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RESUMEN

La cuenca del rio Uruguay es una de las de mayor relevancia en nuestro pais, dado que
alberga importantes centros urbanos, suministra agua potable y sustenta actividades
productivas, como ser forestacion, agricultura, industria, pesqueria, ganaderia y turismo.
Asociado a dichos usos de la cuenca, el rio Uruguay recibe la descarga, directa o
indirecta, de compuestos xenobiéticos, los cuales en funcion de sus propiedades fisico-
quimicas se distribuyen en los sedimentos, biota, agua y material particulado. En
particular, los sedimentos constituyen uno de los principales reservorios de una gran
diversidad de compuestos quimicos y existen evidencias de la capacidad de varios de
estos compuestos de interferir con el sistema endocrino y provocar efectos a nivel
reproductivo en peces. En tal sentido, en el presente estudio se analizo el potencial de
los sedimentos del rio Uruguay de interferir en la regulacion del ciclo reproductivo de
Cyprinus carpio., mediante la determinacion de una bateria de biomarcadores: indices
gonado y hepatosomatico, factor de condicion, histologia de gonadas y niveles de
vitelogenina plasmatica. Para ello, se obtuvieron individuos juveniles de un centro de
cultivo (N=60) los cuales fueron aclimatados durante 15 dias en acuarios de vidrio de
30 litros en agua declorada, la cual fue recambiada cada 48 horas. Posteriormente los
organismos fueron expuestos durante 30 dias, a sedimentos (proporcion 1:10
sedimento:agua) extraidos en diferentes sectores del rio. Dichos sectores fueron
seleccionados en funcién de las principales actividades de la zona (industrial,
urbanizacion y agricola). De la bateria de biomarcadores evaluada, los efectos sobre
IGS, IHS y K, siguen un patrén claro en relacion a la actividad realizada en la zona de
estudio: zonas industriales presentan elevados K aunque estadisticamente no
significativos y un IHS en aumento; mientras que los sitios agricolas presentan elevados
IGS. Asi mismo, las actividades industriales provocan la aparicién de testis-ova. Los
efectos en la componente bioquimico-molecular (niveles de vitelogenina plasmatica)
fueron superiores en todos los tratamientos respecto al control pero no mostraron un
patron con relacion a las actividades antrépicas. De los resultados obtenidos se
desprende que, actualmente, el rio Uruguay se encuentra recibiendo la descarga de

compuestos con capacidad de provocar efectos de disrupcion endécrina.



1. INTRODUCCION

1.1. Disrupcién endocrina

El sistema endocrino es el principal regulador de importantes procesos metabdlicos tales
como nutricién, desarrollo y reproduccion, entre otros. Es el responsable del
mantenimiento de los mecanismos homeostaticos, mediante acciones de regulacion
positiva y negativa que permiten mantener los niveles hormonales en equilibrio (IPCS,
2002).

Las hormonas son producidas y secretadas al torrente sanguineo, por las glandulas
endocrinas (hipotdlamo, pituitaria, génadas, etc.), en pequefias concentraciones.
Posteriormente se unen a receptores especificos de las células blanco de tejidos u
organos (higado, 6rganos reproductivos, sistema nervioso, etc.) desencadenando una

cascada de sefiales que dara lugar a las funciones correspondientes.

Dentro de éstas, las hormonas esteroidales, como por ejemplo las hormonas sexuales,
son lipofilicas y se sinterizan a partir del colesterol. Poseen la capacidad de atravesar la
membrana plasmatica de las células blanco y mediante la union a receptores
citoplasmaticos acttan a nivel del ADN, activando genes o modulando su transcripcion
(Stryer, 1995; EPA, 1997).

Existe un conjunto de compuestos de diferente naturaleza quimica y origen presentes en
el ambiente que son capaces de interferir con el sistema endocrino. Estos compuestos
reciben el nombre de disruptores endocrinos. El término disruptor endocrino define, por
tanto, a un compuesto o0 conjunto de compuestos quimicos exdgenos (naturales o
sintéticos) que alteran el normal funcionamiento del sistema endocrino a través de
alteraciones en el equilibrio hormonal, causando efectos en los organismos expuestos e

inclusive sobre su progenie (IPCS, 2002; Argemini, 2005; Pombo et al., 2005).

Estos compuestos se caracterizan, en general, por ser lipofilicos (no solubles en agua),
persistentes en el ambiente (vidas medias largas) y bioacumulables. Actualmente se
conocen una gran cantidad de compuestos que son potencialmente generadores de estos
efectos y como se menciond anteriormente pueden ser de origen natural o artificial
(Argemini, 2005; Pombo et al., 2005). Los primeros son liberados o producidos por

vegetales como por ejemplo fitoestroégenos, fitosteroles y acidos resinicos. Mientras que
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los artificiales son utilizados o son productos no intencionales de diversas actividades
antropicas, por ejemplo: productos fitosanitarios (DDT, dieldrin, endosulfan, lindano,
atrazina, etc.), alquilfenoles (tensoactivos neutros de detergentes), bifenilos policlorados
(PCBs) (presentes en aceites de transformadores), estrégenos artificiales (productos
liberados por la orina de mujeres que los consumen como tratamientos anticonceptivos),
dioxinas y furanos, entre otros (Bachmann, 2002; EAUK, 2005).

Si bien el espectro de compuestos capaces de producir disrupcién endocrina es muy
amplio, los efectos sobre el sistema endocrino se resumen a través de los siguientes
mecanismos (Simpson et al., 1994; Hu y Aizawa, 2003; Lintelmann et al., 2003;
Argemi et al., 2005):

a) Agonismo: union y posterior activacion de los receptores estrogenicos celulares
produciendo una cascada de sefiales similar a la desencadenada por un estrogeno
natural,

b) Antagonismo:

I. Inhibicién competitiva:
i. unidn al receptor sin activacion,
ii. interferencia en la sintesis natural de hormonas,
I1. Inhibicion no competitiva: union al receptor pero no al mismo sitio activo y

disminuyen la intensidad de la respuesta

Debido al importante rol del sistema endocrino, cualquiera de éstas alteraciones
generara inevitablemente perjuicios sobre la salud de los organismos expuestos,
independientemente de la magnitud del efecto (Argemini et al., 2005; Pombo et al.,
2005).

A diferencia de otros compuestos, los disruptores endocrinos no poseen claras
relaciones causa-efecto y se ha observado que la exposicion a un determinado
compuesto puede inducir mas de una respuesta. Ademas, dado que la exposicion a estos
compuestos altera el funcionamiento hormonal, las respuestas desencadenadas
dependerd de la concentracién enddgena de hormonas, la cual varia con el estado

fisioldgico, edad y sexo del organismo (Argemini et al., 2005; Pombo et al., 2005).



Diversos enfoques han sido empleados para evidenciar efectos derivados de la
exposicion a compuestos quimicos, sin embargo aquellos basados en el uso de
biomarcadores son los mas ampliamente utilizados. Estos han sido definidos como
“variaciones xenobioticamente inducidas en los componentes celulares o bioquimicos,
procesos, estructuras o funciones que son cuantificables en un sistema biol6gico”
(Fossi, 1994).

El primer nivel de accién de un compuesto o mezcla de compuestos quimicos, ocurre
en la componente bioquimico-molecular, desencadenando respuestas que tienden a
mantener el funcionamiento del organismo dentro de los niveles homeostaticos. Si las
concentraciones de exposicion son elevadas o se mantienen durante periodos de
tiempo prolongado, las respuestas pueden no ser suficientes para contrarrestar el
efecto. En tal caso, el organismo desencadena en primera instancia mecanismos de

compensacion y luego de reparacion (Shugart et al., 1992) (Figura 1).

| HOMEOSTASIS | | COMPENSACION |

\ REPARACION

MUERTE

| ENFERMEDAD ]

Figura 1. Respuestas biolégicas frente a la exposicién a compuestos 0 mezclas de compuestos
guimicos. Extraido de Shugart et al., 1992,



1.2. Regulacion del desarrollo gonadal en peces

El desarrollo gonadal en peces es regulado por una cascada de sefiales endocrinas que se
realizan entre el cerebro (hipotdlamo), la glandula pituitaria y las gonadas (eje pituitario
gonadal). En el hipotdlamo de los peces teleGsteos se sintetizan las hormonas
liberadoras de gonadotrofinas (GnRH). Estas conjuntamente con las hormonas sexuales
actan sobre la glandula pituitaria activando la sintesis de las gonadotrofinas (GtHI y
GtHII). Las GtHI y |1 son transportadas via sanguinea a las génadas, donde se unen a
receptores desencadenando una serie de sefiales intracelulares para la sintesis de
estrogeno (E;). En peces se han identificado dos receptores para gonadotrofinas, el

GtHRI que se une ambas gonadotrofinas y el GtHRII que se une solo a la GtHII. .

La GtHI es producida previo a la madurez y promueve el crecimiento y diferenciacion
de los gametos, asi como también la sintesis de esteroides. La GtHII es producida

posteriormente y esta relacionada con la liberacidon de gametos.

Los esteroides juegan un rol autorregulador en el proceso de desarrollo gonadal ya sea
regulando la sintesis de otras hormonas o proteinas, como la de sus propios receptores
celulares en funcion de las concentraciones circulantes en sangre (Devlin et al., 2002;
IPCS, 2002; Argemini et al., 2005).

En lo que refiere a la sintesis de esteroides, el primer paso es el clivaje enzimético del
colesterol dando lugar a la produccion de pregnenolona. Esta luego de una serie de
transformaciones genera la produccion de la hormona testosterona (androgeno), la cual
a nivel del ovario es transformada en estradiol mediante la accion de la enzima CYP19
Aromatasa (Cheshenko et al, 2008). Posteriormente el estradiol es movilizado por el
torrente sanguineo y a nivel del higado desencadena la sintesis de la proteina
vitelogenina, la que via plasmatica retorna a la génada para la formacion del vitelo

huevo (Figura 2).

El estradiol posee una fuerte capacidad de induccion de la sintesis de vitelogenina,
razon por la que se han detectado concentraciones variables de esta proteina en
testiculos tratados con estrogenos (Stryer, 1995, Devlin et al., 2002; IPCS, 2002;
Argemini et al., 2005; Cheshenko et al, 2008).



PITUITARIA

GONADA

Figura 2: Esquema de la sintesis de vitelogenina.

Los peces teledsteos presentan una amplia variedad de estrategias de diferenciacion
gonadal (Devlin et al., 2002). En la Tabla 1 se resumen las principales estrategias con

sus caracteristicas y especies representativas.

Cabe destacar que estas caracteristicas refieren a individuos en condiciones “normales”
ya que determinadas condiciones ambientales extremas o0 no, pueden causar tanto
reversiones como intersexo en especies gonocoristas, lo que se denomina

hermafroditismo anormal (Devlin et al., 2002).



Tabla 1: Resumen de las estrategias de diferenciacion gonadal en peces teledsteos. Modificado de Devlin, 2002

Estrategia

Gonocoristas

Hermafroditas

Caracteristicas
Individuos machos o
hembras durante toda su

vida reproductiva

Individuos poseen ambos
gametos, funcionales
simultaneos o no, durante

su vida reproductiva

Sub categoria
Primarios

diferenciados

Primarios no

diferenciados

Secundarios

Simultaneos

Secuenciales

Caracteristicas
Parten de una gonada

indiferenciada

Parten inicialmente de tejido

ovarico

Periodo de intersexo antes de

la diferenciacién

Producen gametos masculinos

y femeninos al mismo tiempo

Produce primariamente un
tipo de gameto y puede
revertirlo en algin momento

del ciclo

Especies representativas
Oncorhynchus kistuch
Cyprinus carpio
Dicentrarchus labrax
Danio rerio

Barbus tetrazona

Cheimerius nufar
Epinephelus striatus
Gramma loreto
Serranus sp.

Rivulus marmoratus

Sparus aurata

Amphiprion sp.
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2. INVESTIGACION PROPUESTA

2.1. Caracterizacion de la Cuenca del rio Uruguay

El rio Uruguay constituye uno de los recursos hidricos mas relevantes de nuestro pais
como fuente para la generacién de energia, para consumo humano, uso agricola e
industrial, asi como para el sustento de actividades pesqueras y turisticas. Ademas,
recibe la descarga, directa o indirecta, de compuestos quimicos organicos e inorganicos
empleados o generados en las actividades antrdpicas desarrolladas en su area de drenaje
(CARU, 1993).

La zona litoral oeste de Uruguay concentra el 30 % de la produccion de vacunos, el
74% de la produccién de soja, casi el 80% de la produccion citricola, el 13% de la
horticultura y casi el 90% de la forestacion (con énfasis en Eucaliptus sp) del total del
pais (DIEA, 2005). Por otra parte, cabe resaltar que las practicas de manejo de éstos
sistemas de produccion se basan en el uso intensivo de fertilizantes asi como de
productos para la sanidad animal y vegetal, por lo cual constituyen una potencial fuente

de compuestos quimicos.

En tal sentido, Uruguay importa anualmente 6 millones de kilos de herbicidas, 860 mil
kilos de funguicidas y 800 mil kilos de insecticidas. Varios de ellos presentan alta
persistencia en el medio, resistencia a la degradacion y son lipofilicos (endosulfan,
azinfos metil, diazinon, paraquat, atrazina, etc.) (DGSA, 2006). Dentro de la amplia
gama de compuestos empleados, éstos Ultimos , aquellos que son los que representan un
mayor riesgo tanto para la salud humana como para la biota acuéatica (Olea et al., 2002;
Palacio et al., 2002; Barra et al., 2005).

Por otra parte, la cuenca del rio Uruguay alberga importantes areas urbanas, las cuales
cuentan con una baja cobertura de saneamiento. Estos residuos liquidos, conjuntamente
con los generados por las industrias ubicadas en la cuenca (azucarera, cervecera, lactea,
citricola, frigorifica, curtiembre, etc.) son vertidos al rio Uruguay, con escaso o nulo
tratamiento previo (DINAMA, 2006).

Estudios realizados por la CARU, en el marco del Programa de Control de la

Contaminacion, sefialan la presencia de productos fitosanitarios clorados (Aldrin,
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Dieldrin, HCH, HCB, DDT Yy derivados, entre otros) y PCB en peces del rio Uruguay.
Si bien los valores hallados se encuentran muy por debajo de los niveles maximos
permisibles para consumo humano, su presencia indica la entrada de estos
contaminantes al ambiente y su acumulacion en los tejidos de los peces (CARU, 1992).
Estos compuestos también fueron detectados en agua, existiendo una buena correlacion
entre las concentraciones registradas y la carga de solidos totales suspendidos.
Finalmente destacan que, la adsorcion de estos compuestos en sedimentos y en
particular en aquellos con alto contenido de materia organica, hace que los mismos
actien como trampa de contaminantes, pudiendo ser reincorporados a la columna de

agua por resuspension (CARU, 1993).

2.2. Enfoque metodoldgico

El presente estudio se desarroll6 bajo el enfoque ecosistémico integral (Parra, 1988). El
mismo se basa en la cuenca hidrografica como unidad espacial de analisis, dado que
ésta integra los procesos de transporte y distribucion de contaminantes, y es el mas

adecuado para cuencas de uso multiple como la del Rio Uruguay (Eguren, 1997).

El mismo se implement6 aplicando una combinacion de actividades de campo vy
laboratorio, a los efectos de evaluar el potencial de los sedimentos del rio Uruguay de
interferir con el normal funcionamiento del sistema endocrino y de generar efectos a

nivel reproductivo en peces.

Los sedimentos han sido seleccionados como matriz de exposicién dado que éstos
actian como trampa de contaminantes, que varios compuestos catalogados como
disruptores endocrinos presentan alta afinidad por ellos y que los mismos han sido
identificados en estudios anteriores como una de las principales fuentes de
contaminantes estrogénicos persistentes (Peck et al., 2004). Por otra parte, cabe resaltar
que varios productos fitosanitarios reconocidos como disruptores endocrinos han sido

detectados en agua y peces en el rio Uruguay (CARU, 1992; 1993).
Para el estudio fue seleccionada una bateria de biomarcadores, la cual comprendio

sefiales de alarma temprana (concentracion de vitelogenina plasmatica) y tardia (factor

de condicion, indices hepato y gonadosomatico y cortes histologicos de gonadas). Dicha
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bateria fue evaluada en condiciones de laboratorio, exponiendo individuos juveniles de

Cyprinus carpio a sedimentos procedentes de diferentes sectores del rio Uruguay.

2.3. Fundamentacion

La presencia de vitelogenina, proteina estrogeno-inducible, en plasma indica una
concentracion interna elevada de compuestos estrogénicos, tanto de origen enddgeno
como exdgeno (xenoestrogenos) (Heppell, 1995). Es por esta razén que, la presencia de
concentraciones detectables de vitelogenina en plasma de machos o de individuos
inmaduros ha sido propuesta como biomarcador de exposicion a compuestos
xenoestrogénicos (Heppell, 1995; Folmar et al., 1996; Bachmann, 2002; IPCS, 2002;
Vega-LO6pez et al., 2005).

En tal sentido, varios estudios han demostrado la interferencia de diversos compuestos o
mezcla de estos sobre el funcionamiento del sistema endocrino. Tal es el caso, donde
ejemplares machos de Cyprinus carpio capturados en el canal del efluente de una planta
de tratamiento de residuos domeésticos, presentaban niveles de vitelogenina plasmatica
significativamente elevados (Folmar et al., 1996). Asi mismo, numerosos autores han
detectados similares efectos con otras especies icticas expuestas a otras fuentes de
emisién, como por ejemplo efluentes de plantas de celulosa y papel (Jobling et al.,
1993; EPA, 1997; Colborn y Thayer, 2000; Guillette, et al. 2000; Munkittrick et al.,
2000; Vos et al., 2000; Devlin et al., 2002; Sole et al., 2002; Lavado et al., 2003; Porter
et al., 2003; Carballo et al., 2004; Diniz et al., 2005; Orrego et al., 2005; Garcia-Reyero
et al., 2006; Liao et al., 2006). Dichos efectos pueden conducir a alteraciones en la
estructura de las tramas tréficas, provocando cambios en los flujos de transferencia de
materia y energia desde y hacia el ecosistema acuético. Pueden ademas provocar una
reduccion del stock o una pérdida en la calidad de especies comercialmente explotables,
por la acumulacion de xenobidticos en tejidos (bioacumulacion y/o biomagnificacion)
(Pombo y Castro, 2005; Rivas, 2005).

En cuanto a los biomarcadores a nivel de érganos (indice gonadosomatico - IGS y
hepatosomatico - IHS), éstos reflejan la dinamica de la utilizacion de la energia por
parte de los organismos y cambios en ellos denotan una alteracion del balance
energético. En el caso del IGS, los cambios en éste indice se relacionan directamente

con el sexo, edad y estadio reproductivo (Smith, 2004). Por tanto, una aceleracion de la
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maduracion de las células gonadales por exposicidn a xenoestrogenos, se vera reflejada
en un incremento del IGS y viceversa. Mientras que los cambios en el IHS, estan
vinculados a alteraciones en las principales funciones que cumple el higado como la
sintesis y degradacion de hormonas vy, la detoxificacion de xenobidticos. En tal sentido,
la exposicion a xenobidticos puede provocar un incremento del tamafio del higado
(Eguren, 1997).

Si bien a través de los cambios en los indices somaticos es posible evidenciar la
existencia de efectos, no es posible dilucidar el o los mecanismos por los cuales se
genero dicho cambio. En tal sentido, mediante el analisis de cortes histoldgicos de
gonadas es posible determinar si el aumento en el tamarfio es debido, por ejemplo, a una
aceleracion en la maduracion de las células reproductivas inducida por la exposicion a

Xenoestrogenos.

Finalmente, el factor de condicion refleja el grado de adaptabilidad del organismo al
medio, en términos de un adecuado balance energético entre las necesidades fisioldgicas
y el incremento de la biomasa corporal. Por tanto, la exposicion a estresores naturales o
artificiales provocara cambios en el almacenamiento y transferencia de lipidos y
proteinas tendientes a contrarrestar el efecto del estresor en desmedro del aumento del

peso corporal (Gonzalez et al., 2002).

En relacion a la especie seleccionada, Cyprinus carpio “carpa comun” (Linnaeus,
1758), es un pez teledsteo perteneciente a la familia Cyprinidae. Especie originaria de
Asia con una gran capacidad de adaptacion a diferentes medios, ha sido ampliamente
introducida a nivel mundial. En nuestro pais, la introduccién fue realizada con fines
comerciales en la década del 60 proveniente de Brasil (DINARA, 2006). Presenta
amplios rangos de tolerancias de temperatura (12 - 32°C) y acidez (pH 5 — 10), resiste
bajos niveles de oxigeno disuelto (1-2 mg/l) y elevada turbidez. Posee habitos

alimenticios omnivoros, principalmente bent6fagos (Smith, 2004).

Sobre sus caracteristicas reproductivas, esta especie alcanza su madurez sexual entre los
18 meses y dos afios de vida, dependiendo principalmente de la temperatura del agua.
Segun la clasificacion de Balon (1975,1984) su estrategia reproductiva es la de “especie

no cuidadora”. Es decir, desovan en sustrato abierto (principalmente asociado a plantas
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acuaticas) y no realizan ningun cuidado parental de los huevos (DINARA, 2006; Smith,
2004; Vazzoler, 1996). Si bien esta especie no posee dimorfismo sexual aparente
durante la mayor parte de su ciclo vital, en la época de reproduccion las hembras
presentan una distension y alargamiento del abdomen a diferencia de los machos que
presentan un cambio de coloracion (oscurecimiento) y se pueden observar tubérculos en
la cabeza y en las aletas pectorales (Smith, 2004). La diferenciacion gonadal de esta
especie se encuentra dentro de la categoria de gonocorista diferenciado, comenzando a

los 50 dias post-nacimiento (Gimeno et al., 1998; Bongers et al., 1999).

La OECD (Organizacion para la Cooperacion Economica y el Desarrollo) y la EPA
(Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos) consideran a Cyprinus carpio
como buena especie bioindicadora para la evaluacion de los efectos de disrupcién
endocrina y ya ha sido usada en varios estudios (Folmar et al., 1996; Gimeno et al.,
1998a; Gimeno et al., 1998b; Schwaiger et al., 2000; Sole et al., 2002; Lavado et al.,
2003;Carballo et al., 2004; Diniz et al., 2005). Esto ultimo permite la comparacion de
los resultados obtenidos con aquellos generados en otros estudios.

Finalmente, cabe resaltar que es cultivada en nuestro pais por el Departamento de
Acuicultura de la DINARA (Direccion Nacional de Recursos Acuéticos), lo que facilita
la obtencidon de individuos pertenecientes a la misma cohorte, libres de malformaciones
0 parésitos externos y con tallas homogéneas, requisitos necesarios para la realizacién

de ensayos de laboratorio.
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3. HIPOTESIS

En base a los antecedentes mencionados, la hipétesis bajo la cual fue desarrollado el

estudio fue la siguiente:

H: Los sedimentos del rio Uruguay provocan efectos en el sistema endocrino en peces
expuestos a ellos, mayormente a nivel reproductivo, debido a la descarga de compuestos

quimicos producto de las actividades antropicas desarrolladas en su cuenca.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la mezcla de compuestos quimicos presentes en sedimentos del Rio
Uruguay genera cambios significativos en parametros morfométricos y reproductivos en

juveniles de Cyprinus carpio.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar los efectos de la exposicion cronica a sedimentos sobre los
biomarcadores seleccionados (niveles de vitelogenina plasmatica, cortes
histoldgicos, indices somaticos y factor de condicion) en juveniles de C. carpio.

b) Establecer las posibles relaciones de causalidad entre actividades antropicas,

compuestos quimicos descargados y efectos en peces.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Sectores del rio Uruguay evaluados

Los sedimentos para la realizacion del ensayo fueron extraidos del rio Uruguay, en
sectores representativos de las diversas actividades antropicas desarrolladas en la cuenca
(Figura 3):

a) Paysandu: desembocadura del Arroyo Sacra. En este arroyo son vertidos los
efluentes domiciliarios e industriales de la ciudad de Paysandu (S. 32°19' W
58°06")

b) Nuevo Berlin: ubicado al Norte de la ciudad de Fray Bentos. Esta zona
presenta un importante uso agricola, especialmente monocultivos de soja y
forestales. Por otra parte, segun estudios hidraulicos, realizados en virtud de
la instalacion de una planta de celulosa en la ciudad de Fray Bentos, ésta
zona no estaria influenciada por la pluma del efluente. Por tanto, podria ser
considerado como punto de pre impacto en futuros monitoreos (S 32°59' W
58°04").

c) Las Canfas: ubicado al Sur de la ciudad de Fray Bentos, es una importante
area turistica de la zona y principal balneario del departamento de Rio
Negro. Por otra parte, cabe resaltar que frente al balneario se encuentra uno
de los canales méas antiguos del rio, Canal del Indio, donde fueron colectados
los sedimentos (S 33°15' W 58°16").

d) Juan Lacaze: ubicado en el Rio de la Plata interior (Departamento de
Colonia). Este sector fue considerado como control positivo, dado que recibe
la descarga del efluente de una planta de celulosa (S 34°26' W 57°27").
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Figura 3: Sectores del rio Uruguay evaluados en el ensayo.

Las muestras de sedimento fueron obtenidas mediante una draga Eckman, transportadas
al laboratorio a 4°C. Posteriormente se determind mediante calcinacion la proporcion de
carbono orgénico de cada muestra. Cabe resaltar que de trabajos realizados
anteriormente se conoce que en los sitios muestreados los sedimentos presentan textura
arenosa (Botnia, 2004; Cotec, 2005; DINAMA, 2007). Finalmente fueron almacenados

a—20°C hasta la realizacion del ensayo de toxicidad (Figura 4).

Figura 4: Extraccion de sedimentos.
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6.2. Disefio Experimental

Individuos inmaduros (3 meses) de Cyprinus carpio fueron obtenidos en la Estacion
Experimental de Villa Constitucion (Depto. de Salto) de la DINARA. Los mismos
fueron transportados en bolsas plésticas, a las cuales se les inyectd oxigeno y colocados

en conservadoras con hielo.

Una vez recepcionados en el laboratorio se registrd peso total (g), longitud total y
estandar (cm) de la totalidad de los individuos. Posteriormente fueron aclimatados
durante 15 dias en acuarios con agua declorada, la que fue renovada cada dos dias. La
densidad de individuos en cada acuario fue de 1cm/l (pez/agua). Durante el periodo de
aclimatacion asi como también durante el ensayo, fueron alimentados ad libitum con
alimento comercial (Marplatense S.A) y fueron mantenidos en condiciones controladas

de temperatura (22 +/- 1°C) y porcentaje de oxigeno disuelto (89 +/- 1%).

Cuarenta y ocho horas previo al inicio del ensayo, los sedimentos colectados fueron
colocados en peceras de 30 litros en una relacion 1:10 (sedimento/agua), a los efectos de
permitir la decantacion de los mismos. Cada uno de los tratamientos (sectores del rio)
fue analizado por triplicado (total 12 peceras) y ademas se incluyeron tres peceras con
agua declorada y sin sedimentos (control negativo). En cada una de las peceras fueron
colocados 4 individuos sorteados al azar, los cuales fueron pesados y medidos al inicio
del ensayo. La ubicacién espacial de los tratamientos y de los controles fue establecida
al azar (Figura 5), mediante el uso de una tabla de nimeros aleatorios. El tipo de ensayo
realizado fue semi-estatico, con recambio de agua cada siete dias y un tiempo de

exposicion de 30 dias.
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‘ Nuevo Berlin Control Paysandli  Juan Lacaze Las Cafias

Nuevo Berlin Paysandu Control Juan lLacaze Las Cafias
Control Paysandu Las Cafas Juan Lacaze  Nuevo Berlin

Figura 5: Disefio experimental

6.3. Factor de condicion e Indices sométicos (IGS e IHS)

Los indices somaticos fueron calculados en funcidon de los siguientes pardmetros
morfométricos: peso corporal (g), peso del higado (g) y peso de la goénada (g). Para el
factor de condicién e indice gonadosomatico fueron evaluados todos los individuos;
mientras que para el indice hepatosomatico se realiz6 un sorteo de entre 4 y 7
individuos por tratamiento.

Para el caso del factor de condicidn, en primera instancia se analiz6 la relacién peso-
largo (curva log-log) a partir de la cual se obtuvo la pendiente. Dicho valor fue la

potencia (p) utilizada para el calculo de dicho factor en la ecuacion Ec.1.

K = (peso/largo estandar P) x100 (ec. 1)

Las formulas para el célculo de los indices fueron:

indice Gonadosomatico I1GS = (peso de la gonada/ peso del organismo) x 100 (ec. 2)
indice Hepatosomatico IHS = (peso del higado/ peso del organismo) x 100 (ec. 3)
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6.4. Cortes histoldgicos

Para la realizacion de cortes histoldgicos, fueron sorteados al azar 4 individuos de cada
tratamiento y de los controles. Los mismos fueron sacrificados por dislocamiento
cervical y se les extrajo la gbnada. Esta fue pesada y preservada en formol al 10% en
buffer fosfato pH 7.4 (fijacion). Luego el tejido fue deshidratado, mediante el pasaje por
alcohol 70°, 96°, 100° y cloroformo, e incluido en parafina. Los cortes fueron realizados
utilizando un micrétomo Reichert-Jung a 5 um. Finalmente fueron re-hidratados y
teflidos con hematoxilina y eosina de Harris y analizados en un microscopio éptico
Olympus Vanox con oculares 10x, 20x y 40x (Berois, 2004; Smith, 2004; Aimale et al.,
2006).

6.5. Determinacion de vitelogenina plasmatica

Una vez finalizado el tiempo de exposicion se extrajo, mediante puncion caudal, una
muestra de sangre utilizando jeringas heparinizadas (solucion de heparina de 20
unidades/ml). Con la sangre fue realizada una muestra compuesta por pecera (4
individuos), colocada en tubos eppendorf y preservada a 4°C hasta la extraccion del
plasma (NIWR, 2001; EMERGE, 2002; Biosense Laboratorios, 2004).

La separacion del plasma se realizd por centrifugacion (Universal 32R, Hettich
zentrifugen) a 1500 rpm durante 10 minutos y fue preservado en tubo eppendorf a -20°C
hasta la determinacion de vitelogenina (NIWR, 2001; EMERGE, 2002; Biosense
Laboratorios, 2004).

La determinacion de niveles de vitelogenina se realizO mediante la técnica de
inmunoensayo de unién enzimatica ELISA (por sus siglas en inglés), utilizando kits
especificos para vitelogenina de carpa (Biosense Laboratorios, prod N° V01003402).

Las muestras de los tratamientos (3 pool por tratamiento) fueron sembradas en 3
diluciones (1:50, 1:5000 y 1:500000), mientras que los controles fueron sembrados con

una unica dilucion 1:20 (figura 6).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A| SR S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11
SR S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11
11 11 2 3.3 4.1 4.1 5.2 52 6.3 7 8.2 8.2
1.2 1.2 3.1 3.1 4.2 4.2 5.3 6.1 6.1 7 8.3 9.1
E 1.3 2 3.2 3.2 4.3 51 5.1 6.2 6.2 8.1 8.1 9.2

9.3 10.1 10.1 11.2 11.2 12.3 131 13.1 14 15.3

G 9.1 10.2 10.2 11.3 12.1 12.1 13.2 13.2 15.1 15.1

H 9.2 10.3 11.1 111 12.2 12.2 13.3 14 15.2 15.2

Figura 6. Sembrado en placa ELISA.

SR: posillo sin reaccion de unién especifica (control negativo de reaccion)
S1 - S11: estandares 1-11 (0.24 - 250 ng/ml Vtg)

.1 corresponden a réplicas de dilucion 1:50

.2 corresponden a réplicas de dilucion 1:5000

.3 corresponden a Unica siembra de dilucion 1:500000

La lectura de la placa de ELISA fue realizada en un espectrofotometro (Biorad 680
Microplate Reader) a 492 nm. Las concentraciones de vitelogenina fueron calculadas a
partir de la ecuacion obtenida de la curva de calibracion y expresadas en ug/ml.

(Biosense Laboratorios, 2005).
6.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados por diferentes métodos estadisticos, en

funcion de las propiedades de los pardmetros determinados o calculados (indices o

porcentajes) (Tabla 2).

Tabla 2: Analisis estadistico

Factor de condicion Peso/largo
Tamario gonadal ANCOVA Goénada/peso
Tamario del higado Higado/peso
Vitelogenina ANOVA

En primer lugar se realizo el test de Grubbs para la determinacion de valores extremos.

En dicho test se calcula el parametro Z con la siguiente formula (GraphPad Software):
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|mean — value |
=D
Luego de obtenido el valor se compara con una tabla de valores criticos de Z realizada

en funcién del nimero de muestras. Los valores que pueden ser descartados son
aquellos en los que el valor de Z calculado sea mayor al tabulado lo cual indica un
alejamiento del valor de la media de la serie de datos.

Para cada variable fue probada la normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov,
y la homogeneidad de varianza mediante el test de Levene. Los andlisis estadisticos
fueron realizados utilizando el programa STATISTICA 6.0 y en el caso de analisis no
paramétricos se realizo el test de Kruskal-Wallis en dicho programa en combinacion con
el Bioestat 5.0 para la realizacion del test Post Hoc Student-Newman-Keuls. Los
andlisis Post Hoc de los test paramétricos fueron realizados utilizando Tuckey o HSD

unequal n, segun el nimero de datos de cada analisis.
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7. RESULTADOS

En primer instancia cabe sefialar que, durante el periodo de aclimatacion y en el
transcurso del ensayo no se registr6 mortalidad. Por otra parte, el peso y largo estandar
de los individuos al inicio del ensayo fue de 9.0 + 3.2 g y 7.2 £ 0.9 cm, mientras que al
finalizar se observa una reduccion en sus valores medios resultandoen 7.5+ 2.9 gy 6.8

+ 0.9 cm, respectivamente.
7.1. Factor de Condicion e Indices somaticos (IGS e IHS)

A partir del peso total (g) y largo estandar (cm) inicial de los individuos empleados en el
ensayo (n=60), se obtuvo el coeficiente alométrico para el calculo del factor de
condicién (Figura 7).

log peso =-1,5799+2,9138*LogLst

Log Peso total

0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00

Log Largo estandar

Figura 7: Relacién Log Peso total vs. Log Largo estandar. r’= 0.8654

En la Figura 8 se presentan los resultados del factor de condicion, en cada uno de los
tratamientos y en el control.
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Factor de condicion
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Figura 8: Comparacion del factor de condicion entre tratamientos y grupo control. n = 12 (n° de
individuos) en todos los tratamientos incluido el control

El analisis del efecto de los tratamientos sobre el peso total (considerando el largo

estandar como co-variable -ANCOVA), no mostré diferencias estadisticas significativas

entre los tratamientos y el grupo control; asi como entre los tratamientos (Figura 9).
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Figura 9: Variacién del peso en funcién de los tratamientos (ANCOVA Covariable: largo estandar).
Barras verticales: intervalo de confianza de 95%.
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En cuanto a los indices somaticos, dado que el peso corporal no presentd diferencias

significativas, el efecto del sitio se evalu6 mediante un analisis de varianza del peso de
la génada (p=0.521, ANOVA) o del higado (p=0.805, ANOVA), segln el indice.

Como se observa en la figura 10, los valores maximos para el indice gonadosomatico

fueron obtenidos en Nuevo Berlin (media 1.11 y desvio estandar 0.97) y Las Cafas
(media 0.862 y desvio estandar 0.580).

Indice Gonadosomatico

Figura 10:
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Control Paysande Nvo Berlie Las Catas Juan Lacaze

Tratamiento

Comparacién del indice gonadosomatico entre los tratamientos y control.

Ademas, los resultados del andlisis de la variacion del peso de la génada (test Post Hoc

Student-Newman-Keuls) mostraron que ambos tratamientos presentan diferencias

significativas con el control (p=0.01 y 0.02 respectivamente); asi como también con

Paysandu (p=0.02 y 0.04 respectivamente) (Figura 11).
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Kruskal-Wallis - Diferencias entre las
medias

e e

1- Control, 2- Paysandi, 3- Nuevo Berlin, 4- Las Caifias, 5- Juan Lacaze

Figura 11: Diferencias significativas del peso de la génada entre los tratamientos (Andlisis de varianza no
paramétrico Kruskal-Wallis p=0.02). ns= no significativo

En relacion al indice hepatosomatico, como se observa en la figura 12, los valores
maximos del indice fueron registrados en Juan Lacaze (media 2.49 y desvio estandar
0.43).
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Figura 12: Comparacion del indice hepatosomatico entre los tratamientos y control

Este tratamiento present6 diferencias significativas con el sitio control y con Las Cafias
(test Post Hoc HSD n desigual, p=0,04y 0.02 respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13: Variacion del peso del higado en funcion de los tratamientos (ANOVA).
Barras verticales: intervalo de confianza de 95%. Letras diferentes indican diferencias significativas
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7.2. Cortes histoldgicos

En relacion a la determinacion del sexo, en la tabla 3 se presentan los resultados
obtenidos. Cabe recordar que esta especie es gonocorista diferenciada (50 dias post
eclosion) y que al comienzo del ensayo los individuos tenian 3 meses, por lo que los

individuos ya estaban diferenciados.

Tabla 3. Distribucién porcentual de sexos por tratamiento

Tratamiento Machos | Hembras

Control 33% 67%
Paysandu 67% 33%
Nuevo Berlin | 25% 75%
Las Caras 25% 75%

Juan Lacaze 100% -

En la figura 14 se observan cortes histoldgicos de tejido gonadal de machos y hembras
de cada tratamiento. Mientras que en la siguiente (Figura 15) se observa la presencia de
oocitos en tejido testicular (testis-ova) en los sitios de Paysandi y Juan Lacaze, lo que
es ampliamente remarcable.

Como se observan en la figura 14, el grado de desarrollo en todos los tratamientos lo
oocitos, segun la clasificacion realizada por Smith, 2004, se encuentran en la misma
etapa, pre vitelogénica en el estadio peri-nucleolar. No fueron observadas diferencias
significativas en relaciéon al tamafio de los oocitow(rango grupo control: 59-114 um;
rango Paysandu: 79-113 um; rango Nuevo Berlin: 66-109 um; rango Las Cafias: 74-116
um); ni en la cantidad de los mismos dentro del campo visualizado. En cuanto al
desarrollo testicular, este en general no tiene una diferenciacion clara y es posible
solamente observar un retardo en la madurez, con respecto al control, en la mayoria de
los tratamientos. Este retardo se observa por una disminucion en el nimero de acimulos

de espermatocitos primarios (El), dentro de la extension del corte realizado.
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Figura 14. Fotografias de cortes histologicos de
gbnadas en cada uno de los tratamientos a)
Control, b) Paysandd, c) Nuevo Berlin, d) Las
Cafias y e€) Juan Lacaze. 1) Imagenes
pertenecientes a machos fotografiados con ocular
10x, Il) mismos individuos fotografiados con
ocular 20x, ) pertenecen a hembras
fotografiados con ocular 10x, I1V) mismos
individuos fotografiados con ocular 20x.
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Figura 15. Fotografias de cortes histolgicos de individuos con intersexo a) Paysandi y b) Juan Lacaze.

El= nicleos de espermatocitos I. Las flechas, en las fotografias de oculares 20x y 40x, muestran la
ubicacion de los oocitos dentro del tejido testicular.
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7.3. Niveles de vitelogenina plasmatica

En la figura 16 se presenta la curva estandar de vitelogenina, a partir de la cual se
obtuvo la ecuacion para el célculo de las concentraciones de dicha proteina para cada

tratamiento.

Log Abs vs Log Concentracion y = 0,7989x - 1,3539

R? = 0,9872

1,000
p s
s 0.000 ‘ ‘ ‘
IS ' )
£ -1,000 0,000 1,00 2,000 3,000
?
2
o -1,000 -
(@]
— p

/
-2,000

Log Concentracién

Figura 16. Curva estandar de vitelogenina de Cyprinus carpio. Concentraciones 0,24 a 250 ng/ml

Como se observa en la figura 17, los niveles de vitelogenina plasmatica muestran un
incremento a lo largo del gradiente latitudinal (Paysandu a Juan Lacaze), acompafiado

de una reduccién en la dispersion de los valores.
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Figura 17: Comparacion de los niveles de vitelogenina plasmatica entre los tratamientos y control (n=3
para cada tratamiento).

Si bien se observa una clara tendencia al aumento del valor medio de la concentracion
de vitelogenina (media control= 0.360 y media Juan Lacaze= 9.989), s6lo muestran
diferencias significativas los tratamientos de Juan Lacaze y Las Cafas con el Control
(test Post Hoc Tuckey HSD, p= 0.02 y 0.04 respectivamente) (Figura 18). Esto podria
estar asociado a la amplitud del rango de valores registrados, asi como al bajo nimero
de réplicas por tratamiento.
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Figura 18: Variacion de los niveles de vitelogenina plasmatica entre tratamientos (ANOVA).
Barras verticales: intervalo de confianza de 95%. Letras diferentes indican diferencias significativas

33



8. DISCUSION

Durante todo el periodo del ensayo no se produjeron muertes de individuos en ninguno
de los tratamientos evaluados, lo cual valida el ensayo en referencia al registro de
mortalidad.

Antes de pasar a la discusion de los resultados obtenidos es importante destacar cuales
son las caracteristicas de los sedimentos empleados. De todos los sitios muestreados, l0s
sedimentos tienen textura arenosa con contenidos variables de materia organica
(Paysandu: 1.2-2.3%; Nuevo Berlin: 3.1-3.6%; Las Cafas: 1.4-2.4%; Juan Lacaze: 0.9-
1.7%) y de otros compuestos analizados en trabajos anteriores (incluidos compuestos
como PCBs, PAHSs, etc.) (Botnia, 2004; Cotec, 2005; DINAMA, 2007). En relacion a la
materia orgénica hay que destacar que no solo hay diferencias en cantidad sino en la
diferencia de fuentes de la cual proviene ya que los aportes que recibe en cada caso son

muy diferentes entre si.

El factor de condicion mostrd valores superiores en la totalidad de los tratamientos
respecto al grupo control, sin embargo las diferencias no son estadisticamente
significativas. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Orrego et al., 2005 quien
realizara una exposicion en condiciones controladas de laboratorio de hembras de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) a sedimentos provenientes de &reas de descarga de
plantas de celulosa.

El incremento corporal observado en los tratamientos podria deberse a un aporte de
nutrientes desde los sedimentos hacia la columna de agua (Figura 9). En tal sentido,
estudios realizados por Sandstrom (1996), indican que peces colectados aguas abajo del
vertido de efluentes domiciliarios o industriales poseen una mayor disponibilidad de
nutrientes que aquellos procedentes de areas control, lo que se refleja en un mayor
crecimiento corporal general. Esto concuerda con los resultados obtenidos en Juan
Lacaze y Paysandl (maximos valores del factor de condicién), dado que dichos sectores
del rio Uruguay reciben la descarga de efluentes domésticos y/o industriales, con escaso
o nulo tratamiento. En relacién a esto, la CARU en su informe de 1993 ya expresa que
en el caso de los nutrientes, existe un marcado aumento de fosfatos en el entorno de la
ciudad de Paysandu con respecto a los restantes sitios muestreados en la campafia 1989-

1990. En lo que refiere a Juan Lacaze, sumado al aporte del efluente de la planta de
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celulosa de su costa, esta misma comisién en su jornada sobre recursos acuaticos
realizada en el afio 1999 plantea la gran acumulacion de sedimentos en el tramo final
del rio Uruguay y al comienzo del Rio de la Plata con alto contenido en materia
organica.

A diferencia del factor de condicion, el 1GS no solo mostré los valores menores en los
grupos control, sino también en el tratamiento Paysandd. Ademas, se observo un claro
efecto de los tratamientos sobre el peso gonadal, registrandose un aumento significativo
en los tratamientos Nuevo Berlin y Las Cafas (Figura 11). Los resultados de este indice
en anteriores trabajos muestran en general una disminucion del mismo frente a la
exposicion a compuestos xenoestrogenicos de diferentes fuentes de emision (Bachmann,
2002; Hassanin et al, 2002). Sin embargo en el trabajo realizado por Orrego et al (2005)
donde evalla este indice en individuos expuestos a sedimentos provenientes de areas de
descarga de efluentes de plantas de celulosa, se observa un aumento del mismo. En el
presente estudio, no se encontraron diferencias significativas del IGS en el tratamiento
de Juan Lacaze (tratamiento de exposicion a efluentes de este tipo de industria),
presumiblemente por un mayor destino energético al aumento en masa corporal. Los
valores significativamente mayores en las gonadas de los individuos en los tratamientos
Nuevo Berlin y Las Carfias pueden deberse a compuestos provenientes de la produccion
intensiva de soja desarrollada en la zona. Burow et al. (2004) mostraron que las
isoflavonas (fitoestrogenos), compuestos producidos en este tipo de cultivos como
mecanismo de defensa contra la herbivoria y potenciales patdgenos o liberados al suelo
para facilitar la simbiosis con bacterias Rhozobium sp. (quimitaxis), tienen la capacidad
de unirse a receptores estrogénicos y generar efectos a nivel reproductivo, y si bien en
otros estudios esto repercute negativamente en el indice, en el presente trabajo el efecto
es inverso. No hay datos de éstos compuestos en sedimentos, pero si se conoce la
presencia de otros compuestos conocidos como disruptores endocrinos (PCBs, PAHSs,

fenoles, etc.) en sedimentos analizados en la ciudad de Fray Bentos (DINAMA, 2006).

El IHS, a diferencia del factor de condicion y del I1GS, registr6 los valores menores en
Las Carias (Figura 13). Por otra parte, se observé un efecto de los tratamientos sobre el
peso del higado, registrandose un aumento significativo en el tratamiento de Juan
Lacaze. Este incremento, de acuerdo con anteriores estudios, podria asociarse a la
descarga de un efluente de una planta de celulosa ubicada cercana al sitio de muestreo.
Dicha planta, al momento de la toma de muestras, utilizaba cloro elemental como

agente de blanqueo, lo que genera efluentes con alta carga de compuestos capaces de
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producir este tipo de efectos por induccion de sistemas enzimaticos vinculados a la
detoxificacion (Boer y Brinkman, 1994; De Matteis, 1994; Karels et al, 2000; Karels et
al., 2001). Segun informes remitidos por la propia empresa el efluente libera
diariamente en promedio: 8.3pg/l de dioxinas totales, 191.4 pg/l de furanos totales, 21.2
mg/l de AOX, entre otros compuestos con diferentes grados de toxicidad (Cotec, 2005),
que dadas su caracteristicas de solubilidad se adsorben a los sedimentos y por tanto en
el ensayo realizado los individuos expuestos a estos sedimentos estuvieron expuestos a

tales compuestos.

Numerosos estudios han sefialado que la exposicion a este tipo de efluentes provoca la
induccidn del sistema de mono-oxigenasas de funcion mixta (MFO), las cuales cumplen
funciones de detoxificacién y que la mayor actividad de estas enzimas ocurre a nivel
hepético (Munkittrick et al., 1992; Boer y Brinkman, 1994; De Matteis, 1994; Fossi et al.,
1995; Munkittrick et al., 2000). Esta induccion ha sido observada en organismos
expuestos a diversos tipos de efluentes de plantas de celulosa ya sea que utilicen o no
cloro elemental (Martel et al., 1996, Williams et al., 1996, Coakley et al., 2001). Esta
mayor actividad de detoxificacién puede conducir a un incremento de componentes de
la maquinaria de sintesis proteica (por ejemplo reticulo endoplasmatico) (Karels et al.,
2000) y a una disminucidn de las reservas energéticas del tejido hepatico (acimulos de
lipidos), generando cambios en el tamafio del higado (Eguren, 1997). Estos procesos
actGan en direcciones opuestas, es decir la proliferacion del reticulo endoplasmatico
conduce a un aumento del tamafio de los hepatocitos; mientras que el consumo de los
acumulos de lipidos reduce el tamafio citoplasmatico de las células hepaticas. Esto
ultimo podria estar explicando, la disminucion del higado en Las Cafias respecto al
control y los restantes tratamientos. Sin embargo, el trabajo realizado por Orrego et al
(2005) mostr6 un leve descenso del indice, aunque sin con relevancia estadistica,
explicando este resultado y el de los restantes biomarcadores utilizados en el mismo, por
un marcado efecto de efluentes de plantas de celulosa a nivel, Unicamente, del sistema

reproductivo.

En relacion a los cortes histologicos de gonada, el resultado mas relevante es la
presencia de testis-ova (oocitos en tejido testicular) en un ejemplar, de los 4 analizados,
de los tratamientos de Paysandl y Juan Lacaze. Esta presencia concuerda con trabajos
anteriores donde se constatd la aparicion de estos efectos en individuos de Cyprinus

carpio expuestos a compuestos estrogénicos provenientes tanto de vertidos
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domiciliarios (Paysandu) como de efluentes de industrias (Juan Lacaze) (Gimeno, et al.,
1998a; Kiparissi et al, 2003). En el caso de Paysandu se observa, en la dimension del
corte realizado, la presencia de un oocito funcional (peri-nucleolar) dentro del tejido
testicular. Mientras que en el caso de Juan Lacaze el nimero testis-ova es mayor (Figura
15). Debe recordarse que esta especie es gonocorista diferenciada (50 dias post
eclosion) y que el ensayo se realizé con individuos de 3 meses con lo cual ya se

encontraban completamente diferenciados al momento del inicio del mismo.

Otro aspecto a sefialar, en funcion de los cortes histolégicos, es que la relacion de sexos
en los tratamientos y grupos control varié sustancialmente (Tabla 3). Esto podria
explicar las diferencias encontradas en el IGS, ya que los tratamientos que mostraron un
tamafo gonadal significativamente mayor (Nuevo Berlin y Las Cafias) presentaron un
alto porcentaje de hembras (75%) y tal como lo expresa Sandstrom, 1996 los efectos en

los indices para el caso de machos resultan significativamente menores que en hembras.

A diferencias de otros trabajos realizados en similares condiciones, no se observaron
diferencias en el estadio del desarrollo de los oocitos (Bachmann et al., 2002; Kiparissi
et al., 2003; Orn, 2006). Observandose todos en la misma etapa de desarrollo
correspondiente a la pre vitelogenica en el estadio peri-nucleolar, no encontrandose
diferencias en relacién al tamafio de oocitos dentro del campo visualizado. Por lo cual
podria tratarse solamente de un crecimiento trofopldsmico pero no protoplasmico, esto
podria comprobarse aumentando el tiempo de exposicién para observar si existen

cambios en los estadios en los individuos con mayor numero de células.

Los resultados obtenidos en los niveles de vitelogenina plasmatica indican un marcado
efecto de los tratamientos, observandose un incremento de las concentraciones a lo
largo del gradiente longitudinal (Paysandd a Juan Lacaze). Sin embargo sélo se
observaron diferencias significativas en los tratamientos de Las Cafas y Juan Lacaze.
En el primero de ellos, el aumento puede deberse al aporte de fitoestrégenos desde areas
agricolas circundantes. Mientras que en el caso de Juan Lacaze, donde se encuentran los
valores medios mayores, puede asociarse a la descarga de la planta de celulosa. En tal
sentido, varios trabajos a nivel mundial han documentado el incremento de vitelogenina
plasmatica en individuos juveniles expuestos a efluentes de plantas de celulosa, (Karels
et al., 2000; Karels et al., 2001; Orrego et al., 2005).
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Al analizar conjuntamente los biomarcadores evaluados en cada tratamiento, se observa
que los sedimentos procedentes de Paysandu aumenta la disponibilidad de nutrientes
favoreciendo el incremento de la biomasa corporal general y que los mismos contienen
compuestos capaces de generar cambios a nivel reproductivo, los que se reflejaron a
nivel celular con la aparicion de testi-ova. Sin embargo, no han generado efectos a nivel
de drganos blanco (IGS) ni tampoco a nivel bioquimico-molecular (concentracion de
vitelogenina plasmatica). La no modificacion en el tamafio gonadal, combinado con el
incremento en el uso y almacenaje de energia, asi como la presencia de testis-ova, y
puede ser interpretado como una disrupcion metabdlica o una disrupcion endécrina
(Van der Kraak et al., 1992).

En el caso de Nuevo Berlin, fue el tratamiento que mostr6 menores efectos en los
biomarcadores evaluados, registrandose diferencias significativas respecto al control

solamente en el peso gonadal (a nivel de 6rgano).

Los sedimentos de Las Carfias, generaron cambios significativos a nivel de 6rganos
blanco (aumento del IGS y disminucién del IHS) asi como también a nivel bioquimico-
molecular (aumento de vitelogenina plasmatica). Esto estaria indicando que los
sedimentos de Las Cafias presentan compuestos capaces de generar disrupcion

endocrina en diferentes niveles de organizacion jerarquica.

Finalmente, los sedimentos de Juan Lacaze fueron los que generaron mayores cambios
en los biomarcadores estudiados, confirmandose de esta forma su inclusién en el
bioensayo como un control positivo. Cabe destacar que, si bien los resultados denotan
una exposicion a compuestos que generan disrupcion endocrina (presencia de tesitis-
ova, aumento del IHS y de los niveles de vitelogenina plasmatica), no se detectaron
efectos a nivel de o6rgano (gonadas). En tal sentido, dada la variedad de factores y
mecanismos que interactian en la regulacion de procesos a diferentes niveles de
organizacion jerarquica, los efectos a nivel de molecular no siempre se corresponden
con las respuestas observadas niveles superiores y viceversa (Mc Master et al,.1991;
Munkittrick et al., 1992).
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9. CONCLUSIONES

En funcién de los resultados obtenidos para los diferentes biomarcadores analizados se
comprueba la hipotesis planteada. Las actividades desarrolladas en el area de estudio
(actividades agricolas, industriales y urbanizacion) liberan compuestos que, adsorbidos
a los sedimentos, generan efectos de disrupcion enddcrina a nivel del sistema

reproductivo en los peces expuestos en condiciones de laboratorio.

Se observaron efectos en todos los sitios evaluados en diferentes magnitudes y a
diferentes escalas dentro de los niveles organizacionales en comparacion con los grupos

control, y son resumidos en el siguiente cuadro:

Tratamiento
Paysanda Nuevo Berlin Las Canas |Juan Lacaze
Biomarcador (Industrial Urbano) (Agricola) (Agricola) (Industrial)
Niveles V 17 veces mayor 18 veces mayor 23 veces mayor 28 veces mayor
ve e‘? _ tg estadisticamente no | estadisticamente no estadisticamente |estadisticamente
plasmatica significativo significativo significative significative
+9% +2% +H).5% +9.5%
K estadisticamente no | estadisticamente no | estadisticamente no |estadisticamente na
significativo significativo significativo significativo
9% +151% +72% +11%
IGS estadisticamente no | estadisticamente estadisticamente |estadisticamente ng
significativo significative significative significativo
+33% +41% 28% +100%
IHS estadisticamente no | estadisticamente no | estadisticamente no | estadisticamente
significativo significativo significativo significativo
) i ; Testis-ova No testis-ova No testis-ova Testis-ova
Histologia (gonadas) (1/3 peces) (4 peces) (4 peces) (1/4 peces)

Los efectos sobre IGS, IHS y K, siguen un patrén claro en relacion a la actividad
realizada en la zona de estudio: zonas industriales presentan elevados K aunque
estadisticamente no significativos y un IHS en aumento; mientras que los sitios

agricolas presentan elevados IGS.

Las actividades industriales provocan la aparicion de testis-ova (Paysandd y Juan

Lacaze).
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Las actividades agricolas e industriales tienen un efecto estrogénico significativo

respecto a los grupos control (aumento de vitelogenina en Las Cafias y Juan Lacaze).

Los efectos en la componente bioquimico-molecular, niveles de vitelogenina
plasmatica, fueron superiores en todos los tratamientos respecto al control pero no

mostraron un patron con relacion a las actividades antropicas.

El bioensayo desarrollado es adecuado para evaluar efectos de disrupcion enddcrina por

exposicion a sedimentos, validandose su aplicacion como herramientas de monitoreo.

10. PERSPECTIVAS

Dado que la especie empleada en el ensayo , Cyprinus carpio: presenta una amplia
distribucion, es utilizada a nivel mundial para evaluar disrupcion endocrina y otros
efectos toxicos, cuenta con informacién relativa a los requerimientos para su
mantenimiento en condiciones de laboratorio y que nuestro pais cuenta con un centro de
cultivo (facilitando la obtencion de las cantidades requeridas para ensayos de toxicidad);

hacen viable la incorporacion de este tipo de ensayos como herramienta de control.

Por otra parte, al tratarse de una especie introducida sumado a los problemas asociados
a la extrapolacion de resultados de laboratorio a condiciones naturales, es relevante
desarrollar estudios similares con especies nativas. Esto permitiria dimensionar los
impactos sobre los ecosistemas receptores de compuestos capaces de generar disrupcion
endocrina. En particular, si la respuesta a ser evaluada es los cambios en los niveles de

vitelogenina es necesario generar estandares especificos.

En el caso de ensayos con ejemplares juveniles de C. carpio, considerando los
elevados niveles de vitelogenina encontrados, no es necesario realizar pool del
plasma. Esto permite un mayor nimero de réplicas por tratamiento y por tanto una

mayor relevancia estadistica.
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