
These selective responses can act as early warning systems and provide
indices of potential effects of pollutants on the ecosystem.

Our working hypothesis is that certain agro-industrial compounds
classified as PE pollute natural ecosystems where broad-snouted caimans
inhabit and that this exposure to contaminants capable of modifying its
endocrine system can be early detected by means of various biomarkers. The

specific objectives were the following:
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1. Assessment of natural exposure to agro-industrial compounds.

In C. latirostris eggs collected in areas with varying degrees of anthropic
intervention:

(a) Determine the concentration of different organochlorine compounds
(COCs).

(b) Establish porosity and thickness of shells.

(c) Assess the relationship between concentration of COCs,
characteristics of shell and reproductive variables.

(d) Detect and establish incidence of congenital malformations.

2. Evaluation of experimental exposure to agro-industrial compounds.

In C. latirostris juveniles reared under controlled conditions:

(a) Determine the effects of exposure to ED on growth.

(b) Establish the differential features of males and females phallus and to
assess the effect of exposure to ED on them.

(c) Establish the craniofacial features in both sexes and assess the effect
of exposure to ED on them.

(d) Determine the effects of exposure to ED on the hematological,

immunological and biochemical parameters.

Materials and methods

To evaluate Natural Exposure to ED, eggs from 14 clutches (nesting
seasons 2002, 2006 to 2008) were harvested in areas with different degrees of
anthropic intervention in the provinces of Chaco, Santa Fe and Entre Rios
(Argentina). In the field, the clutch size, topographical location and degree of
anthropic intervention were recorded. In the laboratory, eggs were weighed and
measured, avoiding sudden movements. Two to four from each nest were
randomly selected for the determination of residues of COCs, assessment of
the thickness and porosity of shell and determination of embryonic stage. The
remaining eggs were incubated under controlled conditions to assess the

number hatched, survival at 10 days of age, and incidence of malformations.

The detection of COCs was performed from a homogenate of the egg,

excluding the embryo. The detection and quantification of the COCs was
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measured by gas chromatography with electronic capture detector (ECD Ni 63),
and then, both COCs identity and concentration were confirmed by gas

chromatography system coupled to a GC-MS mass spectrometer

Chorioallantoic membrane was extracted, washed and dehydrated. The
fragments were destined to quantification of the thickness and density of pores
in each shell's region (medial and polar). The measurement of the thickness
was carried out through the analysis of images scanned with the software
Image Pro-Plus 4.1.0.1 (media Cybernetics, USA). The number of pores per
unit of surface and its characteristics were established by scanning electron
microscopy. Measurements of the amount of pores and the surface of each
fragment were conducted in the electromicrographs using the software Image J
(NIH, Bethesda, USA).

To evaluate the effects of Experimental Exposure to ED, eigth C.
latirostris nests were harvested during the nesting seasons 2007 and 2008 in
wetlands of "ElI Cachape" (Fundacion Vida Silvestre Argentina), near “La

Eduvigis” city in the province of Chaco.

We assessed in ovo effects by treatment with END, ATZ and BPA. The
eggs were transported to the laboratory; they were weighed and incubated
under controlled conditions of humidity and temperature (33° C for males and
30° C for females). At the stage 20 of embryonic development, the eggs were
topically treated. The treatments were: 20 ppm END, 0.2 ppm ATZ, 1.4 ppm
BPA, 0.014 and 1.4 ppm E2 (17 B-estradiol). Ethanol (vehicle) was used as a
negative control and 1.4 ppm E2 as positive control for xenoestrogenic action.
Number of caimans hatched, survival at day 10, and some allometric variables
(body weight, total and snout vent length) were measured. To detect possible
neurotoxic actions, posture, locomotion, posture recovery and eye reflex were
evaluated. Based on allometric variables, body mass (BMI) and body condition
index (BCI) at 6, 12, 18 and 24 months old were determined. In 12, 18 and 24
months old animals, the clitoris-penis structure (phallus) were extracted, fixed
and preserved in 70% alcohol. Measurements were obtained from scanned

images using the software Image Pro-Plus 4.1.0.1. Same methodology was
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used to register ten craniofacial parameters from 12 months old caimans,

corresponding to different skull lengths and widths.

Peripheral blood samples were obtained by supra-spinal puncture of
occipital venous sinus, after 24 hours of fasting. The blood smear was
performed with whole blood, to make differential leukocyte count, morphological
and cytochemical characterization. Blood anticoagulated with
ethylendiaminetetraacetic acid was used for the evaluation of hemoglobin,
hematocrit and erythrocytes count. 1 ml serum at 12, 18 and 24 months
caimans old was used for subsequent evaluation of the innate immune activity

and of blood chemistry parameters determination.

Results

Natural exposure

All tested samples showed detectable levels of COCs, indicating that all
egg harvest sites showed some degree of pollution. We also showed a
considerable heterogeneity of residues of COCs. The families of DDT and
chlordane were the compounds that represented the major contribution to the
sum of pesticides, whereas END was only present in eggs from two nests of the

province of Entre Rios.

To assess whether exposure to COCs may affect female fertility, we
found a negative correlation between the clutch size and the contents of
organochlorine pesticides, and we did not observe correlation regarding the
percentage caimans hatched, and their survival for 10 days or the incidence of

malformations.

Regardless of COCs concentrations, weight and size of eggs were
similar to those reported in the literature. In addition, we established a positive

correlation between egg weight and Broad-snouted caimans weight at hatching.

The thickness and porosity of shell were not affected by the development
of the embryo. The average thickness of shells was 400.9 £ 6.0 um (mean *

SEM), while the number of open pores/cm? was 25.3 + 4.3 (mean + SEM). We
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did not observe significant correlation between the thickness of the shell and the
concentrations of COCs. On the other hand, the number of pores/cm? was
negatively correlated with the content of COCs, demonstrating that a higher
concentration of COCs is associated with a reduction in the number of shell
pores/cm?. While the thickness and porosity did not affect the percentage of live
births, the lowest number of pores/cm? correlated with decreased survival of the
animals at 10 days of age. Therefore, these results allowed us to propose an
indirect deleterious effect caused by COCs of early postnatal survival, mediated

by a decrease in the density of pores in the shell of the eggs.
It was found that 61.3% of neonates showed complete abdominal
scarring, 16.1% with partial healing and 22.6% showed herniation, whereas only

4 5% demonstrated orofacial malformations.

Experimental exposure

BMI and BCI rates showed no differences between males and females in
the control group at 6, 12 and 18 months old. On the other hand, the BMI of E2
(0.014ppm)-treated females was lower that BMI-males at 12 months old, being
similar in the rest of the assessed ages. ATZ, END or BPA did not generate

sexual dimorphism for the BMI or the BCI in any of the evaluated ages.

The total length and height of the head of the phallus are dimorphic
variables in caimans of 12, 18 and 24 months old; dimorphism for the width of
the head of the phallus is not observed. In ovo exposure to ATZ and END
induced a significant reduction of the female phallus, evidenced by a shorter
overall length and width of the head. BPA and E2 did not cause changes in the
size of the phallus of the females, while none of the tested pollutants modified
the phallus morphometry in males. The sexual dimorphism of the length of the
phallus and the height of the head of the phallus were not altered by ATZ, END,
BPA or E2. However, the width of the females phallus head was lower with
respect to males due to treatment with ATZ or END. This sexual dimorphism

was not present in untreated animals.
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The length of the female phallus obtained by DSH (eggs incubated at 33°
C and topicated with estradiol 1.4 ppm), were similar to the phallus of females
obtained by DST (eggs incubated at 30° C), showing that the sex-reversal
process also occurs at the level of secondary sexual characteristics
development. This allows us to conclude that exposure to 17-f estradiol in a
dose of 1.4 ppm is a determining factor and it prevails on the influence of

temperature.

No sexual dimorphism was observed in any of the craniofacial variables
evaluated in the control animals. Only treatment with ATZ generated
dimorphism of the interorbital minimum width (IOW). The females treated with
END showed a reduction of the IOW for females controls, while no changes
were observed in males. ATZ-exposed females showed a decrease in the
maximum width of the nostrils, at the base of the snout and head with respect to
female controls. The rest of the craniofacial variables of the females were not

affected by exposure to the pollutants.

Animals were divided into two subpopulations: 125-900 and 901-3100g.
The average erythrocytes count was 5.58 + 0.68 and 7.27 + 0.16 x 10°/mm? of
peripheral blood for 125-900g and 901-3100g, respectively. The white blood cell
count was 16.57 + 8.21 (125-900 g) and 25.61 + 4.98 x 103 mm? (901-3100g),
and were classified as: heterophils, lymphocytes, eosinophils, basophils and
monocytes. Animals treated with E2 (1.4 ppm), showed a decrease in the value
of the hematocrit in the group of ligther animals (125-900 g). On the other hand,
the agro-industrial compounds caused no alterations in the values of red and
white blood cells, hematocrit and hemoglobin. ATZ-treated animals showed a
decrease in the number of leukocytes, while those treated with E2 (1.4 ppm)
showed a reduction in the number of erythrocytes and hematocrit when animals
became heavier (901-3100g).

The chemical composition of the blood cells was studied by classic
cytochemistry, assessing the presence and cellular distribution of enzymes and
cellular components (peroxidase, polysaccharides, mucopolysaccharides,

glycoproteins, glycolipids, and lipids). Heterophils and platelets were positive
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with the periodic acid-Schiff, being eosinophils weakly positive. Sudan Black B
were present in heterophils and faintly in eosinophils. Peroxidase was observed
in erythrocytes, heterophils and eosinophils.

In terms of the size of the components of the peripheral blood of C.
latirostris controls, monocytes have a larger cell area (169.4 + 31.2um?) with
respect to lymphocytes (52.6 + 14.3um?). Cell with highest perimeter was the
monocyte (48.5 £ 5, 2um), and with the largest cytoplasm diameter was the
erythrocyte (17.3 £ 1, 4um).

Humoral innate immunity was evaluated in 14 untreated caiman of 12
and 24 months old. The serum hemolytic activity was not influenced by gender.
Females showed a 56.5% of maximum hemolytic activity, while in males was
48.5%. The CH50 was established in 7.1%. There were no changes in the

percentages of hemolysis of treated animals.

Serum levels of glucose, urea, cholesterol, uric acid, triglycerides,
creatinine, total bilirubin, total protein, aloumin and globulins and serum activity
of enzymes alkaline phosphatase, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, lactate dehydrogenase, creatine kinase were not modified by
exposure in ovo to ATZ, END, BPA or E2, being similar to the animals in the
control group. However, a percentage of the animals in each group present
values outside of reference range previously established, mainly those related

to an alteration of liver function and bile pathways.

Conclusions

The results obtained in this thesis allow us to affirm that:
- The three geographic areas evaluated exhibited similar levels of COCs and a
wide variety of compounds. Oxiclordane and members of DDT family were
found in high concentration and frequency. These results disagree with the
preliminary classification of degree of human intervention of the different areas
and demonstrate the globalization of pollution. The END was detected only in

two nests of the province of Entre Rios, in agreement with the intense
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agricultural activity in this area, and reinforcing the concept that COCs levels in

the eggs reflect historical contamination of the assessed region.

-The levels of COCs showed an association with certain variables of relevance
in the reproduction of C. latirostris. We detected that higher concentration of
COCs is directly associated to a smaller number of eggs per nest. On the other
hand, a high number of COCs in eggs was associated with a lower porosity of
shell, which was correlated with a low survival at 10 days of life. Therefore, we
propose an indirect effect of the COCs on early postnatal survival, possibly
mediated by a deficit in gaseous exchange by a reduced number of pores in the
shell.

-The caimans growth was not affected by exposure to BPA, ATZ or END.
However, some variable dimorphic as craniofacial morphometry and the
structure of the phallus showed alterations caused by ATZ or END. The upper
region of the skull is different between males and females, and to identify a
female, the male evaluate the region of the head that is exposed on the surface
of the water. The results presented here suggest that alterations caused mainly
by ATZ could hinder visual recognition of females by males in the water. On the
other hand, the structure of the female clitoris/penis is modified by exposure to
ATZ or END, allowing us to propose these parameters as biomarkers of effect

by exposure to these contaminants.

In this thesis, we established the reference values of biochemical and
hematological profiles of C. latirostris in association to their body weight and
also we characterized the cytochemistry of peripheral blood cells. Innate
immunity was not altered by exposure to ATZ, END, BPA or E2. The levels of
blood chemistry analytes showed no alterations in the experimental groups.
However, when analyzed individually, several of these animals showed values

outside the range established by the reference values.

Finally, several variables can be proposed as potential biomarkers of
effect by exposure to pollutants classified as ED. In addition, these results

enhance our knowledge of the reproductive biology of toxicity of the COCs
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related to broad-snouted caimans and allow us to identify deleterious effects of
COCs present in their natural habitat on the reproductive performance of the

species.
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