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“Lo que sabemos es una gota de agua.
Lo que ignoramos es el océano”.

Issac Newton (Matematico y Fisico).
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Resumen

RESUMEN

El estudio y monitoreo de poblaciones sujetas a disturbios humanos es esencial para
poder identificar y cuantificar los impactos sobre los animales y determinar estrategias de
manejo y conservacion adecuadas. Los indicadores fisiolégicos pueden alertar sobre
cambios en el estado de los individuos aun antes de que estos afecten negativamente su
capacidad reproductiva o su supervivencia, permitiendo asi la deteccidn temprana del
problema y la toma de medidas para mitigarlo. Existen diferentes indicadores fisioldgicos
para medir los efectos de la alteracién del ambiente en los organismos. Entre ellos se
destacan los marcadores de estrés oxidativo, los pardmetros hematoldgicos, que pueden
actuar como sensibles senales del estado de salud y algunas enzimas del metabolismo de
aminodcidos o carbohidratos, que son indicativas del dafio tisular provocado por
compuestos toxicos.

Entre los impactos de origen humano que pueden afectar a los pingliinos de Magallanes
se encuentran las actividades que se desarrollan en la costa, como el ecoturismo vy la
generacion de contaminantes en el mar, especialmente los derrames de hidrocarburos. El
estrés producido por las visitas en las colonias reproductivas podria provocar cambios
fisiolégicos que disminuyen la condicidon fisica de los animales, volviéndolos mas
susceptible a contraer enfermedades. En tanto que los contaminantes ambientales
pueden producir peroxidacion lipidica desencadenando la pérdida de la funcionalidad
celular bajo condiciones de estrés oxidativo.

Para medir el efecto de estos estresores, se estudiaron dos colonias de pinglinos, una
expuesta al turismo (Estancia San Lorenzo, Chubut) y otra cercana a un puerto y a la
ciudad y por lo tanto exhibida a contaminantes (Isla Quiroga, Santa Cruz). El objetivo en la
primera seccién fue determinar si el turismo tiene efectos negativos sobre los pingtiinos,
comparando individuos que anidan cerca de los senderos por donde circulan los visitantes
con nidos en zonas no disturbadas (control). Para ello se midieron diferentes pardmetros
hematoldgicos y de estrés oxidativo. No se observaron diferencias significativas en

ninguno de los pardmetros hematologicos. Sin embargo, se observd que animales
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expuestos al turismo presentaron mayores niveles del biomarcador de dafio oxidativo
ROMs y menores niveles de tioles, un reconocido antioxidante, conjuntamente con un
aumento de las actividades de las enzimas antioxidantes glutatién transferasa y catalasa,
probablemente para compensar el aumento del estrés oxidativo. Por otra parte, se
considerd la influencia de otros factores como el sexo, la edad y la zona de anidacién. Los
pichones mostraron valores significativamente mayores de glucemia y colesterol, mientras
gue exhibieron menores valores de proteinas totales y de hematocrito que los adultos.
También presentaban menores niveles de aspartato aminotranferasa, mientras que
mostraron mayor actividad de la fosfatasa alcalina y de la pseudocolinesterasa, sin
observar diferencias significativas en la alanina transaminasa y lactato deshidrogenasa,
comparado con los individuos adultos. El estudio de OXY demostré menor capacidad
antioxidante en pichones comparado con adultos, aprecidndose diferencias significativas
en los niveles de ROMs. Ademas, se observaron mayores niveles de TBARS vy tioles en
pichones y menor actividad de la enzima catalasa respecto de los adultos. Las hembras
adultas presentaron mayores niveles de proteinas totales, niveles de aspartato y alanina
aminotransferasas, ademds de un aumento en el nimero de leucocitos totales respecto de
los machos.

En la segunda seccidon de resultados se analizaron los parametros hematoldgicos y de
estrés oxidativo en pinglinos de la Isla Quiroga. Se registraron diferencias hematoldgicas
entre adultos y pichones. Los pichones mostraron valores significativamente mayores de
glucemia y colesterol, mientras que exhibieron menores valores de proteinas totales y de
hematocrito. Ademas, los pichones mostraron niveles mayores de fosfatasa alcalina y
pseudocolinesterasa. Con respecto a los pardmetros de estrés oxidativo, no se registraron
diferencias significativas entre pichones y adultos en ninguno de los parametros

estudiados excepto por una menor actividad de la enzima catalasa en pichones.

En la anteultima seccién se compararon los parametros hematoldgicos y de estrés
oxidativo de pingliinos que anidan en las colonias de San Lorenzo y de Isla Quiroga. El
Unico pardmetro que presenté el mismo comportamiento, independientemente del sexo y

edad de los pingliinos, fue la glucemia que demostré menores niveles en los animales de
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IQ. En individuos adultos de ambos sexos se registraron mayores niveles de peroxidacion
lipidica en plasma, conjuntamente con una reduccion de antioxidantes, en los individuos
provenientes de IQ. Sélo en machos se observaron niveles de actividad de las enzimas
alanina aminotrasferasa y fosfatasa alcalina significativamente mayores en IQ. Los
pichones de la colonia 1Q presentaron menores niveles de TBARS vy tioles en glébulos
rojos, pero contrariamente se registraron mayores niveles de tioles en plasma, OXY,

hematocrito y proteinas totales.

En la Ultima seccién se evaluaron 3 pingliinos con manchas de petrdleo que fueron
rehabilitados. Los resultados mostraron que los pingliinos con ese leve empetrolamiento
tenian valores hematoldgicos (excepto para hematocrito y proteinas totales) y de estrés
oxidativo (excepto la actividad de enzima catalasa y tioles en gldbulos rojos) mayores en

comparacion con pinglinos de Magallanes de la zona control de la colonia San Lorenzo.

En el presente trabajo se reportan los datos de los parametros hematoldgicos y de
estrés oxidativo de los pingiiinos de Magallanes, con el fin de reportar los rangos
fisioldgicos en los pingiiinos, tanto los afectados por turismo y contaminantes, como de
individuos que pueden considerarse normales. Estos resultados seran una herramienta
indispensable para poder realizar una correcta evaluacién del impacto ambiental sobre

la especie.
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INTRODUCCION

Indicadores fisioldgicos

El estudio y monitoreo de poblaciones sujetas a disturbios humanos es esencial para
poder identificar y cuantificar los impactos sobre los animales y determinar estrategias de
manejo y conservacidon adecuadas. En particular, los indicadores fisioldgicos pueden
alertar sobre cambios en el estado de los individuos aun antes de que estos afecten
negativamente su capacidad reproductiva o su supervivencia, permitiendo asi la deteccién
temprana del problema y la toma de medidas para mitigarlo (Carey 2005; Wikelski y
Cooke 2006).

En los ultimos afios han adquirido un gran interés para la comunidad cientifica las
investigaciones sobre la distribucidon y abundancia de los contaminantes ambientales y
otras fuentes de impacto en los ecosistemas. Varios estudios fueron realizados en la
peninsula Antartica e islas asociadas, utilizando a los pingliinos como bioindicadores de los
impactos antropogénicos, incluyendo la contaminacidn ambiental, evaluandose las
actividades pesqueras, actividades turisticas, quema de combustibles para transportes y
produccién de energia, uso de pinturas y baterias, vertido o derrame de residuos sdlidos y
liquidos o incineracion de residuos (Rodriguez 2012).

Existen diferentes indicadores fisioldgicos para medir los efectos de la alteracidon del
ambiente en los organismos, pero entre los mds promisorios se encuentran los
marcadores de estrés oxidativo (Monaghan y Col. 2009; Davico y Col. 2012; Selman y Col.
2012). Estos marcadores han sido de enorme aplicacién diagndstica en humanos
(Masnatta y Col. 2003; Milei y Col. 2005) y mas recientemente en animales silvestres
(Davico y Col. 2012; Selman y Col. 2012). En los organismos aerobios, el oxigeno es
esencial para la produccion energética, pero paraddjicamente, las reacciones de
oxidacion-reduccion aumentan la produccidon de especies reactivas de oxigeno (ERO)

(Limén-Pacheco y Gonsebatt 2009). El estrés oxidativo es un desbalance quimico celular
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gue ocurre cuando hay una excesiva produccion ERO o una ineficiente eliminacion de
éstas en el cuerpo. Las ERO, son moléculas altamente reactivas que contienen oxigeno
fruto del metabolismo celular normal (Dowling y Simmons 2009); se producen
normalmente en las células como producto del metabolismo celular y su concentracidn es
controlada por accidon de los antioxidantes (Koivula y Eeva 2010). Las ERO a bajas
concentraciones tienen efectos beneficiosos ya que participan en diferentes procesos
fisioldgicos tales como la defensa contra agentes infecciosos, los sistemas de sefializacién
celular y la induccidn de la respuesta mitogénica (Valko y Col. 2006).

Si un agente estresante produce un aumento en la produccién de ERO, este equilibrio
puede romperse causando dafos en las estructuras celulares. Dichos dafos seran
reparados por mecanismos celulares especificos, pero si no se recupera el equilibrio se
produciran disfunciones que pueden comprometer la viabilidad celular y por lo tanto, el
correcto mantenimiento de las funciones bioldgicas (Halliwell y Gutteridge 2007).

Existen muchos factores o agentes estresantes que pueden desbalancear el equilibrio
entre la cantidad de ERO y de antioxidantes. Estos incluyen la radiacién solar, la
contaminacioén, el estrés, el ejercicio intenso, la disminucién de alimentos antioxidantes
en la dieta, entre otros (Martinez-Haro y Col. 2011). Mds recientemente, los bidlogos
evolutivos y ecdlogos han subrayado la importancia del estrés oxidativo como un
mediador clave en la historia de vida de los organismos, donde probablemente juegue un
papel relevante en el desarrollo y reproduccion (incluyendo la sefalizacién sexual
honesta) (Von Schantz y Col. 1999; Monaghan y Col. 2009; Metcalfe y Alonso-Alvarez
2010; Costantini 2014).

Los sistemas antioxidantes son importantes en la proteccion de los organismos contra el
estrés oxidativo. Los principales mecanismos para neutralizar las ERO incluyen las
moléculas antioxidantes y las enzimas antioxidantes, y debido a ello, algunos de estos
compuestos se han utilizado como marcadores de estrés oxidativo en animales silvestres
para medir el efecto de diferentes componentes de la dieta (Pérez y Col. 2008; Pérez-
Rodriguez y Col. 2015) y contaminantes (Martinez-Haro y Col. 2011). Por ejemplo, se ha

utilizado la medicion de parametros de estrés oxidativo y hematoldgicos para evaluar
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contaminantes en una poblacidon de aves rapaces que mostré una marcada disminucién
poblacional (Newton y Wyllie 1992; Newman 2000). La evaluacién de estos marcadores se
considera una herramienta de gran utilidad en el monitoreo ambiental (Herrera-Duefias y
Col. 2014).

Entre los antioxidantes mdas importantes se incluye el glutatién (GSH), debido a su
participacién directa en la unién con las ERO (Swiergosz Kowalewska y Col. 2006). En tanto
gue son de suma importancia las enzimas antioxidantes que actlan como catalizadores en
reacciones relacionadas con la defensa antioxidante. La catalasa, es una de las enzimas
mas eficaces, tanto que no puede ser saturada por perdxido de hidrogeno (H,0,) a
ninguna concentracién, catalizando su conversién en H,0 y O,, para proteger a las células
del H,0, que se genera en su interior. La glutation peroxidasa cataliza la reduccién de
diferentes hiperdxidos (ROOH y H,0,) usando glutatién reducido (GSH), contribuyendo a
la proteccion de células de mamiferos contra el dafio oxidativo. La glutatidon-S-transferasa,
cataliza el ataque nucleofilico del co-sustrato de glutatidn sobre el centro electrdfilo de un
gran numero de oxidantes (Diaz y Col. 2004) y esta involucrada en el metabolismo de
xenobidticos tales como los plaguicidas. Muchos compuestos son metabolizados por
conjugacién con GSH previo a su eliminacidn. La enzima superdxido dismutasa representa
una de las primeras linea de defensa antioxidante, catalizando la reaccion de destruccién
del radica superdxido mediante su transformaciéon en H,0,, que a su vez, puede ser
catabolizado por las enzimas catalasa o glutation peroxidasa (Ercal y Col. 2001; Pinto y Col.
2003). También estan los tioles totales no proteicos, que son compuestos organicos que
contienen grupos sulfhidrilos, y juegan un papel importante en la defensa contra las ERO

(Costantini y Bonadonna 2009).

Por otra parte, los contaminantes ambientales pueden producir peroxidacion lipidica lo
gue podria conducir a la pérdida de la funcionalidad celular bajo condiciones de estrés
oxidativo. Una de las técnicas mas comunmente utilizadas para medir los niveles de
peroxidacién lipidica es la evaluacion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

(TBARS) (Ochoa y Gonzalez 2008).
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Para la evaluaciéon de la capacidad antioxidante total del plasma, se utiliza la técnica de
OXY-adsorbente. Este ensayo permite evaluar la capacidad plasmdtica para contrarrestar
la oxidacidon masiva por accidon de una solucidn de acido hipocloroso (HCIO). Por su parte,
la prueba d-ROM mide las hidroperoxidasas plasmaticas, metabolitos reactivos del
oxigeno (ROM) resultantes del ataque de ERO sobre sustratos organicos (carbohidratos,
lipidos, aminodcidos, proteinas, nucleétidos) (Beaulieuy Col. 2010). Ambas técnicas son
sensibles y ampliamente utilizadas en los ultimos afios para evaluar el estrés oxidativo en
animales silvestres (Beaulieu y Col. 2010; Costantini 2010; Beaulieu y Col. 2010,

Colominas-Ciurd y Col. 2017).

Varios autores sugieren que es esencial utilizar diferentes biomarcadores puesto que un
biomarcador normalmente no es suficiente para describir completamente el mecanismo
de estrés (Berglund y Col. 2007; Koivula y Eeva 2010). En este sentido, Halliwell y
Gutteridge (1999) concluyeron que no existe un biomarcador universal para estrés
oxidativo. Segun Costantini y Verhulst (2009), la capacidad antioxidante total o los niveles
de un determinado tipo de antioxidante como marcadores de estrés oxidativo sin
informacién adicional sobre dafio oxidativo o produccién de radicales libres no son
suficientes para hacer deducciones sobre estrés oxidativo. Se debe tener en cuenta que
altos niveles de ERO no provocan necesariamente estrés oxidativo, ya que pueden ser
equilibrados mediante un aumento de las defensas antioxidantes.

En condiciones estables y constantes o de homeostasis, tanto los niveles de ERO como de
antioxidantes son bajos, y las defensas son suficientes para equilibrar la produccién de
ERO, no habiendo estrés oxidativo (Fig. 1a) (Monaghan y Col. 2009). Se debe tener en
cuenta que es improbable que el valor de estrés oxidativo sea exactamente cero, ya que
los agentes pro-oxidantes se producen continuamente y por tanto, siempre se genera algo
de dafio oxidativo (Costantini y Verhulst 2009). Si se produce un aumento en la
produccién de ERO, inicialmente se puede exceder la capacidad antioxidante,
produciéndose un periodo de estrés oxidativo (Fig. 1b). Si el aumento de ERO es pequefio,
se puede igualar mediante un aumento en los niveles antioxidantes, previniendo que se

produzca mas estrés oxidativo (Fig. 1c). Si este aumento de ERO es temporal, se volvera a
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la situacién de estabilidad (Fig. 1a). Sin embargo, un aumento prolongado de ERO puede
provocar un aumento permanente de los niveles base de antioxidantes en el organismo
(Fig. 1d), siendo asi mas facil equilibrar futuros periodos oxidativos (Monaghan y Col.

2009).

Incremento de ROS
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Fig. 1 Relacion entre las EROS (ROS), los niveles de antioxidantes (AO) y el estrés oxidativo

(Extraido de Monaghan y Col. 2009).

También se debe tener en cuenta que, aunque se produzca un aumento de las defensas
antioxidantes, esto no implica la prevencidn del dafio oxidativo, ya que la efectividad de
este aumento dependerd de la medida en que se anule el aumento de ERO (Monaghan y
Col. 2009). Por tanto, como sugieren Costantini y Verhulst (2009), un marcador de
capacidad antioxidante debe ir asociado con, al menos, un marcador de dafio oxidativo
cuando se pretende evaluar el estrés oxidativo.

Por su parte, los parametros hematoldgicos son ampliamente utilizados como indicadores
fisioldgicos, pudiendo actuar como sensibles senales de alerta temprana de los posibles
efectos en la salud y el estado fisiolégico del animal (Weeks y Col. 1992). Dentro de los

parametros hematoldgicos se estudian el hematocrito, la glucemia, el colesterol y las
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células sanguineas, donde se calcula la relacién heterdfilos/linfocitos (H/L), la cual es
ampliamente utilizada para estimar el estrés fisioldgico en aves (Maxwell 1993; Castillo

Torres 2015).

También, algunas enzimas del metabolismo de aminodcidos como la alanina
aminotranferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST), aumentan sus niveles por
destruccién o cambio de permeabilidad de las membranas celulares que ocurre por

alteraciones hepaticas (Bergmeyer y Horder 1980).

La ALT estd presente en muchos tejidos, se ha encontrado en las palomas que se
encuentra en varios tejidos y es particularmente abundante en el higado, pero no hay
elevaciones considerables tras lesién fisica en este érgano. También estda en altas
concentraciones a nivel renal pero la destruccién celular suele causar elevaciones en orina,
mas que en sangre. En otras aves analizadas, aun teniendo el higado lesionado, los valores
de ALT permanecian dentro de los niveles normales. Las elevaciones de ALT en aves
pueden ser debidas incluso a hemdlisis y se consideran un indicador inespecifico de dafio
celular (Hochleitnhner 1994; Fudge 2000). La AST es mas sensible como indicador de
lesién hepdtica, pero es poco especifica ya que también se encuentra en altas
concentraciones en otros tejidos (musculo esquelético y cardiaco, rifion o cerebro). Valores

elevados son indicativos de dafio celular inespecifico (Hochleitnhner 1994; Fudge 2000).

Ademas, las enzimas del metabolismo de carbohidratos como la lactato deshidrogenasa
(LDH), son indicativas del dafio tisular provocado por compuestos toxicos (Peakall 1992).
La LDH estd localizada principalmente en higado, corazéon y musculo esquelético. El
incremento sérico de esta enzima es indicador de dafio tisular, inflamacién, infecciones y

necrosis (Bergmeyer y Horder 1980).

La contaminacion del ambiente acuatico es un fendmeno de gran importancia producido
por el aporte de innumerables compuestos téxicos provenientes tanto de aportes
naturales como de xenobidticos, entre ellos se encuentras los metales pesados,
hidrocarburos, dioxinas, pesticidas, entre otros. Estos pueden afectar al higado (Ochoa

2008) produciendo un aumento de las enzimas hepaticas.
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Indicadores ambientales

El estudio hematoldgico, bioquimico y de estrés oxidativo evaluado en sangre puede ser
de gran utilidad para el conocimiento de la fisiologia y la adaptacion de las especies al
medio. Es también una parte importante en el estudio clinico, ya que puede aportar
informacién de interés a la hora de confirmar un diagnéstico, seguir la evolucién o
determinar el grado de importancia de un proceso patolégico. Tanto en uno como en otro
caso la interpretacion de los resultados pasa por la determinacion de la normalidad de los
datos obtenidos y, en su caso, del grado de desviacién que presenta un parametro frente
a lo esperado. Para ello se hace absolutamente imprescindible el disponer de datos
normales o de referencia para la especie que nos permitan interpretar los valores
obtenidos en un determinado individuo. Existe muy poca informacién disponible sobre los
valores normales en la familia Spheniscidae y ain menos en la especie Spheniscidae
magellanicus.

Las aves marinas son consideradas como buenos indicadores del ambiente debido a su
amplia distribucién, su relativa facilidad de identificacion y su papel como componente
fundamental de los ecosistemas acudticos, siendo especialmente sensibles a los cambios
que se producen por influencia humana en los habitats que ocupan (Burger 1993). Para
estudiar la contaminacién ambiental, las aves acuaticas pueden acumular las formas
biolégicamente disponibles de los contaminantes, por lo tanto pueden reflejar fenédmenos
potenciales de bioconcentracién y biomagnificacion de contaminantes persistentes, por
estar situadas en niveles altos de las cadenas troficas y presentar ciclos de vida largos

(Burger y Gochfeld 2004; Roomen y Col. 2006).

El pingliino de Magallanes es el ave marina mas importante como recurso turistico, la
intensa actividad humana puede provocar cambios en su fisiologia, por eso resulta

necesario obtener indicadores fidedignos del impacto del turismo sobre las colonias
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reproductivas, constituyéndose como herramientas de monitoreo, para el desarrollo de

un turismo responsable en la region.

Por otra parte, el pingliino de Magallanes es una de las especies mas afectadas por la
contaminacién derivada de la actividad portuaria y las industrias pesqueras (Gandini y

Frere 1996).

Entender y predecir las consecuencias probables del disturbio antrépico sobre las especies
y los ecosistemas es un requisito importante para lograr el uso sostenible de los recursos

naturales.

Especie de estudio: el pingiiino de Magallanes

El pingliino de Magallanes (Spheniscus magellanicus) (Fig. 2) es un ave marina colonial,
gue nidifica a lo largo de la costa sudamericana desde la Isla Algarrobo en Chile, hasta el
complejo Islote Lobos en Rio Negro, Argentina y en Islas Malvinas (Schiavini y Col. 2005;
Bertellotti 2013). Las colonias se forman durante la etapa reproductiva y en Argentina
existen 63 colonias con una poblacion total estimada en 950,000 parejas reproductivas
(Schiaviniy Col. 2005; Bertellotti 2013).

El Pingliino de Magallanes presenta un ligero dimorfismo sexual, siendo los machos entre
un 5 y un 15% mas grandes que las hembras (Agnew y Kerry 1995). Aunque existen
métodos moleculares para diferenciar genéticamente los sexos, se han desarrollado
funciones discriminantes muy precisas que permiten estimar el sexo a través de medidas
morfométricas, con la ventaja del reducido costo y la velocidad del resultado. Asi, las
medidas que mejor diferencia los sexos es el alto y largo del pico (Bertellotti y Col. 2002).
Usando ambas longitudes se puede determinar con un 97% de exactitud el sexo de los
individuos adultos. Los machos tienen mayor pico (ancho y largo) y tamafio del ala, y son

mas pesados que las hembras (Tabla 1) (Bertellotti y Col. 2002).
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Fig. 2 Pingiiino de Magallanes de la costa Patagonica.

Luego de pasar el invierno en las costas de Brasil, mas de 200 mil parejas de pingliinos de
Magallanes arriban a las costas chubutenses a mediados de septiembre para reproducirse.
Los primeros en llegar son los machos, que defienden y aclimatan los nidos de la
temporada pasada, antes de la llegada de las hembras, 2 6 3 semanas mds tarde (Boersma
y Col. 1990, Bertellotti 2013). Cuando un individuo macho alcanza la madurez sexual,
alrededor de los 4 o 5 afios (Bertellotti 2013), buscara una hembra a través de luchas,
muchas veces tan violentas que acaban con la muerte de uno de los pretendientes
(Boersma y Col. 1990; Gandiniy Col. 1996).

Los nidos pueden estar debajo de arbustos o ser cuevas excavadas en el suelo arcilloso
caracteristico de esta area (Boswall y Maaclver 1975). La puesta de los huevos es a fines
de septiembre y cada hembra pone dos, luego de unos cuarenta dias de incubacién
(Rebstock y Boersma 2011; Frere y Col. 1996), nacen los pichones que al nacer pesan
alrededor de 80 gr. y presentan un plumén uniforme de color gris (Boersma y Col. 1990;
Frere y Col. 1998; Yorio y Col. 2001). Las principales causas de pérdida de huevos es la

depredacion y la desercién debido a las condiciones climaticas (Frere y Col. 1998) o a la
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condicion fisica de los padres (Yorio y Boersma 1994). Mayormente las hembras toman el
primer turno de incubacién que dura 15 dias (desde que finaliza la puesta), el otro
individuo aprovecha a ir al mar en busca de alimento (calamares, pejerreyes, sardinas y
anchoitas) realizando breves buceos. Luego, los machos incuban los huevos alrededor de
17 dias y finalmente se turnan en turnos cortos hasta la eclosidon (Boersma y Col. 1990;
Yorio y Boersma 1994). Los pichones nacen aproximadamente en la segunda quincena de
noviembre (Williams y Boersma 1995), y logran independizarse entre 70 a 120 dias
después de haber nacido.

Finalizada la temporada reproductiva, entre marzo y abril, luego de cambiar todas sus
plumas (muda) los pingliinos migran hacia el norte (Uruguay y sur de Brasil),
permaneciendo en el mar todo el invierno, alimentandose y recuperando energias para la
siguiente temporada y recomenzar el ciclo (Williams y Boersma 1995; Davis y Renner

2003; Bertellotti 2013).

Impactos antropogénicos en los pingiiinos de Magallanes

Entre los impactos directos de origen humano que pueden afectar a los pingliinos de
Magallanes se encuentra el turismo. Esta actividad en Patagonia se realiza en senderos
gue recorren parte de las colonias reproductivas y los visitantes caminan entre los nidos,
muchas veces afectando el comportamiento reproductivo o interrumpiendo los
desplazamientos de las aves hacia o desde el mar. A pesar de que los pingliinos se
acostumbran a la presencia humana, es posible que manifiesten algin grado de estrés. El
estrés producido por las visitas podria entonces provocar cambios fisiolégicos que
disminuyan la condicién fisica de los pingliinos, volviéndolos mds susceptible a contraer
enfermedades (Seddon y Ellenberg 2007).

Por otro lado, el pingliino de Magallanes es la especie mds afectada por la contaminacidn
por hidrocarburos en la costa patagénica (Gandini y Col. 1994; Boersma y Williams 1995;
Bertellotti 2013). Estos pingliinos recorren grandes distancias nadando en la superficie

durante sus viajes de alimentacidn o durante sus migraciones, muchas veces coincidiendo

13



Introduccion

con las areas de explotacion y transito de buques petroleros, resultando especialmente
susceptibles al empetrolamiento (Bertellotti 2013; Carabajal y Col. 2016). Las aves
empetroladas pierden la capacidad aislante de su plumaje y en consecuencia, no pueden
ingresar al mar para alimentarse. También se intoxican por la ingestién directa del
petréleo cuando intentan limpiarse las plumas (Wiese y Ryan 2003; Bertellotti 2013).

La exposicidon a contaminantes como los hidrocarburos, provoca en los animales graves
dafios fisioldgicos (Harvey y Col. 1999; Golet y Col. 2002; Laffon y Col. 2006). Se han
documentado alteraciones hematoldgicas (Anselstetter y Heimpel 1986; Canepuccia y Col.
1999; Balseiro y Col. 2005), dafios toxicos que afectan al higado vy rifiones (Golet y Col.
2002; Alonso Alvarez y Col. 2007), dafios genotdxicos que afectan a los cromosomas
somaticos (Custer y Col. 2000), efectos inmunosupresivos (White y Col. 1985) y dafios
inmunolégicos, (Auffret y Col. 2004) que pueden provocar una disminucidn de su
reproduccién por inhibiciéon de la produccién de hormonas sexuales (Fowler y Col. 1995).
El petréleo y otros contaminantes una vez ingeridos por las aves, son absorbidos en el
intestino y luego transportados hasta el higado, donde una serie de sistemas enzimaticos

los modifican estructuralmente para favorecer su eliminacion.

Colonia de pingiiinos de la Estancia San Lorenzo

Peninsula Valdés, provincia de Chubut, declarada patrimonio de la humanidad por la
UNESCO en 1999, es uno de los destinos turisticos mas importantes del pais (Fig. 3 y 4),
recibiendo alrededor de 350.000 visitantes al afio (Anuario Estadistico de Turismo
2014/2015, Ministerio de Turismo, Provincia del Chubut). La crisis econdmica del pais, el
bajo precio de la lana, y el desarrollo creciente de la industria turistica llevd a que varios
establecimientos rurales en el darea vieron al ecoturismo como una fuente
complementaria e incluso alternativa interesante de ingresos (Yorio y Col. 2001, Bertellotti
y Col. 2015).

La estancia San Lorenzo (42°05’S, 63°49’0), localizada en el norte de Peninsula Valdés, es

un establecimiento rural que posee una colonia importante de pingiiinos de Magallanes
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en su costa. Ademas de la actividad ganadera ovina tradicional, desarrolla actividades
turisticas llevando visitantes diariamente a la colonia durante la temporada reproductiva
de las aves. La actividad turistica se inicié en el afio 2000 y el nimero de visitas fue
incrementando a lo largo de los anos. Actualmente, el convenio de uso acordado con el
Ministerio de Turismo de Chubut les permite recibir en los senderos de la pinglinera
grupos de 30 personas con dos guias o un guia y un asistente, tal como lo establece el
Programa de Turismo Responsable de la Estancia San Lorenzo (SL). Las visitas sdlo se
realizan en un area especifica bien definida de la colonia, dicha zona esta delimitada por

un sendero, donde los turistas sélo pueden transitar caminando dentro de sus limites.

Estancia San Lorenzo
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Fig. 3 Mapa de la Estancia San Lorenzo, Chubut.

Desde el afio 2005 se llevan estudios con el fin de determinar si el turismo tiene efectos
negativos, comparando pingiinos que anidan en zonas que reciben turismo y zonas no
disturbadas (control). Para ello se estudié algunos pardmetros que incluyeron éxito
reproductivo (cantidad de huevos puestos, cantidad de pichones nacidos, cantidad de

pichones sobrevivientes hasta las 5 semanas de vida), la hormona del estrés
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(coticosterona), la frecuencia cardiaca, el crecimiento de pichones, y las respuestas
comportamentales de los pinglinos.

La unica diferencia que se observé fue que los pingliinos pertenecientes a las zonas no
perturbadas reaccionaban frente a las personas a mayor distancia que los pingliinos que
se encontraban en los senderos turisticos, demostrando que estos Ultimos se

acostumbran a las visitas (Villanueva y Col. 2014).

Fig. 4 Fotos de la Estancia San Lorenzo.

Colonia de pingiiinos en Isla Quiroga

La colonia de pinglinos de la Isla Quiroga (1Q) se encuentra en la localidad de Puerto
Deseado, situada en la Ria Deseado (Fig. 5 y 6), provincia de Santa Cruz. Alli se encuentra
localizada la Reserva Provincial Ria Deseado, que consta de una serie de islas sobre la ria,
pertenecientes a la eco-regidon estepa patagdnica. La colonia de la Isla Quiroga cuenta con
1500 parejas reproductivas (Frere no publicado). Esta isla estd a 80 m de la costa (en
bajamar 6 m de amplitud entre la baja y alta mar) y mide en su mdaxima longitud 600 m

(oeste-este) y en su maxima amplitud 98 m (norte-sur). En la isla no existe la fauna
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terrestre pero si hay gran variedad de aves que nidifican, como la gaviota cocinera (Larus
dominicanus), el gaviotin sudamericano (Sterna hirundinacea), el pato crestdn
(Lophonetta specularioides), el ostrero negro (Haematopus ater) y el pato vapor volador
(Tachyeres Patachonicus) (Barrionuevo 2015).

Hasta hace cuatro afios, la intensidad de visitas humanas era muy baja, ya que la isla era
utilizada ocasionalmente para la pesca y la recoleccion de huevos de gaviota cocinera.
Actualmente, no se permite el desembarco en la isla, salvo sélo visitas ocasionales de

investigadores (Cevasco y Col. 2001).

Salina Caba
b Blanco BRCO

Provincia de
Santa Cruz

Foirarhim

Fig. 5 Mapa de la Isla Quiroga, Santa Cruz (punto verde).
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Fig. 6 Fotos de la Isla Quiroga
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OBIJETIVO GENERAL

Las colonias reproductivas de los pingliinos de Magallanes distribuidas a lo largo de la
costa patagodnica enfrentan diferentes presiones ambientales tanto naturales como
producto de las actividades del desarrollo humano. Entre las naturales se encuentran las
fluctuaciones en la disponibilidad de presas, eventos meteoroldgicos adversos y efectos
denso-dependientes. En tanto que las de origen humano incluyen la captura incidental en
redes de pesca, la explotaciéon turistica de sus colonias y la contaminacién por
hidrocarburos, entre otras. La exposicidn a estos escenarios de presion ambiental, puede

generar en las aves alteraciones fisioldgicas y producir estrés oxidativo.

El objetivo general de esta tesis fue evaluar el efecto ambiental sobre diferentes
pardmetros de estrés oxidativo y hematoldgicos, en dos poblaciones de pingiliinos de
Magallanes. En una de las colonias, los pingliinos se reproducen bajo presidon de uso
turistico (Peninsula Valdés, San Lorenzo), mientras que en la otra, los pingliinos estan
expuestos a contaminantes por su cercania al puerto y a la ciudad (Puerto Deseado, Isla
Quiroga). En individuos de ambas colonias se analizaron parametros hematolégicos y de

estrés oxidativo, teniendo en cuenta el sexo, la edad y la zona de anidacidn.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

En pinglinos de Magallanes que se reproducen en una colonia bajo presiéon de uso
turistico (Peninsula Valdés), en individuos que nidifican en los senderos turisticos,
individuos que nidifican lejos de los senderos (zona control), y en individuos que se
reproducen en una colonia expuesta a hidrocarburos por su cercania a un puerto (Puerto

Deseado), se propone:

- Evaluar diferentes marcadores de estrés oxidativo: actividad de enzimas antioxidantes

(catalasa, glutatién transferasa, glutation reductasa, superdxido dismutasa), niveles de
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tioles totales y de TBARS, capacidad antioxidante total y dafio oxidativo por

hidroperdxidos.

- Analizar parametros hematolégicos e indicadores bioquimicos: hematocrito, perfil
leucocitario y relaciéon heterdfilos/linfocitos, niveles de colesterol, glucemia, proteinas
totales y enzimas hepaticas (alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa,

fosfatasa alcalina, lactato deshidrogenasa, pseudocolinesterasa).

- Comparar los diferentes parametros mencionados en pingliinos de ambas colonias

teniendo en cuenta las distintas edades (pichones y adultos) y el sexo.
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El estudio se desarrollé en dos colonias de pingliinos que se encuentran distanciadas por
mas de 650 km y presentan diferentes presiones ambientales. La colonia ubicada en la
estancia San Lorenzo (SL, 42°05'S, 63°51'0, Fig. 1) localizada en el Area Natural Protegida
Peninsula Valdés, Chubut, tiene una superficie de unas 100 hectareas a lo largo de 4 km de
costa y una poblacion de alrededor de 60000 parejas reproductivas (Bertellotti 2013;
Villanueva y Col. 2014). Esta colonia se considera en crecimiento (Pozzi y Col. 2015), en
una pequefia area se desarrollan actividades turisticas desde hace alrededor de 15 afios y
actualmente recibe unos 12000 visitantes por afio que recorren un sendero circular entre

los nidos de pinglinos.

La colonia ubicada en la Isla Quiroga (1Q, 47°45'S, 65°56'0, Fig. 1), se encuentra en la Ria
Deseado, Santa Cruz, declarada como Reserva Intangible Natural, tiene una superficie de 3
Ha y una poblacién de 1500 parejas reproductoras (Barrionuevo y Frere 2015). Aunque la
Isla se encuentra protegida prohibiéndose el ingreso de personas, los pingliinos estan
expuestos a las actividades industriales, portuarias y de pesca, afectando directa o
indirectamente las especies de aves que nidifican o utilizan la Ria Deseado como area de
paso (Gandiniy Frere 1996). El puerto de la ciudad se encuentra muy cerca de la colonia, a

tan solo 1.5 km de distancia, pudiendo asi afectar la buena salud de los animales.

Toma de muestras

En cada colonia, los pingliinos fueron seleccionados al azar y capturados en sus nidos y

luego se marcaron con colorante no téxico (de reposteria) para identificarlos y evitar la
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recaptura. A cada individuo se le extrajo entre 1y 3 ml de sangre de la vena radial (aleta) o
tarsial (pata) con jeringas descartables heparinizadas con agujas 23G (Fig. 2). La sangre se
almacend en tubos eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron en una conservadora

refrigerada hasta su posterior procesamiento (hasta un maximo de 5 horas).
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Fig. 1 Mapa, parte superior Estancia San Lorenzo (Chubut) e inferior Isla Quiroga (Santa Cruz).

Medidas morfométricas

Se tomd el peso de cada pingliino con una balanza manual (pesola), se midié el largo y alto
del pico con un calibre digital (precisiéon 0.01 mm), datos que sirvieron para poder
determinar, en los animales adultos, el sexo (Bertellotti y Col. 2002). Ademads, en pichones

se tomo el largo de la aleta con una regla metalica (precision 1 mm), (Fig. 3).

22



Materiales y métodos

Analisis hematoldégicos

Preparacion de frotis

Se prepararon frotis sanguineos con una gota de sangre fresca, se fijaron con alcohol
etilico 96% v/v y se colorearon con Tincién 15 (Biopur). Bajo microscopio 6ptico se estimé
la cantidad total de leucocitos (LT) en 10 campos visuales con una densidad homogénea
de células a 400x (Hale y Briskie 2007). Se diferenciaron y se contaron los tipos celulares
(basofilos, eosindfilos, heterdfilos, linfocitos y monocitos) hasta llegar a los 100 leucocitos,
en 1000x con aceite de inmersién (Campbell 1995). De este conteo se obtuvo la razén
heterdfilos/linfocitos (H/L), conocido como un indicador de estrés fisioldgico (Davis y Col.

2008).

Fig. 2 Toma de muestra de sangre.
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Fig. 3 Medidas morfométricas: peso, largo del pico y largo del ala.

Evaluacidon de hematocrito, glucosa y proteinas totales

Se midié el hematocrito (porcentaje de glébulos rojos en el volumen total de sangre) a
partir de la centrifugacién de microcapilares heparinizados a 12000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. Se obtuvo el valor de glucosa en sangre mediante el uso de tiras
reactivas usando el dispositivo Accu-Chek Performa de Roche. El resto de la sangre
colectada se centrifugd a 5000 rpm a temperatura ambiente durante 15 minutos para
separar el plasma de la fraccién celular. La concentracién de proteinas totales plasmaticas

(PT) se obtuvo con un refractometro veterinario (ZGRC-200, Cientifica Schonfeld).

Determinacidon de enzimas hepaticas

Se enviaron aproximadamente 200 ul de plasma al Departamento de Bioquimica Clinica
del Hospital de Clinicas "José de San Martin", Universidad de Buenos Aires. Alli se
determind la concentracién de diferentes enzimas: aspartato aminotransferasa (Ul/L),
alanina aminotranferasa (Ul/L) y fosfatasa alcalina (UI/L) utilizando el método de la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) (Herndndez Betancourt Y Col. 2012).
La lactato deshidrogenasa (Ul/L) por el método DGKC, donde dichas concentraciones estan
optimizadas de acuerdo a la Sociedad Alemana de Quimica Clinica (DGKC). Y la

pseudocolinesterasa (Ul/L) por el método Schmidt.
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Analisis del colesterol

Se midid el colesterol (mg/dl) por el método enzimatico en el Departamento de
Bioquimica Clinica del Hospital de Clinicas "José de San Martin”. No fue necesario realizar
ninguna modificacion a las técnicas. Esta determinacion fue corroborada mediante otra
metodologia, usando tiras reactivas. Resultados comparables fueron obtenidos

(resultados no mostrados).

Parametros de estrés oxidativo

El andlisis de las enzimas catalasa, glutatidon reductasa y la evaluacién de los niveles de
tioles totales no proteicos y TBARS se realizd en gldbulos rojos. Se lavo el paquete globular
de cada muestra (1 ml) tres veces con solucidn fisiolégica (5 ml), centrifugando las
muestras durante 15 min a 3000 rpm, a temperatura ambiente. Una vez terminado el
lavado, se colocé 1 ml paquete globular en tubos eppendorf que contenian 100 uL de
acido acético 1 uM de sulfato de magnesio (MgSQ,). De esta forma se conservaron en el

freezer a -20°C.

Luego antes de cada técnica se centrifugaron a 3000 rpm durante 30 min a temperatura
ambiente, se tomo el sobrenadante para realizar las determinaciones. La metodologia fue

descripta anteriormente por Llesy y Col. 2012, realizdndose algunas modificaciones.

Como controles positivos se utilizaron extractos proteicos de higado de rata. Los blancos
se prepararon reemplazando la muestra por el tampdn de reaccion. Se analizé la actividad
de la enzima catalasa midiendo la velocidad de descomposicién de H,0, a 240 nm por
espectrofotometria, segin Chance 1954, con algunas modificaciones. La mezcla de
reaccion se llevé a cabo tampdn fosfato 50 mM, pH 7.2, cada 100 ml de tampdn fosfato
se agregaban 180 ul de H,0, (Merck, Argentina) y 5 pl de muestra. Los resultados se
normalizaron de acuerdo al contenido de proteinas determinado por el ensayo Bradford

(Bradford 1976). Una unidad de catalasa se definié como la desaparicion de 1 umol de
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H,0,/minuto (€ 43.6 M™*cm™). Los blancos de reaccién se prepararon reemplazando la

muestra por el tampdn de reaccion.

Analisis de la actividad de la glutation reductasa

La glutatiéon reductasa es NADPH dependiente y regenera glutatién reducido (GSH) a partir
de glutatién oxidado (GSSG) (Racker 1955). En una cubeta se colocé 420 ml de buffer
fosfato Tris 100 mM, EDTA 10 mM pH 8 con la muestra de gldobulos rojos (25 pl), se le
agregéd 5 ul de NADPH 10 mM y 50 pl GSSG 25 mM. Se midié el decaimiento de la
absorbancia a 340 nm (€=6,22 mM™cm™). La actividad se expresé en nmoles de

GSH/min.mg de proteina.

Analisis de la actividad de la glutatidon-S-transferasa

Se determind la actividad de la enzima glutation-S-transferasa, se utilizé el reactivo 1-
cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB), el cual en presencia de glutation forma GS-
dinitrobenceno, absorbe a una longitud de onda de 340 nm, método descrito por Habig y
Col. 1974, con algunas modificaciones. Se colocé en un tubo eppendorf, 1 ml de buffer
fosfato (pH 6.5), 120 ul de glutation reducido 10 mM (preparado en el momento) y 20 ul
de plasma. Se llevé la absorbancia a cero con el blanco de reaccién, luego se agregé 20 pl
de CDNB y se evalud la absorbancia a 340 nm durante un minuto (€=9.6 mM™cm™). Se

expresaron los resultados como pumol/min.ml.

Evaluacion de los tioles totales no proteicos

Se determiné la concentracién de los tioles totales no protéicos mediante la evaluacion de
la capacidad de los grupos tioles (-SH) de reducir el acido 5-5'ditiobis-nitrobenzéico
(DTNB), tanto en plasma como en glébulos rojos. El plasma (1 ul) y los glébulos rojos (1 pl)

se homogeneizaron con 1 ml HCIO4, luego se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm vy se
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neutralizé con NasPO,4 (0.44 M) hasta obtener un pH 7. Previamente se agregd 50 pl DTNB
6 mM en NaHCO3 0.5% (p/v). Se registré la absorbancia a 412 nm luego de 30 segundos (€
13.6 mM™ cm™). Los resultados se expresaron como mmol/L de tioles totales para el
plasma y mmoles/mg de proteinas para los gldbulos rojos, el método que se utilizé en el

presente estudio fue descrito con anterioridad por Tietze y colaboradores (1969).

Evaluacion de la peroxidacion lipidica

Se analizdé la peroxidacidn lipidica en plasma y en glébulos rojos, determinando el
malondialdehido (MDA) y otros aldehidos al reaccionar con dos moléculas de acido 2-
tiobarbiturico (TBA), bajo condiciones de acidez y temperatura controladas a 100°C,
formando un cromdgeno rojo (MDA-TBA), el procedimiento se llevé a cabo segun Yagi
(1976), con algunas modificaciones. Las muestras de plasma (200 pl) se diluyeron
previamente con la mezcla de reaccidn que contenia acido tricloro acético 20% (p/v),
acido tiobarbiturico 0.7% (p/v) y HCl 4N. La mezcla se hirvid por una hora y luego se

centrifugd a 3000 rpm por 20 minutos.

En cambio, para la muestra de glébulos rojos se diluyé primero con tampén fosfato 50
mM pH 7.4 (Hernandez-Muioz y Col. 1984). Luego se agregd la muestra (5 pl) a la mezcla
de reaccién que contenia acido tricloro acético 20% (p/v), acido tiobarbittrico 0.7% (p/v) y
HCI 4N, del mismo modo que para la plasma, la mezcla se hirvié por una hora y luego se
centrifugé a 3000 rpm por 20 minutos. En ambos casos se midié la absorbancia del
sobrenadante rosado correspondiente a las especies reactivas al acido tiobarbiturico
(TBARS) en un espectrofotémetro (Genesys 10 UV, Thermo Scientific) a una longitud de
onda de 535 nm (€=1.56 x 105 Mt cm'l). Como blanco se utilizd la mezcla de reaccion
hervida por una hora y centrifugada a 3000 rpm en ausencia de muestra para el plasma, a
diferencia que la del paquete globular contenia ademas tampdn fosfato 50 mM. Los
resultados se expresaron como uM de TBARS para plasma y nmoles/mg de proteinas de

TBARS para glébulos rojos.
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Analisis de la actividad de superoxido dismutasa

Se determiné la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) en glébulos rojos. Esta
enzima cataliza la dismutacién de superdxido en oxigeno y peréxido de hidrégeno. La
actividad se puede determinar gracias a su habilidad de inhibir la auto-oxidacion de Ila
epinefrina a pH alcalino. El anidn superdxido es un intermediario de dicha reaccién (Misra
y Fridoviche 1972). Para ello se tomd 1 ml de tampdn glicina 50 mM pH 10.2 y se colocé
en una cubeta en el espectrofotémetro, llevando la absorbancia a cero. Luego se agregd
17.5 ul de epinefrina 60 mM pH 2, determindndose la aparicién de epinocromo a 480 nm.
Se tomdé la pendiente de ese grafico (a). Luego se realizd el mismo procedimiento pero
agregando al menos 3 volumenes distintos de muestra (8, 15 y 25 pl). Se efectud la lectura
para dichos volumenes y se tomo la pendiente (b). Se calculé b/a para cada volumen de
muestra. Posteriormente se grafico el log de b/a =f (ul de muestra agregado). Unidad de
SOD (U SOD) corresponde a los pl de muestra que inhiben en un 50 % la velocidad de
formaciéon de epinocromo. No se detecté actividad de la SOD para las muestras de

pingliino, a través de este método.

Evaluacion del test de metabolitos del oxigeno reactivo (d-ROM) vy la

prueba de oxy-adsorbent

Se evalué el balance oxidativo en el plasma sanguineo via los componentes oxidantes y
antioxidantes, utilizando el test de metabolitos del oxigeno reactivo (d-ROM) y la prueba
de oxy-adsorbent (Diacron Internacional, Grosseto, Italia), respectivamente. Las técnicas
fueron descriptas por Beaulieu y Col. 2010, realizandose pequefias modificaciones. Estas
determinaciones se plasmaron en colaboracién con el Departamento de Ecologia

Evolutiva del Museo Nacional de Ciencias (CSIC, Madrid, Espafia).

La prueba d-ROMs, mide hidroperdxidos plasmaticos, un metabolito del oxigeno reactivo,
que resulta del dafio oxidativo (ataque de ROS en sustratos orgdnicos tales como
aminodcidos, proteinas, nucledtidos, etc.). Mientras que la prueba de oxy-adsorbents

mide la capacidad total de antioxidantes (OXY), cuantificando la contribucién de los
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antioxidantes tanto exdégenos como los sintetizados enddgenamente por la adicién de un
oxidante muy potente, acido hipocloroso (HCIO). El radicales HCIO sin reaccionar se
pueden medir fotométricamente debido a que reaccionan con un sustrato cromogénico
(Beaulieu y Col. 2010), con modificaciones menores, tales como el uso de vortex (15 seg.),
y la incubacién con agitacidn (nivel 6 de 10) en una Amersham Bioscience Hibridacidon
horno/agitador que permite una mejor homogeneizacion. Se leyd la absorbancia de la
microplaca con un espectrofotometro a 372C y agitacion (nivel medio) por un minuto a
una longitud de onda de 490 nm (Multi-Mode Lector de microplacas, Synergy TM HT,
BioTek). Las mediciones se expresaron como mg de H,0,/dl y mmol de HCIO/mI de

muestra para las pruebas de d-ROMs y oxy-adsorbents, respectivamente.

Analisis estadisticos

El andlisis de la significacion estadistica de los resultados obtenidos se realizé con el
programa GraphPad Prism versiéon 5 (CA, EE.UU.). Las evaluaciones se efectuaron por
analisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de comparaciéon multiple Newman-Keuls o

por Test de Student segun corresponda.

Se determind la posible asociacién entre los diferentes parametros, se analizaron los

coeficientes de correlacion rho de Spearman y el nivel de significacién (dos colas).

Se considerd estadisticamente significativo un P<0.05 (dos colas).

Consideraciones éticas

Atendiendo a la responsabilidad ética y social que compete a la actividad cientifica y
tecnolédgica, este estudio no comprometié ni afecto los derechos humanos, ni fue causa

de un eventual dafio al medio ambiente, a los animales y/o a las generaciones futuras. El
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estudio obtuvo los permisos otorgados por las autoridades de aplicacion de la provincia de
Chubut y Santa Cruz (Direccién de Fauna y Flora Silvestre, Subsecretaria de Recursos
Naturales, Ministerio de Desarrollo Territorial y Sectores Productivos, y Subsecretaria de
Conservacion y Areas Protegidas, Secretaria de Turismo). Este trabajo ademds fue acorde
con todos los requisitos éticos, legales y juridicos, establecidos en las normas bioéticas
nacionales (Disposicion ANMAT 5330/97) e internacionales (Cédigo de Niremberg,
Declaracién de Helsinski y sus modificaciones, Declaraciéon Universal sobre Genoma
Humano y Derechos Humanos aprobada por la Conferencia General de la UNESCO, del

11/11/1997).

Evaluacion del tiempo de manipulacion en parametros de estrés oxidativo

En la colonia de San Lorenzo y en la de Isla Quiroga, se comprobd que no hubiera
modificaciones en algunos parametros de estrés oxidativo a lo largo del tiempo de
manipulacién del animal (desde su captura hasta finalizar la toma de sangre). El mayor
tiempo de manipulacién de los animales en la Estancia San Lorenzo fue de 18 minutos,

mientras que en la Isla Quiroga fue de 39 minutos.

Como se muestra en la Fig. 4 y 5, la media de los diferentes parametros evaluados, se

mantuvo a lo largo del tiempo de manipulacién.
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Fig. 4 Evaluacion del tiempo de manipulaciéon en animales que anidan en San Lorenzo (SL): a)

Actividad de la catalasa (U/mg de proteina), b) Tioles en plasma (mM), c) Tioles en glébulos

rojos (nmol/mg de proteina, c) TBARS en plasma (uM).
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Fig. 5 Evaluacion del tiempo de manipulacion en animales que anidan en la Isla Quiroga (1Q) a)
Actividad de la catalasa (U/mg de proteina), b) Tioles en plasma (mM), c) Tioles en glébulos

rojos (nmol/mg de proteina, c) TBARS en plasma (uM).
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RESULTADOS 1

1.1 PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO Y HEMATOLOGICOS EN
PINGUINOS DE MAGALLANES QUE ANIDAN EN LA ESTANCIA SAN LORENZO

Los efectos de las actividades humanas pueden tener consecuencias negativas sobre los
animales (Gotmark 1992, Villanueva 2012). Algunos estudios revelan que el turismo puede
producir cambios fisioldgicos, afectando la supervivencia de los animales silvestres
(Semeniuk y Col. 2009; Knapp y Col. 2013). Los pingliinos son potencialmente vulnerables
a los disturbios humanos, incluso si estos disturbios ocurren con buenas intenciones como

el ecoturismo o el trabajo cientifico.

Hasta el momento, son muy pocos los estudios que evalluan el efecto de factores

antropogénicos sobre pardmetros hematoldgicos y de estrés oxidativo en pingliinos.

El objetivo principal de esta primera parte, fue evaluar el posible impacto del turismo,
analizando parametros de estrés oxidativo y hematoldgicos en pingliinos de Magallanes
de la colonia de la Estancia San Lorenzo (SL) que anidan en una zona control (sin turistas) y
en una zona expuesta al turismo, de ahora en mas zona sendero. Asimismo, el estudio de
estos parametros en sangre de los animales, teniendo en cuenta el sexo y edad, permitira
establecer bases de datos de referencia, para posteriores trabajos comparativos, con el fin

de identificar y cuantificar los impactos ambientales.
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1.2 Parametros hematologicos de pingiiinos de Magallanes que anidan en
zona control y zona sendero, en la Estancia San Lorenzo

Se presta especial atenciéon a los parametros hematoldgicos (hematocrito, proteinas
totales, glucemia, etc.) ya que pueden actuar como sensibles sefiales de alerta temprana

de los posibles efectos antropogénicos en la salud y el estado fisiolégico de los animales.

En la Fig. 1.1 a, se muestran los resultados de los niveles de glucosa (mg/dl) en sangre
entera de los animales, no encontrandose diferencias significativas para los valores del
grupo de animales de la zona control (160.6%4.7, n=27) y de la zona sendero (156.0+4.4,

n=27).

También se determinaron los niveles de proteinas totales (g/dl) (6.210.2, n=27
vs.6.1+£0.19, n=27) y el hematocrito (%) (36.2+2.6, n=27 vs. 29.61+2.1, n=27), no
encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos de animales (Fig. 1.1 by 1.1

c).

Los valores promedio para el colesterol (mg/dl) fueron 291.8+23.2 (n=13) en zona control

y 238.7+14.4 (n=6) en zona sendero (Fig. 1.2 a).

La determinacion de enzimas hepaticas puede ser un indicador de disfuncién o dafio
hepatico. De esta manera, se determinaron los niveles de la enzima alanina
aminotransferasa (Ul/L), cuyos valores promedio fueron para la zona control 33.3+4.8

(n=9) y para zona sendero 29.1+5.9 (n=7), (Fig. 1.2 b).

Los valores promedio para la enzima aspartato aminotransferasa (Ul/L) fueron para zona

control 193.4+4.8 (n=9) y zona sendero 187.9+23.7 (n=7), (Fig. 1.2 c).
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Fig. 1.1 Resultados de los parametros hematolégicos:a) Glucemia (mg/dl), b) Proteinas totales
(g/dl), c) Hematocrito (%). T-test (P>0.05).
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En la Fig.1.3 b, se muestra el analisis de la enzima lactato deshidrogenasa (Ul/L), cuyos
valores promedios fueron en la zona control 542.0+87.8 (n=7) y en la zona sendero

632.8455.9 (n=8).

Por ultimo, se evalud la enzima pseudocolinesterasa (Ul/L), con valores promedio para la

zona control de 5541+1024 (n=7) y para la zona sendero de 4066+843 (n=7), (Fig. 1.3 c).
En ninguno de estos casos se encontraron diferencias significativas entre las zonas.

El uso de frotis sanguineos es una técnica util para estudiar los efectos en la
inmunosupresién provocada por el impacto ambiental. Una variable confiable que
permite medir la respuesta al estrés en las aves es la relacion heterdfilos/linfocitos (H/L)
(Gross y Siegel 1983). Los valores promedio fueron para el grupo control 1.2+0.1 (n=42) y

para la zona sendero 1.2+0.1 (n=41), (Fig. 1.4 a).

En la Fig. 1.4 b, se muestran las medias de los leucocitos totales que fueron 53.413.1
(n=42) y 54.7£2.8 (n=41) para los individuos que anidan en zona control y en zona

sendero, respectivamente.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los dos analisis.
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Fig. 1.2 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) Colesterol (mg/dl), b) Alanina
aminotransferasa (ALT) (UI/L), c) Aspartato aminotransferasa (AST) (Ul/L). T-test (P<0.05).
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Fig. 1.3 Resultados de los pardmetros hematoldgicos: a) Fosfatasa alcalina (FAL) (UI/L), b)
Lactato deshidrogenasa (LDH) (Ul/L), c) Pseudocolinesterasa (BCHE) (Ul/L). T-test (P>0.05).
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Fig. 1.4 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) H/L, b) Leucocitos totales. T-test
(P>0.05).
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1.3 Parametros de estrés oxidativo de pingiliinos de Magallanes que anidan
en zona control y zona sendero en la Estancia San Lorenzo

Para la evaluacién de la capacidad antioxidante total del plasma, se realizé la técnica de
OXY-adsorbente, mientras que la prueba d-ROM se utilizd para evaluar el ataque de ERO

sobre sustratos organicos (Beaulieu y Col. 2010).

En la Fig. 1.5 a, se muestran los niveles de OXY (mmol™HOCI neutralizado) en plasma,
cuyos valores promedio fueron para la zona control 255.317.1 (n=23) y para la zona

sendero 264.9+6.5 (n=28). No se encontraron diferencias significativas.

Los valores promedio de la prueba d-ROM (mg H,0,/dl) se muestran en la Fig. 1.5 b,
siendo en la zona control 13.4+1.4 (n=23) y en la zona sendero 18.0+1.5 (n=28), (Fig. 1.5
b).

Para complementar estos andlisis, se determinaron otros parametros utilizados para el

estudio de estrés oxidativo.

Se determinaron los niveles de TBARS en plasma (uM) (Fig. 1.6 a), siendo el valor
promedio para la zona control de 3.4+0.4 (n=21) y para la zona sendero 2.6+0.3 (n=18). No

se observaron diferencias significativas.

Los niveles de TBARS en gldobulos rojos (hmoles/mg de proteinas), fueron para la zona
control 1.2+0.1 (n=14) y 0.940.1 (n=16) para la zona sendero, no observandose diferencias

significativas, (Fig. 1.6 b).

También se evaluaron los tioles totales no proteicos que juegan un papel importante en la

defensa contra las ERO (Costantini y Bonadonna 2009).

En la Fig. 1.6 c, se representaron los tioles totales no proteicos en plasma (mM). Los
valores promedio para la zona control fueron 32.743.6 (n=11) y para la zona sendero

37.612.6 (n=16), no encontrandose diferencias significativas entre ambos grupos.
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Ademas, se determinaron los tioles totales no proteicos en glébulos rojos (umoles/mg de
proteina), siendo los valores promedio para la zona control 11.6+2.2 (n=14) y para la zona

sendero 3.6+0.9 (n=5). Se encontraron diferencias significativas.
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Fig. 1.5 Resultados de los pardmetros de estrés oxidativo: a) OXY (mmol*HOCI n), b) ROMs (mg
H,0,/dl). T-test (**P= 0.00286).
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Fig. 1.6 Resultados de los parametros de estrés oxidativo: a) TBARS en plasma (uM), b) TBARS en
glébulos rojos (nmoles/mg de proteinas), c) Tioles totales no proteicos en plasma (mM), d) Tioles
totales no proteicos en glébulos rojos (umoles/mg de proteina). T-test (*P<0.05).

Se evaluaron algunas de las enzimas que actian como antioxidantes. En la Fig.1.7 a, se
muestran los niveles de la glutation transferasa en plasma (pmol/min.ml), siendo los
valores promedio correspondientes a la zona control de 0.012+0.003 (n=10) y a la zona

sendero de 0.022+0.005, (n=12). No se encontraron diferencias significativas.
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Se evalud la actividad de la catalasa en globulos rojos (U/mg de proteina) y los valores
promedio de la misma fueron para la zona control 20.2+3.0 (n=19) y para la zona sendero

31.0+2.7 (n=18), (Fig. 1.7 b).
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Fig. 1.7 Resultados de los pardmetros de estrés oxidativo: a) Glutation transferasa

(umol/min.ml), b) Actividad de la catalasa (U/mg de proteina). T-test (*P<0.05).
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1.4 Parametros hematologicos de pingliinos de Magallanes que anidan en la
colonia de la Estancia San Lorenzo en funcion del sexo y la edad

Se determinaron los niveles de glucemia (mg/dl) y los valores promedio fueron de
145.4+3.1 (n= 21) para los machos; 140.4+3.7 (n=11) para las hembras y 179.5+3.9 (n=22)
para los pichones, (Fig. 1.8 a). También se analizaron las proteinas totales (g/dl) (Fig. 1.8
b), los valores medios para los machos fueron 6.6:£0.1 (n=21); para las hembras 7.210.2
(n=11) y para los pichones 5.2+0.1 (n=22). La Fig. 1.8 muestra los resultados del
hematocrito (%), siendo el valor promedio del mismo para los machos 38.8+1.9 (n=21);
para las hembras 44.2+1.8 (n=11) y para los pichones 21.6+1.9 (n=22). Para los tres

parametros analizados, se observaron diferencias significativas entre los grupos.

En la Fig. 1.9 a, se muestran los valores promedio de la concentracidn de colesterol (mg/dl)
para los machos (252.9+14.4, n=10) y para las hembras (211.0+4.6, n=3). Los pichones
mostraron valores significativamente mayores comparados con estos grupos (343.8+35.2,

n=6).

Los valores promedio para la enzima alanina aminotransferasa (Ul/L) fueron 26.8+4.5 (n=8)
para los machos, 48.0+5.0 (n=2) para las hembras y 32.3+6.5 (n=6) para los pichones. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos de animales, (Fig. 1.9 b). En la Fig.
1.9 ¢, se muestran los valores de aspartato aminotransferasa (Ul/L), cuya determinacién
adquiere importancia diagndstica cuando sus valores se comparan con los de otras
enzimas de similar origen tisular, como la aspartato aminotransferasa y la lactato
deshidrogenasa, permitiendo completar el perfil enzimatico de drganos tales como
corazén e higado (Bergmeyer y Col. 1976). Los valores fueron 201.0+19.8 (n=8) para los
machos; 314.5+81.5 (n=2) para las hembras y 136.5+6.9 (n=6) para los pichones. Se

observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos.
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Fig. 1.8 Resultados de los pardmetros hematoldgicos: a) Glucosa (mg/dl), b) Proteinas totales
(g/dl), c) Hematocrito (%). Anova y post-test de Newman-Keuls (**P<0.01, ***P<0.001).
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Fig. 1.9 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) Colesterol (mg/dl), b) Alanina
aminotransferasa (Ul/L), c) Aspartato aminotransferasa (Ul/L). Anova y post-test de Newman-
Keuls (*P<0.05, **P<0.01).
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Asimismo, se evalud la enzima fosfatasa alcalina (Ul/L), (Fig. 1.10 a). Los valores promedio
para los machos fue de 38.5+3.5 (n=8), para las hembras de 34.0£6.0 (n=2) y se observé

un valor significativamente mayor para los pichones 607.8+54.2 (n=6).

En la Fig. 1.10 b se muestran los valores de la enzima lactato deshidrogenasa (Ul/L), siendo
los valores promedio de la misma 529.0+73.4 (n=7) para los machos, 525.0£133.0 (n=2)
para las hembras y 683.8477.7 (n=6) para los pichones. No se observaron diferencias

significativas entre los grupos de animales.

Por ultimo, se calcularon los niveles de la enzima pseudocolinesterasa (Ul/L) Los valores
promedio fueron 3381+328.9 (n=7) para el grupo de los machos, 2153+303 (n=2) para las

hembras y fue significativamente mayor para los pichones (7856+314, n=5), (Fig. 1.10 c).

Para completar los estudios hematoldgicos, se analizd la relacién H/L, como indicador
fisioldgico de estrés, no encontrandose diferencias significativas entre los grupos. La media
para el grupo de los machos fue de 1.1+0.2 (n=13), para las hembras de 1.1+0.1 (n=14) y
para los pichones de 1.3+0.1 (n=55), (Fig. 1.11 a). Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas en los leucocitos totales, siendo las medias de 59.5+3.1 (n=13); 73.4+5.7
(n=14) y 47.942.2 (n=56), para machos, hembras y pichones respectivamente (Fig. 1.11 b).
En la tabla 1 se muestran los porcentajes de leucocitos, no encontrandose diferencias en

los distintos grupos.

Tabla 1.1: Formula leucocitaria en pingiiinos de Magallanes adultos y pichones.

Individuo Colonia |Basofilos (%) |Eosinofilos (%) | Heterofilos (%) | Linfocitos (%) [Monocitos (%)
Machos (n=22) SL 1.2+0.3 12.0+1.3 39.2+3.4 41.9+3.4 5.8+0.6
Hembras (n=10) SL 1.5+0.4 15.0+1.1 37.9+2.9 39.1+2.3 6.5+0.9
Pichones (n=27) SL 0.2+0.1 3.0£0.3 49.3t1.4 43.7+1.3 3.7+0.3

Los resultados informan la mediazESM del porcentaje de los diferentes leucocitos. (n= nimero de

muestra).
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Fig. 1.10 Resultados de los parémetros hematolégicos: a) Fosfatasa alcalina (Ul/L), b) Lactato
deshidrogenasa (Ul/L), c) Pseudocolinesterasa (UI/L). Anova y post-test de Newman-Keuls

(*P<0.05, **P<0.01).
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Fig. 1.11 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) Razén H/L, b) Leucocitos totales.
Anova y post-test de Newman-Keuls (*P<0.05, ***P<0.001).
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1.5 Parametros de estrés oxidativo en pingiiinos de Magallanes que anidan
en la colonia de la Estancia San Lorenzo en funcion de sexo y edad

Los valores promedio de OXY (mmol*HOCI neutralizado), (Fig. 1.12 a) para los machos
fueron de 265.916.3 (n=21) y para las hembras de 281.849.9 (n=11). Los pichones

mostraron niveles significativamente menores de este pardametro (242.4+7.6, n=19).

Por otra parte, no se encontraron diferencias significativas en los niveles de ROMs (Fig.
1.12 b). Los valores promedio fueron de 16.0+1.3 (n=21) para los machos, 14.4+1.7 (n=11)

para las hembras y 16.7+2.3, (n=11) para los pichones.

Se evaluaron los niveles de TBARS en plasma (uM), registrandose los valores promedio
para los machos que anidan en la estancia SL de 2.2+0.1 (n=17), para las hembras de
2.3+0.1 (n=8) y para los pichones de 3.9+0.5, (n=11), (Fig. 1.13 a). Ademas, en la Fig. 1.13
b, se muestran los resultados para los niveles de TBARS en glébulos rojos (nmoles/mg de
proteinas). El valor promedio para los machos fue de 0.7+0.1 (n=5); para las hembras
1.0£0.1 (n=7) y para los pichones de 1.4+0.2 (n=13). En ambos casos, se observaron niveles

significativamente mayores en los pichones.

Se evaluaron los tioles en plasma (mM), (Fig.1.13 c) y en gldbulos rojos (Fig. 1.13 d). Los
valores promedio para los primeros fue de 41.745.7 (n=9) para los machos, 34.0+3.5 (n=9)
para las hembras y 35.843.9 (n=10) para los pichones. No se observaron diferencias
significativas entre los grupos de animales (Anova y post-test de Newman-Keuls). Sin
embargo, en los glébulos rojos, se encontraron diferencias significativas en los niveles de
tioles (umoles/mg de proteinas) que fueron para el grupo de los machos 3.7+0.6 (n=9),

para las hembras 5.7+1.2 (n=10) y para los pichones 13.2+2.8 (n=10).
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Fig. 1.12 Resultados de los pardmetros de estrés oxidativo: a) OXY (mmol™*HOCI n), b) ROMs (mg
H,0,/dl). Anova y post-test de Newman-Keuls (*P<0.05, **P<0.01).

51



Resultados 1

b
TBARS PLASMA ) TBARS GR
) s . 8
51 v ' % 2.0
I 2 ; - 1
=] TR o LS
v s E .
. e Bl EEE 3
1- ] S
0 : S : g:: 0.0
2) 2 S @ 2
° & ¥ S
c) d)
TIOLES PLASMA ~
50 _ % 201 ) - .
S ' —_y
_ —_ 1 S 154
£ 20- B o
= ] S —_ R
% € 51 e B
- 2% g2 S
0 | = 5 ol EEEES ; ::ﬂﬂl:::#
2 S = © )
\s & ¢ s &
& 3 & & &

Fig. 1.13 Resultados de los parametros de estrés oxidativo: a) TBARS (uM) en plasma, b) TBARS
en globulos rojos (nmoles/mg de proteinas), c) Tioles totales no proteicos en plasma (mM), d)
Tioles totales no proteicos en glébulos rojos (umoles/mg de proteinas). Anova y post-test de

Newman-Keuls (*P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001).
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Al estudiar las enzimas antioxidantes, se observd que el valor promedio para la glutation
S-transferasa (umol/min.ml) en plasma (Fig.1.14 a), fue de 0.014+0.003 (n=7) para los
machos; 0.024+0.009 (n=6) para las hembras y 0.016+0.005, (n=9) para los pichones.
También se evalud la glutatién reductasa en glébulos rojos (nmol/min.mg de proteina),
(Fig. 1.14 b). Los valores promedio fueron de 0.0191+0.006 (n=9) para los machos,
0.002+0.001 (n=3) para las hembras y 0.07£0.04 (n=6) para los pichones. En ninguno de los

dos casos se observaron diferencias significativas.

Al analizar la actividad de la catalasa en glébulos rojos (U/mg de proteina), se observaron
diferencias significativas en los 3 grupos, siendo la media 36.8+1.2 (n=15) para los machos,

27.943.8 (n=9) para las hembras y 10.6+1.1 (n=13) para pichones, (Fig. 1.14 c).
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Fig. 1.74 Resultados de los pardmetros de estrés oxidativo: a) Glutation transferasa
(umol/min.ml), b) Glutatién reductasa (nmol/min.mg de proteina), c) Actividad de la catalasa
(U/mg de proteina). Anova y post-test de Newman-Keuls (**P<0.01, ***P<0.001).
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DISCUSION 1

Es de amplio conocimiento que uno de los obstdculos que presenta el andlisis de
pardmetros hematoldgicos y de estrés es la variabilidad interespecifica, incluso para el
mismo proceso bioquimico. Debido a ello, es esencial el conocimiento de los niveles
basales de la actividad de determinadas enzimas o procesos metabdlicos. La edad, el sexo
y el estado reproductivo como también, las perturbaciones ambientales incluido los

impactos humanos, pueden influir en los resultados estos pardmetros (Fossi 1994).

Los pingliinos son considerados centinelas del ambiente marino, ya que pueden revelar la
tasa y la naturaleza de los cambios que ocurren en los océanos meridionales (Boersma
2008). Debido a la dependencia y especificidad que los pingliinos tienen con los recursos
que ellos utilizan, son buenos indicadores bioldgicos que pueden mediante su monitoreo,

identificar cambios en el ambiente (Gonzalez 2000).

El turismo es una de las actividades humanas que puede generar un impacto desfavorable
en la supervivencia o en el éxito reproductivo de las aves (Nisbet 2000). En particular, las
ciudades de la costa Patagdnica concentran gran parte de los servicios que constituyen la
oferta turistica de la regién. Varias colonias de aves y mamiferos marinos son visitadas
anualmente por una gran cantidad de turistas nacionales y extranjeros. Es importante
resaltar, que la cantidad de visitantes ha aumentado constantemente en los ultimos afios
(Honey 2008). El ecoturismo en Patagonia es compatible con la presencia y reproduccién
de muchas especies, cuya sensibilidad difiere frente al comportamiento inadecuado de
visitantes. La presencia humana puede, en ciertas ocasiones, producir la disrupcion de la
reproduccién, la mortalidad de crias, la pérdida de huevos o pichones, entre otros efectos
negativos sobre las colonias de aves marinas (Yorio y Col. 1996, Martinez Rivarola y Col.

1996, Bertellotti 2013).

Una de las colonias mas importante de pingliinos de Magallanes en la costa Patagdnica se
localiza en la Estancia San Lorenzo (SL). La actividad turistica se inicié en el afio 2000 y

desde entonces, el nimero de visitas se fue incrementando a lo largo de los afios.
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Actualmente recibe aproximadamente 10000 turistas al afio (M. Machinea, comunicacion

personal 2012).

Esta colonia es ideal para evaluar el impacto del turismo sobre estos animales silvestre ya
gue es un area natural protegida, declarada patrimonio de la humanidad por la UNESCO.
Las visitas sélo se realizan en un area especifica bien definida de la colonia, delimitada por
un sendero, donde los turistas sélo pueden transitar caminando dentro de sus limites (la

llamamos zona sendero).

El objetivo de esta tesis fue evaluar el efecto ambiental, sobre diferentes parametros
hematoldgicos y de estrés oxidativo, que permitan alertar sobre posibles cambios
fisioldgicos en la poblacidon de animales y de esta manera contribuir a pautas de manejo
responsable. En esta primera seccion de resultados nos propusimos determinar si el
turismo podria producir impactos sobre estos individuos, comparando pingliinos que
anidan en zonas que reciben turismo (sendero) y zonas no disturbadas (control). Para ello,
en primer lugar, realizamos la comparacion de diferentes pardmetros hematoldgicos
(glucemia, proteinas totales, hematocrito, colesterol, enzimas hepaticas, recuento de
leucocitos) ampliamente utilizados para la evaluacién del impacto ambiental sobre la

salud del animal o de las poblaciones (Fudge 2000; Sergent y Col. 2004; Muller 2005).

Los resultados demostraron que no se observaron diferencias significativas en ninguno de
estos parametros entre la poblacién de animales de la zona control respecto de la zona
sendero. Incluso, no se encontrd diferencia en la relacién H/L, un parametro indicador de

estrés fisiolégico en aves (Davis y Col. 2008).

Estos resultados son coincidentes con estudios previos que demostraron que no se
encontraron diferencias en el éxito reproductivo (cantidad de huevos puestos, de
pichones nacidos, de pichones sobrevivientes hasta las 5 semanas de vida), en la hormona
del estrés (coticosterona), en la frecuencia cardiaca, en el crecimiento de pichones ni en
las respuestas comportamentales entre los pingliinos de Magallanes que se encontraban
en los senderos turisticos comparados con los de la zona control de la Estancia SL

(Villanueva y Col. 2007, 2010).
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Otros estudios sobre los efectos del turismo en otras especies de pingliinos arrojaron
diferentes resultados, dependiendo de la especie y de la colonia estudiada. Se observaron
efectos negativos del turismo en pingliinos de Humboldt (Spheniscus humboldti) en Chile,
donde los pingliinos tuvieron un éxito reproductivo menor y frecuencias cardiacas
mayores en sitios expuestos el turismo (Ellenbergy y Col. 2006). Walker y Col. 2006,
encontraron que los niveles basales de corticosterona eran similares entre la poblacién
expuesta y no expuesta a la presion turistica. Por su parte, los pichones de pingliinos de
Adelia (Pygoscelis adeliae) presentaron éxitos de eclosion mayores y menor supervivencia

en colonias visitadas por el turismo y con monitoreos cientificos (Giese 1996).

A pesar de la gran utilidad del estudio del estrés oxidativo en la investigacion bioquimica y
médica, el numero de reportes que demuestren su relevancia en estudios del efecto
antropogénico sobre los animales silvestres son escasos (Constantini 2008; Beaulieu y
Constantini 2014). Hasta el momento no hay estudios que demuestren la utilidad de

pardmetros de estrés oxidativo como “indicadores” de estrés en aves marinas.

A diferencia de los parametros hematoldgico descriptos anteriormente, los andlisis de
estrés oxidativo demostraron que animales expuestos al turismo (zona sendero)
presentaron mayores niveles del biomarcador de dafo oxidativo ROMs. Asimismo,
observamos una reduccién en los niveles de tioles, un reconocido antioxidante,
conjuntamente con un aumento de las actividades de las enzimas antioxidantes glutatién
transferasa y catalasa, probablemente para compensar el aumento del estrés oxidativo.
Por otra parte, no se encontraron diferencias en otras determinaciones como TBARS,

glutation reductasa o niveles de OXY.

El aumento de glutation transferasa se ha asociado a alteraciones metabdlicas, cardiacas,
diabetes, hipertension, desérdenes hepato-biliares y dafio hepatico. En otras especies
marinas, como el elefante marino del norte (Mirounga angustirostris), se ha reportado un
aumento de la actividad de esta enzima durante el periodo de ayuno de las crias
destetadas, el cual se ha sugerido junto con otros factores, como un mecanismo

preventivo de dafio oxidativo (Vazquez-Medina y Col. 2011).
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Es importante resaltar que a pesar de no haber encontrado diferencias significativas en
parametros de estrés fisiolégicos como la relaciéon H/L, se mostré un significativo aumento
de ROMs en la poblacion expuesta al turismo y algunas variaciones de los niveles de
antioxidantes, lo que podria sugerir que la evaluacidon de parametros de estrés oxidativo
como ROMs y OXY podrian ser bioindicadores de estrés mas sensibles que los parametros
hematoldgicos habitualmente evaluados. Hasta donde sabemos, este seria el primer
estudio que permite evaluar la influencia del turismo sobre parametros de estrés

oxidativo en aves marinas.

Los parametros clinicos hematoldgicos y bioquimicos de las especies, pueden ser usados
como indicadores del buen estado de salud del animal (Sergent y Col. 2004; Flammer
2004). Sin embargo, pocos son los trabajos que reportan los rangos hematoldgicos de
referencia de especies aviares marinas locales que permitan ser utilizados como
herramienta para el seguimiento y monitoreo de poblaciones. En pingliinos de Magallanes
particularmente, existen aun menos reportes. Por otra parte, considerando la influencia
de factores como el sexo, la edad y la zona de anidaciéon de una misma especie, es vital
determinar el perfil de estos pardmetros teniendo en cuenta los mismos para poder

utilizar estos valores hematoldgicos de manera correcta.

En el presente trabajo de tesis, se estudiaron diferentes parametros hematolégicos y
bioguimicos, teniendo en cuenta el sexo y la edad, con el fin de establecer bases de datos
de referencia que permitan, mediante su monitoreo, detectar cambios en el ambiente con

potencial impacto en los individuos.

Los adultos y pichones mostraron las mayores diferencias en distintos parametros
analizados. Los pichones mostraron valores significativamente mayores de glucemia y
colesterol, mientras que exhibieron menores valores de proteinas totales y de
hematocrito que los adultos. Por el contrario, en el pingiliino de Adelia (Pygoscelis adeliae)
y Papua (Pygoscelis papua), se encontraron menores niveles de glucosa en sangre de

pichones, respecto de adultos (D"Amico y Col. 2014).
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El mayor nivel de colesterol en pichones respecto de adultos podria estar asociado a la
dieta. Estudios previos sugieren que los adultos maximizan la calidad del alimento para
alimentar a sus pichones, eligiendo aquellos con mayor contenido energético y calidad
proteica (Forero y Col. 2002). Asimismo, D"’Amico y Col. 2014 observaron que pichones de
pingliinos Adélia de la Antartida, presentaban menor concentracion de colesterol que los
adultos. Contrariamente con lo que sucede con los pingliinos de Papua, también de la
Antartida, lo que podria estar relacionado con procesos anabdlicos (Alonso-Alvarez y Col.
2002).

Al igual que en el trabajo de Meyer y Harvey (2000), encontramos menores niveles de
hematocrito en pichones respecto de adultos. Estos autores describen algunos de los
factores que participan en el desarrollo de la anemia neonatal los que incluyen, menor
produccién de gldbulos rojos durante el periodo neonatal temprano, rapido crecimiento
con hemodilucion resultante de la expansién del volumen plasmdtico total con mayor
rapidez que la masa eritrocitaria total. Incluso, en algunas especies, la produccién de
glébulos rojos esta reducida debido a las bajas concentraciones de la eritropoyetina al
nacimiento (Meyer y Harvey 2000).

Las proteinas totales se utilizan cominmente como indicadores de estado de salud y
también estdn relacionados con el sistema inmune, especialmente asociadas a la
produccién de anticuerpos (Bouda y Col. 2004). Asimismo, cambios en las concentraciones
totales de proteinas pueden observarse con la edad (Hochleithner 1994). Un estudio en
diferentes aves a los 30 y 90 dias de vida demostré menores niveles de hematocrito y de
proteinas totales en todos los casos a los 30 dias (Ritchie y Col. 1994). En otras especies de
pingliinos como los Adélia y Papua muestreados en las Islas Shetland del Sur, también se
demostraron menores niveles de proteinas totales en los pichones comparados con los
adultos (D’Amico y Col. 2014).

Respecto de las enzimas hepaticas estudiadas, encontramos que los pichones presentan
menores niveles de aspartato aminotranferasa, mientras que muestran mayores

actividades de fosfatasa alcalina y de pseudocolinesterasa, sin observar diferencias
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significativas en la alanina transaminasa y la lactato deshidrogenasa, comparado con los
adultos.

La fosfatasa alcalina, es una enzima ampliamente distribuida en el organismo que hidroliza
los monoésteres del acido ortofosférico en medio alcalino. La actividad sérica de la enzima
se incrementa cuando existe dafio tisular en alguno de los tejidos de origen (Meyer y
Harvey, 2000). Los valores de fosfatasa alcalina en pichones también superaron los valores
encontrados por Ghebremisk y Col. 1989; Wallace y Col. 1995; Moreno-Salas y Col. 2014;
en diferentes especies de pingliinos adultos.

La pseudocolinesterasa, se encuentra en plasma, higado, musculo liso y adipocitos y
constituye un indice de funcién hepatica ya que, la disminucién de la concentracién
sanguinea es indicadora de dafio celular en este 6rgano. Como demostramos en este
trabajo, se describié previamente que los niveles de enzima aspartato aminotransferasa
se relacionan en forma inversa con los de pseudocolinesterasa (Bergmeyer y Horder
1980).

Por otro lado, no se observaron diferencias en la relaciéon H/L, pero si en el recuento de
leucocitos totales, encontrandose menores valores en los pichones respecto a los adultos.
El trabajo de D’Amico y Col. 2014 muestra que los pichones de los pingliinos Papua
también presentan niveles menores de leucocitos totales comparado con los animales
adultos. Resultados opuestos se observaron en el caso de los pingliinos Adelia (D"Amico y
Col. 2014).

Hasta el momento son pocos los estudios que evalian la posible influencia de la edad y el
sexo sobre el sistema antioxidante en aves silvestres (Koivula y Eeva 2010). De esta
manera, consideramos de gran importancia este trabajo, dado que se reportan por
primera vez los valores de una variedad de parametros de estrés oxidativo, medidos en
sangre.

El estudio de OXY demostré menor capacidad antioxidante en pichones comparado con
adultos y no se ha apreciado diferencia significativa en los niveles de ROMs. La evaluacién
de la peroxidacion lipidica, se utiliza ampliamente como un indicador estrés oxidativo, ya

gue la mayoria de las ERO reaccionan con acidos grasos poliinsaturados presentes en la
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membrana celular, lo que lleva al dafo estructural de la célula, fallo metabdlico y muerte
celular. Por lo tanto, la evaluacion del nivel de TBARS es util en la investigaciéon de la
peroxidacién de lipidos (Lima y Abdalla 2001, Kohen y Nyska 2002). Observamos mayores
niveles de TBARS y también de tioles en pichones, este ultimo tal vez como una estrategia

para contrarrestar el daio.

Dentro de los componentes enzimaticos antioxidantes, evaluamos la actividad de la
catalasa, la glutation reductasa y transferasa. Los pichones presentaron menor actividad
de la enzima catalasa respecto de los adultos, lo que puede asociarse a la menor

capacidad antioxidante y al aumento de los niveles de TBARS observados.

En contraposicidon con nuestros resultados obtenidos en pingliinos de la colonia de SL,
otros autores sugieren que el dafio oxidativo aumenta con la edad, provocado por un
aumento en la producciéon de ERO y/o a una mayor susceptibilidad a las ERO en aves

adultas (Martin y Grotewiel 2006; Halliwell y Gutteridge 2007).

Las hembras presentaron mayores niveles de proteinas totales, de aspartato y alanina
aminotransferasas, ademas de un aumento en el nimero de leucocitos totales respecto
de los machos. Al igual que en el trabajo de Sergent y Col. (2004), las hembras de
pingliinos azules o pequeiios (Eudyptula minor) exhibieron mayores niveles de proteinas
totales comparados con los machos, lo que se asocid a la produccién de huevos (Sergent y
Col. 2004). Castillo Torres (2015), también observé mayores niveles de proteinas totales
en hembras, al comparar ambos sexos, aunque estudi®é otra especie de ave. Se
encontraron similitudes en la media de proteinas totales reportada en el trabajo de

Ghebremeskel y Col. (1989) en pingliinos de Magallanes.

Respecto a las enzimas hepaticas, la aspartato aminotransferasa es un sensible indicador
de lesién hepdtica, pero es muy poco especifica ya que también se encuentra en altas
concentraciones en otros tejidos como el musculo esquelético y cardiaco, rifdn, o
cerebro. Por su parte, el valor diagndstico de la alanina aminotransferasa en aves es

limitado, ya que esta presente en muchos tejidos y su actividad es muy baja (Garcia 2016).
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Nuestros resultados coinciden con el rango de valores publicados en otras especies de
pingliinos como los de la Isla de Galdpagos (Spheniscus mendiculus) (Travis y Col. 2006).
También, los valores de las medias para alanina aminotransferasa, hematocrito vy
proteinas totales, estan dentro del rango que publica Canepuccia y Col. (2000), cuando
describe los valores para los pingliinos de Magallanes considerados sanos. Asimismo, los
niveles de las aminotransferasas, estan dentro del rango publicado por Wallace y Col.
(1995) que estudian pingliinos de Humboldt (Spheniscus humboldti). En cuanto al resto de
los pardmetros evaluados, no difieren entre machos y hembras.

Algunos trabajos de aves proponen que las hembras tienen una mayor capacidad
antioxidante que los machos (Halliwell y Gutteridge 2007). En este trabajo de tesis, sélo
observamos diferencias en los niveles de catalasa que fueron menores en las hembras

comparadas con los machos.

Por su parte, los niveles de TBARS en plasma en la colonia SL fueron menores que los
determinados en pingliinos de Magallanes analizados en el trabajo de Romero y Col. 2015.
Esto puede deberse a que aquellos animales se encontraban empetrolados, en

recuperacién o en refugios.

Otros autores estudiaron los niveles de tioles totales en otras especies de aves marinas
como petreles (Pachyptila desolata) y priones (Halobaena caerulea) (Costantini y
Bonadonna 2009), los niveles de glutatidon transferasa en golondrina (Raja-aho y Col.
2012), la actividad de la enzima catalasa en gorriones (Passer domesticus) (Herrera-
Duenas y Col. 2013), la actividad de la glutation reductasa en cigliefas blancas (Ciconia
ciconia) (Oropesa y Col. 2013) y los niveles de OXY en gaviotas (Garcia-Tarrasén y Col.
2014). Los resultados mostrados son diferentes a los que registramos en este trabajo. No
es posible realizar una comparacién debido a que en estos trabajos se estudian otras
especies de aves que se encuentran en condiciones totalmente diferentes. Newman
(1997), muestra que para un mismo parametro hematolégico, el resultado difiere

notoriamente, segun la especie de ave.
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Hasta donde sabemos, este es el primer reporte de parametros de estrés oxidativo en

pingliinos de Magallanes que contempla edad, sexo y ademas la influencia del turismo.

Si bien los analisis hematoldgicos han demostrado ser utiles para detectar cambios
ambientales en algunas especies de aves (Haratym-Maj 2002), en el presente trabajo no
se encontraron cambios en ninguno de los parametros estudiados cuando comparamos
individuos que anidan en zona control respecto de aquellos expuestos al turismo. Sin
embargo, se observaron niveles significativamente mayores de ROMs, indicador de
daio oxidativo, en individuos sometidos a presion turisticas. Esto sugiere que la
evaluacion de parametros de estrés oxidativo en animales silvestres, podria representar
una herramienta mas sensible para detectar cambios ambientales y poder de esta
manera, evaluar el estado de salud de los pingiiinos de Magallanes. Asimismo, los
resultados de este estudio describen las caracteristicas hematoldgicas y de estrés
oxidativo en pingiiinos de Magallanes que anidan en la colonia SL teniendo en cuenta la
edad y el sexo, informacién que no se habia reportado al momento. Estos hallazgos
podran ser utilizados como linea de referencia para trabajos posteriores, pudiendo ser
utilizados por investigadores para evaluar la salud de las poblaciones, comparar con

otras especies de otros lugares y extrapolar las técnicas a otras especies.
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RESULTADOS 2

2.1 PARAMETROS DE ESTRES OXIDATIVO Y HEMATOLOGICOS EN
PINGUINOS DE MAGALLANES QUE ANIDAN EN LA ISLA QUIROGA

La contaminacion costera, las actividades pesqueras, la quema de combustibles, el vertido
o derrame de residuos sélidos y liquidos, el cambio climatico, son algunos de los factores
antropogénicosque pueden afectar negativamente la supervivencia y el éxito de
alimentacion y reproduccion de varias especies silvestres, entre ellas las aves (Fundacién
Patagonia Natural 1999). Los efectos de la contaminacién, la degradacién ambiental, los
cambios en la disponibilidad de las especies presa, el cambio climdtico, pueden
evidenciarse a través de la observacion o monitoreo de algunas poblaciones de aves
marinas (Piatt y Sydeman 2007). Por lo tanto, las aves marinas se las han considerado
como bioindicadores ambientales (Green y Figuerola 2003; Nam y Lee 2006; Pan y Col.
2008; Naccariy Col. 2009; Herrera-Duefas y Col. 2013).

Varios estudios han resaltado la importancia del estrés oxidativo en el campo de la
ecotoxicologia, por su relacién con el impacto que generan los contaminantes. La
susceptibilidad al estrés oxidativo es util para el monitoreo de los impactos ambientales,
ya que se puede utilizar para describir respuestas celulares a los contaminantes y otras
fuentes de estrés en organismos. Uno de los mecanismos a los que se atribuye la toxicidad
a los metales pesados, plaguicidas organoclorados e hidrocarburos, es su capacidad de
inducir estrés oxidativo, ya sea de forma directa generando ERO, o de forma indirecta
inhibiendo el sistema antioxidante celular (Ercal y Col. 2001; Abdollahi y Col. 2004). Un
aumento en la formacién de ERO puede resultar en estrés oxidativo. Colombini y Col.
(2008), reportaron que, de todas las provincias, Santa Cruz presentaba mayores niveles de
hidrocarburos. Diversos estudios experimentales han mostrado la capacidad de los
metales pesados e hidrocarburos de inducir estrés oxidativo en diferentes seres vivos
(Sandhir y Gill 1995; Simon-Giavarotti y Col. 2002; Toplan y Col. 2003), incluidas las aves

(Mateo y Col. 2003; Hoffman y Col. 2005). Por lo tanto, la evaluacion de los niveles de
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moléculas antioxidantes, de las actividades de determinadas enzimas antioxidantes, y
tambiénla determinacion de los productos del dafio oxidativo pueden ser dtiles
indicadores de exposicion a estos contaminantes (Gil y Pla 2001).

El objetivo de esta segunda seccidon fue evaluar, en pingliinos de Magallanes que se
reproducen en una colonia expuesta a hidrocarburos por su cercania a un puerto (Puerto
Deseado, Isla Quiroga), el efecto ambiental analizando algunos pardmetros de estrés
oxidativo y hematoldgicos. Al igual que en la primera seccién, se estudiaron estos
pardmetros en sangre de los animales, teniendo en cuenta el sexo y edad para establecer

bases de datos de referencia, para posteriores trabajos comparativos.
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2.2 Parametros hematoldgicos de pingiiinos de Magallanes que anidan en la
colonia Isla Quiroga en funcidn del sexo y la edad

En la Fig. 2.1 a, se muestran los niveles de glucosa (mg/dl) en sangre entera. Los valores
promedio fueron para los machos 133.2+3.9 (n=21); para las hembras 125.1+3.8 (n=10) y
para los pichones 159.446.7 (n=17), encontrandose valores significativamente mayores en

los pichones.

En la Fig. 2.1 b,se observan los niveles de proteinas totales (g/dl), siendo las medias para
los machos 6.7+0.2 (n=21), para las hembras 6.7+0.2 (n=11) y para los pichones 5.7+0.1
(n=17).

Ademas, se analizé el hematocrito (%) (Fig. 2.1 c). Los valores promedio fueron para los
machos 40.9+1.4 (n=21), para las hembras 42.2+1.8 (n=10) y para los pichones 29.5+1.9
(n=17).

Tanto para las proteinas totales como para el hematocrito se observé significativamente

menores valores en los pichones.

Se evalud la concentracién de colesterol (mg/dl), las medias fueron para los machos
210.1+15.9 (n=13); para las hembras 195.349.8 (n=7) y para los pichones 353.74+30.5 (n=9)
(Fig. 2.2 a). Se observaron niveles significativamente mayores en los pichones respecto de

los adultos.

En la Fig. 2.2 b se muestran los resultados para la enzima alanina aminotransferasa (UI/L).
Los valores promedio fueron para machos 57.4+9.2 (n=11); para hembras 79.8+25.6 (n=5)
y para pichones 37.0£7.2 (n=7). En la Fig. 2.2 ¢ se muestran las medias para la enzima
aspartato aminotransferasa (Ul/L), que en machos fue 184.7+17.0 (n= 12); en hembras
197.0+33.8, (n=7) y en pichones 126.7+12.3, (n=9). Para estas enzimas, no seobservaron

diferencias significativas entre adultos y pichones.
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Fig. 2.1 Resultados de los parametros hematolégicos: a) Glucosa (mg/dl), b) Proteinas totales

(g/dl), c) Hematocrito (%). Anova y post-test de Newman-Keuls (**P<0.01, ***P<0.001).
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Fig. 2.2 Resultados de los parémetros hematolégicos: a) Colesterol (mg/dl), b) Alanina
aminotransferasa (Ul/L), c) Aspartato aminotransferasa (Ul/L). Anova y post-test de Newman-
Keuls (***P<0.001).
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También, se evalué la enzima fosfatasa alcalina (Ul/L), siendo los valores promedio
79.2+11.3 (n=13), 56.51£6.0 (n=4) y 457.3149.4 (n=9), para machos, hembras y pichones,
respectivamente (Fig. 2.3 a), observandose en los pichones mayores niveles comparado

con los adultos.

Las medias de la enzima lactato deshidrogenasa (Ul/L) correspondieron a 589.1+40.6
(n=11) para los machos; 671.74138.0 (n=3) para las hembras y 709.9+49.9 (n=9) para los

pichones (Fig. 2.3 b). No se observaron diferencias significativas entre los grupos.

Por ultimo, se evalué a la enzima pseudocolinesterasa (Ul/L). Las medias fueron para los
machos 36624212 (n=13); para las hembras 300941571 (n=3) y para los pichones 62431758
(n=8) (Fig. 2.3 c), observandose en los pichones mayores niveles comparado con los

adultos.

La relaciéon H/L mostré valores similares para adultos (machos: 1.3+0.1, n=22; hembras:
1.1£0.1, n=10) y para los pichones (1.2+0.1, n=17) (Fig. 2.4 a). Los valores de leucocitos
totales fueron 58.6+3.9 (n=22), 69.246.3 (n=10) y 60.1+3.7 (n=17) para machos, hembrasy
pichones, respectivamente (Fig. 2.4 b). No se observaron diferencias significativas en

ninguno de estos pardmetros ni en el porcentaje de los diferentes leucocitos (Tabla 2.1).
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Fig. 2.3 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) Fosfatasa alcalina (UI/L), b) Lactato
deshidrogenasa (Ul/L), c) Pseudocolinesterasa (UI/L). Anova y post-test de Newman-Keuls
(**P<0.01, ***P<0.001).
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Fig. 2.4 Resultados de los pardmetros hematolégicos: a) H/L, b) Leucocitos totales. Anova y
post-test de Newman-Keuls. (P>0.05).

Tabla 2.2: Férmula leucocitaria en pingiiinos de Magallanes adultos y pichones.

Individuo Colonia |Basofilos (%) | Eosinofilos (%) | Heterofilos (%) | Linfocitos (%) |Monocitos (%)
Machos (n=22) 1Q 0.4+0.1 11.7£0.9 44.9+1.2 38.4+1.7 4.810.4
Hembras (n=10) IQ 0.3+0.1 14.1+1.2 40.2+2.1 39.8+2.4 5.9+0.8
Pichones (n=27) 1Q 0.310.1 11.6%0.9 43.812.0 39.8+2.2 49104

Los resultados informan la mediazESM del porcentaje de los diferentes leucocitos. (n= nimero de

muestra).
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2.3 Parametros de estrés oxidativo de pingiiinos de Magallanes que anidan
en la colonia de Isla Quirogaen funcidn del sexo y la edad

La capacidad antioxidante total del plasma se midié mediante la determinacién
colorimétrica OXY-Adsorbent (mmol'lHOCI neutralizado), en el plasma de los animales. Las
medias fueron para los machos 243.8+9.8 (n=21); para las hembras 237.3+16.9 (n=10) y
para pichones 279.6+10.1 (n=17), (Fig. 2.5 a).

Ademas, se determinaron los niveles de ROMs (mgH,0,/dl) (Fig. 2.5 b), siendo los valores
promedio 14.9+2.4 (n=22); 18.742.6 (n=10) y 16.6+2.0 (n=17), para machos, hembras y
pichones, respectivamente. No se observaron diferencias significativas en ninguno de los

dos casos.

Se determinaron los niveles de TBARS en plasma (uM) (Fig. 2.6 a). Los valores promedios
fueron para los machos 4.8+0.8 (n=19); para las hembras 4.2+0.8 (n=9) y para los pichones
4.620.8 (n=14). También se midieron los TBARS en glébulos rojos (nmoles/mg de
proteinas), siendo las medias para los machos 0.6+0.1 (n=12); para las hembras 0.5+0.1

(n=9) y para los pichones 0.6+0.1 (n=9), (Fig.2.6 b).

En la Fig. 2.6 c se muestran los niveles tioles totales no proteicos en plasma (mM), siendo
los valores promedio para los machos 44.7+4.4 (n=7); para las hembras 55.4+11.4 (n=9) y
para los pichones 84.9+14.8 (n=10). Ademas, se determinaron los niveles tioles totales no
protéicos en glébulos rojos (umoles/mg de proteina), que fueron para los machos 2.9+0.3

(n=9); para las hembras 4.5+0.7 (n=9) y para los pichones 4.6+0.6 (n=10), (Fig. 2.6 d).

En ninguno de estos analisis se observaron diferencias significativas entre los grupos de

animales.
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Fig. 2.5 Resultados de los pardmetros de estrés oxidativo: a) OXY (mmol*HOCI n), b) ROMs

(mgH,0,/dl). Anova y post-test de Newman-Keuls (P>0.05).
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Fig.2.6Resultados de los parametros de estrés oxidativo: a) TBARS en plasma (uM), b) TBARS en
glébulos rojos (nmoles/mg de proteinas), c) Tioles totales no proteicos en plasma (mM), d) Tioles
totales no proteicos en glébulos rojos (umoles/mg de proteina). Anova y post-test de Newman-
Keuls (P>0.05).

74



Resultados 2

Se determind la glutatidn S-transferasa en plasma (umol/min.ml) (Fig. 2.7 a), las medias
fueron para el grupo de los machos 0.033+0.008 (n=6); para las hembras 0.016+0.004
(n=9) y para pichones 0.004+0.007 (n=9). Ademas en la Fig. 2.7 b, se muestran las medias
de glutation reductasa en gléobulos rojos (nmol/min.mg de proteina), para los machos
0.03+0.01 (n=9), para las hembras 0.04+0.001 (n=3) y para los pichones 0.05+0.01, (n=10).
No se detectaron diferencias significativasentre los grupos para ambas enzimas

antioxidantes.

También se determind la actividad de la catalasa en gldobulos rojos (U/mg de proteina)
(Fig. 2.7 c), los valores promedios fueron para los machos 30.7£2.2, (n=13); para las
hembras 37.5+4.7, (n=9) y para los pichones se observaron valores significativamente

menores (16.3+1.6, n=14).
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Fig. 2.7 Resultados de los parametros de estrés oxidativo: a) Glutation transferasa
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DISCUSION 2

En esta segunda seccién de resultados, se reportan los valores de los pardametros
hematoldgicos y de estrés oxidativo de los pingliinos de Magallanes que anidan en la Isla
Quiroga (1Q), con el fin de establecer rangos fisiolégicos de referencia para los individuos
de esta colonia. Como se menciond en la discusién de la seccidn 1, estos resultados seran
una herramienta indispensable como linea de base, para poder realizar una correcta
evaluacion de los posibles impactos ambientales sobre la especie. Se observaron
diferencias en los parametros hematoldgicos entre adultos y pichones. Los pichones
mostraron valores significativamente mayores de glucemia y colesterol, mientras que
exhibieron menores valores de proteinas totales y de hematocrito, del mismo modo
sucedid en la colonia de SL. Al igual que describimos en la discusidn de los resultados de la
seccidn 1, estos hallazgos estan en linea otros trabajos realizado en pichones de pinglinos
de Magallanes, los cuales demuestran mayores niveles de colesterol respecto de adultos
(Forero y Col. 2002). Los niveles de glucosa sanguinea reflejan las condiciones
nutricionales, emocionales y endocrinas del sujeto. Aumenta después de la comida
(hiperglucemia alimentaria), también durante la excitacién probablemente como efecto
de la liberacidon de norepinefrina. Por su parte, los valores de proteinas totales son
coincidentes con los publicados por Canepuccia y Col. (2000) y Villouta y Col. (2007), en
pingliinos de Humboldt (Spheniscus humboldti). En otras especies de pinglinos, también
se demostraron menores niveles de proteinas totales en los pichones comparados con los
adultos (D’Amico y Col. 2014) y se encontraron menores niveles de hematocrito en
pichones (Meyer y Harvey 2000). Estos ultimos niveles de hematocrito fueron menores a
los obtenidos en pingliinos de Magallanes después de la rehabilitacidon por contaminacién

con petréleo (Caraiola 2012).

Los pichones mostraron niveles mayores de fosfatasa alcalina y pseudocolinesterasa que

los adultos, coincidentemente con lo observado en la colonia SL, como se describid en la
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seccion de resultados 1. Algunos autores sugieren que las enzimas hepaticas estan
aumentadas en pichones de avestruces y a partir del afio de edad empiezan a disminuir
paulatinamente (Olrog 1997; Palomeque 1997). El trabajo de Ghebremisk y Col. (1989), en
pingliinos de Magallanes antes de mudar, demuestra valores de alanina aminotransferasa
similares a los pichones de este trabajo. Los niveles para la enzima aspartato
aminotransferasa, fueron mayores a los obtenidos en esta tesis. Por su parte, los niveles
de fosfatasa alcalina reportados estaban dentro del rango de los machos y hembras

analizados en esta tesis (Ghebremisk y Col. 1989).

Con respecto a los parametros de estrés oxidativo, en esta colonia de pingliinos de
Magallanes, no observamos diferencias significativas entre pichones y adultos en ninguno
de los parametros estudiados excepto por una menor actividad de la enzima catalasa en
pichones. Halliwell y Gutteridge (2007), reportaron en aves que las hembras presentan
mayor capacidad antioxidante, mientras que en nuestro trabajo sélo se observd una
actividad significativamente mayor en la actividad de la catalasa. Ademas, estos autores
propusieron que el dafio oxidativo aumentaba con la edad. Sin embargo, en pingliinos de
la colonia 1Q, no se aprecié esta tendencia. Los niveles de glutatiéon transferasa vy
reductasa de los individuos que anidan en 1Q fueron mas bajos si los comparamos con las
cigliefias blancas (Ciconiaciconia), estudiadas en el trabajo de Oropesa y Col. (2013). En
este trabajo, no se observaron diferencias en los niveles de OXY y ROMs entre pingliinos
machos y hembras. Sin embargo, los valores obtenidos en esta tesis resultan mayores a
los publicados previamente por Beaulieu y Col. 2010 en (Pygoscelis adeliae), lo que podria
deberse a que los pingliinos son de otra especie y ademds podrian influir otros factores

como la alimentacién, zona geografica, etc.

Los niveles de TBARS no mostraron diferencias cuando comparamos sexo y edad de los
pingliinos de la colonia 1Q, a diferencia de lo observado en la colonia de SL, donde se
observaron diferencias significativas en pardmetros de estrés (OXY, TBARS en plasma y
glébulos rojos vy tioles en globulos rojos) entre pichones y adultos. Esta similitud entre
adultos y pichones podria ser resultado de una igual exposiciéon de ambas categorias de

edad a contaminantes a través de la dieta.
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Los cambios en los parametros sanguineos pueden ser utiles como marcadores
bioquimicos de la toxicidad o contaminacion ambiental de ciertos productos quimicos
(Haratym-Maj 2002). Los ecologistas han mostrado recientemente un gran interés en el
uso de los indicadores fisiolégicos de la salud de las poblaciones animales
considerandolo una herramienta valiosa (Beaultel y Col. 2013). Como se nombré en la
seccion 1 estos resultados podran ser utilizados como linea de referencia para trabajos

posteriores.
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3.1 Comparacion de los parametros hematoldgicos y de estrés oxidativo de
pingliinos de Magallanes que anidan en las colonias de San Lorenzo y de Isla

Quiroga

La Isla Quiroga (IQ) se encuentra a sélo 2300 metros en linea recta de la ciudad de Puerto
Deseado y a 1500 metros del puerto aproximadamente (Bogetti 2009). No hay trabajos
actuales que traten sobre la contaminacion en la Ria. Sin embargo, en campafias
realizadas en el afio 1994 y 1995 se encontraron valores positivos de hidrocarburos
aromaticos en agua y sedimentos (Esteves y Col. 1997). La ciudad de Puerto Deseado ha
sufrido un importante aumento poblacional en los ultimos quince afios, mostrando un
crecimiento de la actividad industrial y portuaria que ha provocado un incremento notable
en las presiones sobre el medio ambiente. Estas actividades humanas, pueden afectar
directa o indirectamente las especies de aves que nidifican o utilizan la Ria como darea de
alimentacion o paso. Las mayores amenazas son la contaminacién derivada de la actividad
portuaria y las industrias pesqueras (Gandini y Frere 1996). El pingliino de Magallanes es
una de las especies mas afectadas por la contaminacidn con hidrocarburos en la costa
Patagdnica conjuntamente con otras, como el pingliino penacho amarillo (Eudyptes
chrysocome) y algunas especies de gaviotas (Gandini y Col. 1994). Sin embargo, los
estudios que evalien parametros hematolégicos o indicadores de estrés en las
poblaciones bajo algun tipo de contaminacién, son escasos en aves e inexistentes para el
caso del pingliino de Magallanes. En esta seccién de resultados, nos propusimos comparar
los parametros hematoldgicos y de estrés oxidativo obtenidos para los pinglinos de la
colonia IQ teniendo en cuenta el sexo y la edad, con aquellos obtenidos para la colonia

San Lorenzo (SL) fuera del area de impacto turistico, que consideramos sanos.
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Las siguientes tablas (3.1, 3.2 y 3.3) muestran la comparacion de los parametros
hematoldgicos y de estrés oxidativo de pingliinos de Magallanes que anidan en las

colonias de SL e 1Q.

Tabla 3.1 Parametros hematolégicos y de estrés oxidativo en pingiiinos macho.

MACHOS SL MACHOS IQ P
Glucosa (mg/dl) 145.443.1 (n=21) | 133.2#3.9 (n=21) |*0.0188
Proteinas totales (g/dl) 6.6%0.1 (n=21) 6.7%0.2 (n=21)
Hematocrito (%) 38.8%1.9 (n=21) 40.911.4 (n=21)
Colesterol (mg/dl) 252.9%14.4 (n=10)| 210.1#15.9 (n=13)
Alanina aminotransferasa (Ul/L) 26.8%4.5 (n=8) 57.419.2 (n=11) *0.0166
Aspartato aminotransferasa (Ul/L) | 201.0£19.8 (n=8) | 184.7+17.0 (n=12)
Fosfatasa alcalina (Ul/L) 38.513.5 (n=8) 79.2+11.3 (n=13) *0.0127
Lactato deshidrogenasa (UI/L) 529.0+73.4 (n=7) | 589.1+40.6 (n=11)
Pseudocolinesterasa (Ul/L) 33814328 (n=7) 36621212 (n=13)
Heterofilos/linfocitos (H/L) 1.110.2 (n=13) 1.310.1 (n=22)
Leucocitos totales 59.5#3.1 (n=13) 58.6%3.9 (n=22)
OXY (mmol ™ HOCL neutralizado) | 265.9%6.3 (n=21) 243.849.8 (n=21)
ROMs (mgH,0,/dl) 16.0+1.3 n=21 14.912.4 (n=22)
TBARS plasma (um) 2.2+0.1 (n=17) 4.8%0.8 (n=19) *0.0044
TBARS GR (nmoles/mg de prot) 0.7%0.1 (n=5) 0.610.1 (n=12)
Tioles plasma (mM) 41.75.7 (n=9) 44,714 .4 (n=7)
Tioles GR (umoles/mg de prot) 3.7+0.6 (n=9) 2.9+0.3 (n=9)
Glutation T plasma (umol/min.ml) |0.014%0.003 (n=7)| 0.033%0.008 (n=6) | *0.0155
Glutation R GR (nmol/min.mg prot) | 0.019%0.006 (n=9) | 0.030%0.009 (n=9)
Catalasa (U/mg prot) 36.8+1.2 (n=15) 30.74#2.2 (n=13) | *0.0180

Se muestra el promedio * el desvio estdndar y el tamafio muestral (n) para pingiiinos de

Magallanes. GR= gldbulos rojos; prot=proteinas; R= reductasa; T= transferasa; SL= San Lorenzo;
1Q= Isla Quiroga. Se realizé el estudio estadistico T-Test. Solo se informan los P de aquellos

parametros que presentan diferencia significativa.

Los resultados indican que los pingliinos machos de la colonia 1Q presentan menores
niveles de glucemia mientras que presentan mayores niveles de alanina aminotranferasa,
fosfatasa alcalina y TBARS en plasma (Tabla 3.1). Ademas, exhiben mayor actividad de

glutation transferasa y menor actividad de catalasa (Tabla 3.1).
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Por su parte, en hembras también se observa una menor glucemia, mayores niveles de
TBARS y menor capacidad antioxidante total en plasma de pinglinos 1Q respecto de SL

(Tabla 3.2).

En los pichones de IQ se observaron niveles significativamente mayores de proteinas
totales, hematocrito, capacidad antioxidante total (total), tioles en plasma y catalasa.
Ademas, menores valores de glucemia y tioles totales en gldbulos rojos se apreciaron en

pichones de la colonia IQ en comparacién con aquellos de la colonia SL (Tabla 3.3).

Tabla 3.2 Parametros hematoldgicos y de estrés oxidativo en pingiiinos hembra.

HEMBRAS SL HEMBRAS IQ P
Glucosa (mg/dl) 140.443.7 (n=11) 125.1%3.8 (n=10) **0.0096

Proteinas totales (g/dl) 7.210.2 (n=11) 6.7%0.2 (n=11)
Hematocrito (%) 44.2+1.8 (n=11) 42.2+1.8 (n=10)

Colesterol (mg/dl) 211.044.6 (n=3) 195.3+9.8 (n=7)
Alanina aminotransferasa (Ul/L) 48.045.0 (n=2) 79.8125.6 (n=5)

Aspartato aminotransferasa (Ul/L) 314.5+81.5 (n=2) 197.0%+33.8 (n=7)
Fosfatasa alcalina (Ul/L) 34.046.0 (n=2) 56.5+6.0 (n=4)

Lactato deshidrogenasa (Ul/L) 525.0+£133.0 (n=2) 671.7+138.0 (n=3)
Pseudocolinesterasa (Ul/L) 21534303 (n=2) 30094571 (n=3)
Heterofilos/linfocitos (H/L) 1.140.1 (n=14) 1.140.1 (n=10)

Leucocitos totales 73.4+5.7 (n=14) 69.216.3 (n=10)
OXY (mmol'lHOCL neutralizado) 281.819.9 (n=11) 237.3+16.9 (n=10) *0.0314
ROMs (mgH,0,/dl) 14.4£1.7 (n=11) 18.7%2.6 (n=10)
TBARS plasma (um) 2.30.1 (n=8) 4.2+0.8 (n=9) *0.00425
TBARS GR (nmoles/mg de prot) 1.0+0.1 (n=7) 0.510.1 (n=9) *0.0026
Tioles plasma (mM) 34.0%3.5 (n=9) 55.4111.4 (n=9)
Tioles GR (umoles/mg de prot) 5.7+1.2 (n=10) 4.,520.7 (n=9)
Glutatién T plasma (umol/min.ml) 0.024+0.009 (n=6) 0.016+0.004 (n=9)
Glutation R GR (nmol/min.mg prot) 0.002%0.001 (n=3) 0.04+0.01 (n=9)
Catalasa (U/mg prot) 27.943.8 (n=9) 37.5%4.7 (n=9)

Se muestra el promedio * el desvio estdandar y el tamafio muestral (n) para pingiiinos de

Magallanes. GR= gldbulos rojos; prot=proteinas; R= reductasa; T= transferasa; SL= San Lorenzo;

1Q= Isla Quiroga. Se realizo el estudio estadistico T-Test. Solo se informan los P de aquellos

parametros que presentan diferencia significativa.
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Tabla 3.3 Parametros hematoldgicos y de estrés oxidativo en pingiliinos pichones.

PICHONES SL PICHONES IQ P

Glucosa (mg/dl) 179.543.9 (n=22) 159.4+6.7 (n=17) | **0.0096

Proteinas totales (g/dl) 5.2+0.1 (n=22) 5.7%0.1 (n=17) **0.0013

Hematocrito (%) 21.6%1.9 (n=22) 29.5%1.9 (n=17) **0.0064
Colesterol (mg/dl) 343.8+35.2 (n=6) 353.7430.5 (n=9)

Alanina aminotransferasa (Ul/L) 32.316.5 (n=6) 37.0%7.2 (n=7)

Aspartato aminotransferasa (Ul/L) 136.516.9 (n=6) 126.7+12.3 (n=9)
Fosfatasa alcalina (Ul/L) 607.8154.2 (n=6) 457.3+49.4 (n=9)

Lactato deshidrogenasa (Ul/L) 683.8177.7 (n=6) 709.9149.9 (n=9)
Pseudocolinesterasa (Ul/L) 78561313 (n=5) 62431758 (n=8)
Heterofilos/linfocitos (H/L) 1.310.1 (n=55) 1.210.1 (n=17)

Leucocitos totales 47.942.2 (n=56) 60.113.7 (n=17)
OXY (mmol*HOCL neutralizado) 242.447.6 (n=19) | 279.6+10.1 (n=17) | **0.0053
ROMs (mgH,0,/dl) 16.7£2.3 (n=11) 16.6£2.0 (n=17)
TBARS plasma (um) 3.940.5 (n=11) 4.610.8 (n=14)
TBARS GR (nmoles/mg de prot) 1.410.2 (n=13) 0.6%0.1 (n=9) **0.0053
Tioles plasma (mM) 35.813.9 (n=10) 84.9+14.8 (n=10) **0.0049
Tioles GR (umoles/mg de prot) 13.2%2.8 (n=10) 4.6%0.6 (n=10) **0.0076
Glutation T plasma (umol/min.ml) 0.016+0.005 (n=9) | 0.004+0.007 (n=9)
Glutation R GR (nmol/min.mg prot) 0.07%0.04 (n=6) 0.05+0.01 (n=10)
Catalasa (U/mg prot) 10.6%1.1 (n=13) 16.311.6 (n=14) **0.0078

Se muestra el promedio * el desvio estdndar y el tamafio muestral (n) para pingliinos de
Magallanes. GR= gldbulos rojos; prot=proteinas; R= reductasa; T= transferasa; SL= San Lorenzo;
1Q= Isla Quiroga. Se realizé el estudio estadistico T-Test. Solo se informan los P de aquellos

pardametros que presentan diferencia significativa.
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DISCUSION 3

Las mediciones y examenes del laboratorio anormales se definen clinicamente como
aquellos valores que no encuadran dentro de los limites del rango de referencia, lo que
podria ser indicativo de una enfermedad o disfuncidn fisioldgica. Los valores
hematoldgicos de los animales sanos pueden variar segun las caracteristicas individuales y
el entorno de una poblacién. Por lo tanto, los intervalos de referencia en hematologia
varian de acuerdo con la edad y el sexo, entre otros factores. En la actualidad, los valores
hematoldgicos son una herramienta valiosa en el monitoreo ambiental, ya que a través
del diagndstico de los individuos de una poblacién, permiten la toma de decisiones para
él manejo de un ambiente determinado. Para contribuir al estudio del efecto potencial de
contaminantes, en este trabajo de tesis se describen rangos de referencia especifico para

la especie, edad, sexo y localidad geografica.

La glucemia fue significativamente mayor en machos, hembras y pichones de San Lorenzo
(SL) que en las mismas categorias de Isla Quiroga (IQ). Este pardmetro podria estar
indicando una mejor capacidad de alimentacidn en los pingliinos de SL respecto de los de
la IQ. La colonia de SL se encuentra frente al golfo San Matias, una de las principales areas
de alimentacion de pingliinos. Esta cercania a las dreas de alimentacion, podria reducir los
tiempos de forrajeo e incluso aumentar la frecuencia de alimentacidn, con su consecuente

impacto en la glucemia.

Por su parte, las enzimas plasmaticas alanina aminotransferasa y la fosfatasa alcalina
tuvieron valores mayores en los pinglinos de la IQ, aunque sélo significativamente para
machos. Estos valores podrian indicar algun tipo de dafo hepatico o renal, posiblemente
por exposicion a contaminantes orgdnicos (fuel oil, petrdleo, aceites, etc.) que
comunmente aparecen en las zonas portuarias. Esteves y Col. (1997) encontraron valores
positivos de hidrocarburos aromaticos en agua y sedimentos en campanas realizadas en el

afio 1994 y 1995 en cercanias a la colonia de 1Q.
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En individuos adultos de ambos sexos se observd un aumento de la peroxidacion lipidica
en plasma en animales de IQ. Por otro lado, los niveles de antioxidante de los adultos de
IQ fueron menores que en SL, tanto en la prueba de OXY (aunque sélo fue significativo en
hembras) como en los valores de la actividad de la catalasa (que sélo registré diferencia

en machos).

Por otra parte, los pichones son los que presentan mayores diferencias en los parametros
evaluados entre los pingliinos de la colonia 1Q y SL. Los pinglinos pichones de la colonia IQ
presentaron menores niveles de TBARS y tioles en glébulos rojos. Contrariamente se
registraron mayores niveles de tioles en plasma, OXY, actividad de la catalasa,
hematocrito y proteinas totales. Estos resultados sugieren que las diferencias de los
factores ambientales, la zona geografica, la alimentacidén, entre otros, podrian producir
cambios en los parametros analizados. Los mayores niveles de TBARS en los pichones de
SL podria estar asociado a que los nidos estdn expuestos a mayores temperaturas, ya que
esta colonia se encuentra cerca del limite norte de la distribucién de la especie. Por su
parte, los mayores niveles de antioxidantes en sangre de pichones de IQ pueden estar
asociados a los menores niveles de TBARS observados. Esto podria deberse a una
estrategia celular para compensar el dafio oxidativo producido por la exposicion crénica a
contaminantes, metales pesados, y otros disruptores fisioldgicos (Buettner 1993). Resulta
necesario evaluar con mayor detenimiento las variables ambientales que afectan ambas
poblaciones, incluyendo temperaturas, disponibilidad de presas y exposicion real a
contaminantes y otros estresores, para establecer una relacidon causa-efecto entre la

contaminacién ambiental y las variaciones en los parametros estudiados.

Una de las formas de evaluar el impacto de la contaminacién desde el punto de vista
fisiolégico en las poblaciones silvestres es mediante la utilizacion de marcadores
hematolégicos y de estrés oxidativo, los cuales nos pueden dar alertas tempranas de
algun efecto en los organismos de una poblacion. La utilizacion de estos marcadores en
la naturaleza, puede ser una herramienta que complemente los estudios tradicionales

que sélo miden la carga de algun contaminante en particular.
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RESULTADOS 4

4.1 Parametros de estrés oxidativo y hematoldgicos en pingiliinos de
Magallanes rehabilitados por contaminacidn con petroleo

La contaminacidon por hidrocarburos generalmente resulta del lavado de tanques
petroleros o pequefios derrames accidentales en el mar. Las rutas migratorias de las aves
marinas o los sitios de alimentacién muchas veces coinciden con el transito de buques
petroleros, haciéndolas vulnerables al petréleo (Bertellotti 2013). El aceite puede manchar
el plumaje impidiendo la flotabilidad y el aislamiento, ademds puede ser ingerido cuando
el animal intenta limpiarse las plumas, produciendo una irritacién gastrointestinal e
incluso hemorragias, dafando la funcidn del higado y los riflones (Wiese y Ryan 2003;
Bertellotti 2013). Debido a esto, se producen modificaciones del sistema enzimdatico
generando diferentes sustancias pro-oxidantes que pueden desencadenar estrés oxidativo

(Costantini 2008).

Los pingliinos de Magallanes son entre las aves marinas de la Patagonia, la especie mas

afectada por la contaminacion con petrdleo.

El objetivo de esta ultima seccion de resultados fue evaluar algunos parametros
hematoldgicos y de estrés oxidativo durante la rehabilitaciéon de tres pingliinos

empetrolados provenientes del Area Natural Protegida Punta Tombo, Chubut, Argentina.

Durante la primavera del 2013, tres pingliinos de Magallanes (Fig. 4.1) con signos de
empetrolamiento leve y que arribaron en la colonia reproductiva de Punta Tombo (44° 04’
Sy 65° 11’ O) (Fig. 4.2), fueron remitidos al centro de rehabilitacidon perteneciente a la
Direccién de Fauna y Flora Silvestre de Chubut. Alli fueron alimentados, lavados vy
rehabilitados para su posterior liberacién en el mismo sitio donde fueron encontrados. A
cada pingliino se le tomaron tres muestras de sangre (entre 1.5 y 3 ml) de la vena
metatarsial, durante su estadia en el centro de rehabilitacion. La 1ra muestra fue tomada

cuando las aves ingresaron al centro (pingliino empetrolado) el 26/09/2013; la 2da fue
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obtenida una semana mas tarde cuando comenzé el proceso de lavado el 04/10/2013 y la
3ra fue tomada el 18/10/2014, cuando el plumaje de cada uno ya estuvo completamente
limpio para ser liberado (pinglino rehabilitado). A cada pinglino se le registré el peso a su

entraday a lo largo de la rehabilitacién.
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Fig. 4.1 Pingiiinos de Magallanes con escasas manchas de petrdleo.
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Fig. 4.2 Ubicacion en el mapa de la colonia de pingiiinos de Punta Tombo (punto rojo).
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4.2 Parametros hematolagicos y morfométricos de pingiiinos de Magallanes
rehabilitados por contaminacion con petréleo

El pingliino 1 fue un macho que ingresé con escasas manchas de petrdleo y con sangre
seca en sus plumas, pero no registré heridas. El andlisis hematoldgico mostré que, entre la
1lra y 2da toma de muestras disminuyeron los leucocitos y luego aumentaron en la 3ra
toma (Fig. 4.3 a). Mientras que la relacién H/L y el hematocrito se mantuvieron constantes
durante las tres tomas de sangre (Fig. 4.3 b y c). La glucosa disminuyd sus valores entre la
1ra y 2da toma, pero aumentaron sus valores en la 3ra (Fig. 4.3 d). Por el contrario, los
niveles de proteinas totales aumentaron entre la 1ra y 2da toma de muestras y luego
disminuyeron en la 3ra toma (Fig. 4.3 e). El peso del individuo fue aproximadamente

constante desde su ingreso hasta la 3ra toma (Fig. 4.3 f).

El pingliino 2 fue una hembra que ingresé con escasas manchas de petréleo sin registrar
heridas. Los leucocitos totales aumentaron desde la 1ra y hasta la 3ra toma de muestras
(Fig. 4.3 a) en tanto que la relacién H/L se mantuvo constante (Fig. 4.3 b). El hematocrito
disminuyd considerablemente desde la 1ra hasta la 3ra toma de muestra (Fig. 4.3 c),
mientras que la glucosa permanecié constante durante los tres muestreos (Fig. 4.3 d). Los
valores de proteinas totales aumentaron desde la 1ra hasta la 3ra toma de muestra (Fig.

4.3 e). El peso aumentd entre la 1ra y 2da toma y luego se mantuvo constante (Fig. 4.3 f).

El tercer pingliino fue una hembra que presentd una importante mancha de petréleo en el
cuello, sin registrar heridas. Los valores de leucocitos y de glucosa disminuyeron entre la
1ra y la 2da toma y luego aumentaron en la 3ra (Fig. 4.3 a y d), mientras que la razén H/L
aumenté en la 3ra toma (Fig. 4.3 b). El hematocrito mostrd valores similares en los tres
muestreos (Fig. 4.3 c). Las proteinas totales mostraron un patrén inverso aumentaron en
la 2da toma y luego disminuyeron su valor (Fig. 4.3 e). El peso aumentd entre la 1ra y 2da

toma y luego se mantuvo constante hasta la 3ra (Fig. 4.3 f).
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Fig. 4.3 Resultados de pardmetros hematolégicos y peso: a) Leucocitos totales, b) H/L, c)
Hematocrito (%), d) Glucosa (mg/dl), e) Proteinas totales (g/dl), f) Peso (Kg).
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3.3 Parametros de estrés oxidativo de pingiiinos de Magallanes
rehabilitados por contaminacion con petréleo

En el pingliino 1 cuando se evaluaron algunos parametros de estrés oxidativo se observd
un aumento de la actividad de la enzima catalasa (Fig. 4.4 a), de los niveles de tioles en
plasma (Fig. 4.4 b) y en glébulos rojos (Fig. 4.4 c) y de los niveles TBARS (Fig. 4.4 d) en la
2da toma respecto de la primera. Mientras que, en la 3ra toma la actividad de la enzima
catalasa y los tioles en plasma mantuvieron sus niveles (Fig. 4.4 a y b). Los niveles de tioles

en glébulos rojos y los de TBARS disminuyeron en la 3ra toma (Fig. 4.4 cy d).

Observamos que el pingliino 2, tanto para la actividad de la enzima catalasa como para los
niveles de tioles en plasma variaron muy poco a lo largo de los muestreos (Fig. 4.4 ay b).
Los tioles en gldbulos rojos aumentaron considerablemente entre la 1ra y 2da toma, pero
luego disminuyeron por debajo del valor inicial en el 3er muestreo (Fig. 4.4 c). Para TBARS

por ser escasa la muestra, solo se registro el valor en la 3ra toma de muestra (Fig. 4.4 d).

Respecto al tercer pingliino, se observa que la actividad de la catalasa y los niveles de
TBARS tienen valores similares en las tres tomas (Fig. 4.4 a y d). Mientras que, los tioles en
plasma fueron similares entre la 1ra y 2da toma, pero en la 3ra aumentaron sus niveles
considerablemente (Fig. 4.4 b). Los tioles en glébulos rojos aumentaron sus niveles entre

la 1ra y 2da tomay luego disminuyeron en la 3ra (Fig. 4.4 c).
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4.4 Comparacion de parametros hematologicos, morfométricos y de estrés
oxidativo de pingiiinos de Magallanes rehabilitados por contaminacion con

petroleo con pingiiinos considerados sanos

Se compararon los parametros hematoldgicos y morfométricos obtenidos para los
pingliinos empetrolados (las 3 tomas de muestras) con los valores obtenidos en animales
considerados sanos (adultos que anidan en zona control de la Estancia San Lorenzo) (Tabla
4.1).

Los resultados muestran que los pingliinos empetrolados (en las 3 tomas de muestra)
presentan niveles significativamente mayores de leucocitos totales (Fig. 4.5 a) y mayor
relacion H/L comparados con los pinglinos sanos (Fig. 4.5 b). Ademds, presentan mayor
glucemia (en la 1ra y 3er toma) (Fig. 4.5 d) y proteinas totales (2da y 3er toma) que los
pingliinos considerados sanos (Fig. 4.5 e). No se encontraron diferencias significativas en
el hematocrito (Fig. 4.5 c) o peso (Fig. 4.5 f) de los pingliinos empetrolados y aquellos

considerados sanos.
De la misma manera, se compararon los pardmetros de estrés oxidativo (Tabla 4.1).

Se observa en los pingliinos empetrolados niveles significativamente mayores de la
actividad de la catalasa en la 2da toma de muestra (Fig. 4.6 a) y de tioles en plasma (en las
3 tomas de muestra) (Fig. 4.6 d). Por el contrario, en la 1ra, 2da y 3ra toma se registraron
menores valores de tioles en glébulos rojos (Fig. 4.6 c). Respecto a los niveles de TBARS
en plasma se observa un aumento muy significativo en los pingliinos empetrolados (en las

3 tomas de muestra), respecto de los pingliinos considerados sanos (Fig. 4.6 b).
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Tabla 4.1 Parametros hematoldgicos, morfométricos y de estrés oxidativo
en pingliinos de Magallanes

Parametros
hematoldgicos y de

estrés oxidativo

Pingiiinos
empetrolados
1™ toma

Pingiiinos
empetrolados
2% toma

Pingilinos
empetrolados
3”toma

Pingliinos
considerados
sanos (colonia 5L)

Leucocitos totales

79.7+12.2 (n=3)

66.7¢12.1 (n=3)

75.7£12.2 (n=3)

58.3:2.8 (n=32)

H/L 47+0.8 [n=3) 3.620.2 (n=3) 4.7+0.8 [n=3) 1.3:0.1 (n=32)
Hematocrito 47.7433 [n=3) 438£10 (n=3) 47.7£33 [n=3) 36,2426 (n=27)
Glucosa 210#23.7 (n=3) | 154.7+10.8 [n=3) 210.7423.7 [n=3) 160.6:4.7 (n=27)
Protelmas totales B804 [n=3) 8.2+0.7 (n=3) TAx0 B (n=3) 6.2:0.2 (n=27)
Peso (Kg) 3.630.8 [n=3) 4620.5 [n=3) 45205 [n=3) 3.9:0.1 [n=31)
Catalasa 35.9+19.8 [n=3) 53.5+11.3 [(n=3) 432+176(n=2) 30.4+4.3 [n=8)
TBARS plasma 12444 8 [n=2) 774173 (n=2) 8.5+0.5 (n=3) 3.0:0.5 (n=12)
Tloles GR 0.107+0.010 (n=3) | 0.157+0.05% (n=3) 0.075+0.003 (n=3) 7.221+1.5%4 [n=8)

Tioles plasma

1740258 (n=3)

18064158 (n=3)

1977+170.6 (n=3)

51.3¢19.1 (n=8)

Se muestra el promediotel desvio estdndar y el tamaho muestral (n) para pingiiinos de
Magallanes. Los paraémetros medidos fueron los leucocitos totales, la razén heterdfilos/linfocitos
(H/L), el hematocrito (%), la glucosa (mg/dl), las proteinas totales (g/dl), la actividad de la
catalasa (U/mg de proteina), los niveles de tioles en plasma (mM) y tioles en globulos rojos
(Tioles GR) (nmoles/mg de proteina), las especies reactivas al dcido tiobarbitiurico (TBARS) en
plasma (uM) y el peso (Kg).
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Los pingliinos son vulnerables a los derrames de petréleo dado que nadan a poca
profundidad, deben emerger para respirar y es probable que no puedan detectar ni evitar
el petréleo que flota en la superficie del agua. Los pingliinos empetrolados, pierden
inmediatamente la capacidad aislante de su plumaje y al bajar su temperatura corporal, se
ven obligados a buscar refugio en las playas donde finalmente mueren por inanicion.
También se intoxican al ingerir petréleo intentando limpiar su plumaje (Bertellotti 2013).
La mortalidad de pingliinos causada por el empetrolamiento es un problema de gran

escala geogréfica y larga data (Garcia Borboroglu y Col. 2008).

El empetrolamiento ha causado la muerte de miles de pingliinos en diferentes lugares
como Africa, América del Sur, Antartica, Australia y Nueva Zelanda (Dann 2007; Underhill
2007). En la costa patagodnica los pingliinos de Magallanes son afectados tanto por
grandes derrames como por contaminacidn crdénica. Se han registrado grandes derrames,
produciendo una masiva mortalidad en los animales. Uno de ellos, de origen desconocido,
que llegd a las costas de Bahia Bustamante (Chubut, Argentina) en 1981, afectando un
sector costero donde se encuentran ocho colonias insulares de la especie con una
poblacion estimada en 25100 parejas reproductivas (Garcia Borboroglu y Col. 2002). El
numero de pingliinos afectados nunca fue estimado, pero se hallaron pingilinos
empetrolados a lo largo de un extenso sector costero durante varias semanas, y aun se
observan mantos de petrdleo seco en las costas. En 1982, se registraron 500 pingliinos
empetrolados en Punta Tombo; en 1991, otro derrame de origen desconocido provocé la
muerte de al menos 17000 pingtiinos en el centro de la Provincia de Chubut (Boersma vy
Col. 2007). En ese mismo afio, se reporté un derrame en las inmediaciones de Bahia Melo
(F. Fauring, comunicacién personal). En 2006, alrededor de 400 pinglinos sufrieron
empetrolamiento por un derrame de origen no establecido cerca de Cabo Virgenes, Santa
Cruz, Argentina (NGS 2006). En diciembre de 2007 un derrame en Caleta Cdérdova
(Chubut), afecté al menos 300 pinglinos en la zona inmediata al derrame, observandose

también pingliinos empetrolados en colonias insulares del norte del Golfo San Jorge,
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estimandose preliminarmente una mortalidad de alrededor de 1500 pingliinos para este

sector costero.

Los derrames de petrdleo u otros hidrocarburos pueden no producir la muerte inmediata
de los individuos afectados, sobre todo cuando estos eventos son leves. Sin embargo, los
animales expuestos podrian estar incorporando a su organismo pequefias cantidades de

estas sustancias, con impactos crénicos en el estado fisioldgico y la salud.

Para el caso de los pingliinos analizados en esta tesis, a su arribo, en la primera toma de
muestra, las aves mostraron mayores valores de proteinas totales y menores niveles de
glucosa, en comparacién con los valores reportados para otros pingliinos de Magallanes
empetrolados encontrados en la costa de Mar del Plata (Canepuccia y Col. 1999). Esto
podria deberse a que el grado de contaminacién con petréleo de los pingliinos en este
estudio fue menor que en los pinglinos reportados por Canepuccia y Col. (1999). La
glucemia, podria aumentar con el grado de empetrolamiento como un medio para
afrontar los efectos que produce en los animales, incluyendo la pérdida de aislacion de las

plumas y la intoxicacidn por ingesta directa.

El peso de los pingliinos empetrolados que arribaron a Punta Tombo, fue similar al peso
normal (entre 3.5 y 4 kg) reportado para los pingliinos de Magallanes (Bertellotti 2013) y
para los animales considerados sanos estudiados en esta tesis (Tabla 4.1). En este sentido,
los individuos de este estudio no estarian manifestando problemas nutricionales tales
como los descriptos en Canepuccia y Col. (1999), lo que también se refleja en los valores

mas altos de proteinas totales.

Los tres pingliinos empetrolados a su ingreso mostraron valores hematoldgicos (excepto
para hematocrito y proteinas totales) y de estrés oxidativo (excepto la actividad de enzima
catalasa y tioles en gldbulos rojos) mayores en comparacion con pingiinos de Magallanes
muestreados en la colonia de San Lorenzo (SL), (Tabla 4.1; Carabajal datos de esta tesis).
Los valores de los pinglinos de la colonia SL, se pueden considerar de referencia para la
especie en la zona central patagdnica. En este sentido, se podria suponer que el costo

energético que implica la contaminacién, por minima que sea, es alta para los animales.
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Esto se manifiesta en una mayor glucemia y un aumento en la inversion en inmunidad, ya
que la produccion de leucocitos totales en sangre fue mayor. Finalmente, la situacién se
traduce en un mayor estrés fisiolégico que se refleja en un indice H/L mayor en los

pinglinos empetrolados.

Los valores de proteina totales fueron similares en los pingliinos empetrolados y en los
pingliinos de la colonia de SL. Esto puede deberse a que las proteinas totales reflejan el
almacenamiento de nutrientes que se incorporan con el alimento (Brown 1996) y, como

se explicd previamente, los pingliinos no se encontrarian en pobre estado nutricional.

En relacién a los parametros de estrés oxidativo evaluados, se observaron en plasma de
los pingliinos empetrolados aumentos en los niveles de TBARS, comparados con los
animales de SL. Las ERO poseen elevado poder oxidante, afectando membranas celulares
y macromoléculas. La determinaciéon de TBARS en plasma se emplea como indicador
directo del dafo celular y de la peroxidacidn lipidica producida por el aumento de las ERO,
gue puede asociarse a una reduccion de las actividades de las enzimas antioxidantes (Ortiz
de Urbina y Col. 2004). También se encontraban mayores niveles de tioles en plasma en
los animales empetrolados, el glutatién es el tiol no protéico mds abundante y ayuda a
proteger las células de las ERO como los radicales libres y los perdxidos (Chihuailaf y Col.
2002). De esta manera, que este aumento podria deberse a un intento de contrarrestar el
estrés oxidativo producido por la intoxicacion por la ingesta del petréleo, cuando las aves

intentan limpiarse las plumas.

Por otra parte se registraron menores niveles de tioles en glébulos rojos comparados con
los valores de los pingtliinos de la colonia SL (Tabla 4.1). Pero no se observaron cambios en

los niveles de la actividad de la catalasa.

Desde la entrada al centro de rehabilitacién y luego del lavado, donde los tres pingliinos
sufrieron alteraciones en algunos de los parametros medidos, los valores tendieron a
parecerse a la primera toma hacia el final de la rehabilitacion (Fig. 4.3y 4.2). Entre la 2day

la 3ra toma de muestras, los valores de catalasa y TBARS, mostraron una disminucién
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tendiente a acercarse a los valores considerados normales para esos parametros (Tabla

4.1).

Sin embargo, los valores de leucocitos totales y el indice H/L fueron mas bajos en la 2da
toma y luego aumentaron en la 3ra. Esto puede deberse al estrés producido por la
manipulacién durante el lavado de los pingliinos, que sucedié entre la 2da y 3ra toma de

muestras (Carabajal datos de esta tesis).

Aunque algunas variables para cada pingiiino se comportaron diferentes durante el
tratamiento, en general se observé una tendencia a normalizarse hacia el momento de
su liberacién. De esta manera, se puede concluir que los pingiiinos se liberaron en buen
estado fisico luego de la rehabilitacion. Es importante destacar que la cuantificacion de
los parametros hematolégicos y de estrés oxidativo es una herramienta util para
ecotoxicdlogos y ecofisidlogos para evaluar el impacto de contaminantes y las

situaciones de estrés en especies marinas.
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CONCLUSION FINAL Y PERSPECTIVAS

Numerosos trabajos demuestran la utilidad de estudiar a las aves como bioindicadores de
contaminacién ambiental (Ek y Col. 2004; Nam y Lee 2006; Swaileh y Sansur 2006; Pan y
Col 2008; Naccari y Col. 2009). Esto es debido a que las mismas estan ampliamente
distribuidas, son sensibles a cambios del ambiente y ocupan distintos niveles tréficos en
los ecosistemas, permitiendo asi monitorear la salud ambiental del ecosistema en el que
habitan. Al igual que otros organismos, las aves son sensibles a los efectos de los metales
pesados y otros contaminantes, ya que éstos pueden impactar negativamente el sistema

inmune y enddcrino, causar disfunciones reproductivas, entre otras.

Las colonias reproductivas de los pingliinos de Magallanes distribuidas a lo largo de la
costa patagdnica enfrentan diferentes presiones ambientales tanto naturales como
producto de las actividades del desarrollo humano. Es una de las especies mas afectada
por la contaminacién por hidrocarburos (Gandini y Col. 1994; Boersma 1995; Bertellotti
2013) a la vez que, por sus caracteristicas carismdticas, es atractiva para el turismo,
actividad de valiosa importancia en la region y cada vez mas desarrollo (Bertellotti y Col.

2013).

En este contexto, resulta de vital relevancia determinar y describir los niveles normales
(funcionales) de los pardmetros fisioldgicos (hematoldgicos y de estrés oxidativo) para los
pinglinos de Magallanes que anidan en las costas patagonicas, con el propdsito de llegar a
identificar, describir y cuantificar su relacién con los factores antropogénicos y las
potenciales alteraciones fisioldgicas. Ademas, se debe tener en cuenta las diferencias en el
sexo, la etapa reproductiva, edad, zona de anidacion, etc. (Kloskowski y Col. 2017) para
obtener resultados confiables.

Los hallazgos que surgen de este trabajo de tesis contribuyen por un lado a proporcionar
valores de referencia de pardmetros de estrés oxidativo y hematoldgicos para la especie
Spheniscus magellanicus, dado que la gran mayoria de ellos no han sido determinados

hasta el momento. Por otro lado, permitiran identificar posibles indicadores de cambios
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fisiologicos que podrian alertar sobre el estado de los individuos aun antes de que estos
afecten negativamente su capacidad reproductiva o su supervivencia, permitiendo asi la
deteccion temprana del problema y realizar las medidas necesarias para aminorarlo
(Carey 2005; Wikelski y Cooke 2006). La determinacién, no invasiva, en sangre de varios
tipos de parametros bioldgicos permite generar una mejor interpretacién de la respuesta
metabdlica a alteraciones ambientales, permitiendo una evaluacion mads confiable del

estado de salud del ave previo a observar los efectos a nivel ecoldgico y poblacional.

Dado que estudios de investigacidon que evallan a las aves silvestres como bioindicadores
de contaminacion ambiental, demostraron que pueden existir diferencias significativas en
parametros hematoldgicos entre sexo, grupos etarios y especies de aves, en este trabajo
de tesis se estudiaron los mismo teniendo en cuenta la edad, sexo y colonia o sitio

geografico de los pingliinos de Magallanes.

En este estudio se describen las caracteristicas hematoldgicas y de estrés oxidativo en
pingliinos de Magallanes que anidan en la colonia San Lorenzo (SL) y la colonia Isla
Quiroga (1Q), teniendo en cuenta la edad y el sexo, informacidén que no se habia reportado
al momento. Estos hallazgos podran ser utilizados como linea de referencia para trabajos
posteriores, pudiendo ser utilizados por investigadores para evaluar la salud de las

poblaciones y posibles cambios por alteraciones del ambiente.

Asimismo, a pesar de no encontrar cambios significativos en los parametros
hematoldgicos estudiados, se observaron niveles significativamente mayores de ROMs,
indicador de dafio oxidativo, en individuos sometidos a presion turistica en los pingliinos
gue anidan en la colonia SL. Esto podria indicar que los estudios de marcadores de estrés
oxidativo podrian ser mds sensibles para determinar posibles alteraciones fisiolégicas en

poblaciones de animales silvestres.

Por otra parte, la comparacién de los pardmetros estudiados en pingliinos de distintas
colonias indica que, en adultos de ambos sexos, se observan mayores niveles de
peroxidacién lipidica y menores niveles de antioxidante en plasma en animales de 1Q

comparados con los aquellos considerados sanos (colonia SL). Esto podria reflejar el dafo
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oxidativo producido por la exposicidn crénica a contaminantes. Sin embargo, los pichones
son los que presentan mayores diferencias en los pardmetros evaluados entre los
pingliinos de la colonia 1Q y SL. Contrariamente a los observado en adultos, se registran
menores niveles de TBARS en sangre de pichones de 1Q que pueden estar asociados a los
mayores niveles de antioxidantes observados. Esto podria representar una estrategia

celular para compensar el dafo producido por contaminantes.

Hay que tener en cuenta, que las colonias de pingliinos de Magallanes que se distribuyen
a lo largo de toda la costa patagdnica estan sujetas a diferentes presiones de origen
humano. Los efectos ambientales pueden actuar sinérgicamente con estas presiones,
disminuyendo aun mads la condicidn fisica de los individuos. Estos efectos serdn mayores
en colonias mas grandes y en contextos de altas densidades, debido a los efectos denso-
dependientes (competencia por el alimento, competencia por los mejores sitios de
nidificacidon). De esta manera, los resultados deben analizarse con cautela y evaluar el

contexto donde habitan los animales.

Por primera vez, se analizaron parametros de estrés oxidativo y hematoldégicos en los
pingiiinos de Magallanes silvestres en las colonias estudiadas, la cuantificacion de estos
parametros puede resultar una herramienta util para ecotoxicélogos y ecofisiélogos al
evaluar el impacto de contaminantes y situaciones de estrés en especies marinas

silvestres.

Sin embargo, son necesarios nuevos estudios que proporcionen informacién acerca de los
efectos antropogénicos, y seria recomendado estudiar los tipos de contaminantes (como
metales pesados, niveles de hidrocarburos, entre otros) en el ambiente, incorporar
técnicas complementarias, aumentar el tamafio de la muestra y estudiar otras colonias
para confirmar la utilidad de estos pardmetros como bioindicadores. Es importante
remarcar que estamos ante un campo de estudio practicamente inédito puesto que son

muy escasos los trabajos publicados.

102



Conclusion final y perspectivas

Los resultados de la presente tesis no sélo enriquecen el conocimiento cientifico acerca
del impacto de diferentes presiones ambientales en los pingiiinos de Magallanes, sino
que proyecta ademas su transferencia al medio local para la elaboracién de adecuadas
pautas de manejo y conservacion. Por ejemplo, proponiendo el uso de estos
bioindicadores para la planificacion responsable de actividades turisticas en diferentes
colonias o incluso en diferentes areas dentro de las colonias. Pretende asi lograr el
manejo responsable definiendo normas que minimicen el impacto de la contaminacion
o el turismo. De este modo aportara beneficios ambientales, econdmicos y sociales a la

region.
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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico
ALT: Alanina transaminasa
ANOVA: Analisis de la varianza
AO: Antioxidantes

AST: Aspartato transaminasa
Bche: Pseudocolinesterasa

CDNB; 1-cloro-2,4 dinitrobenceno
cm: Centimetro

dl: Decilitro

d-ROM: Metabolitos del oxigeno reactivo
DTNB: Acido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico

EDTA: Acido etilendiamino tetracético

EE.UU.: Estados Unidos

ERO: Especies reactivas de oxigeno
ESM: Error estandar de la media
FAL: Fosfatasa alcalina

Fig.: Figura

g: Gramo

GR: Glébulos rojos

GSSG: Glutation oxidado

GSH: Glutation

GST: Glutation S transferasa

Ha: Hectdrea

H/L: Relacién heterdfilos/linfocitos
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HCI: Acido clorhidrico

HCIO: Acido hipocloroso
HCIO,: Acido tetraoxocldrico
H,0: Agua

H,0,: Perdxido de hidrogeno
1Q: Isla Quiroga

L: Litro

LDH: Lactato deshidrogenasa
LT: Leucocitos totales

M: Molar

MDA: Malondialdehido

mg: Miligramo

MgS0O,: Sulfato de Magnesio
min: Minutos

ml: Mililitro

mm: Milimetro

mmol: Milimol

n: Numero de experimentos, animales o muestras

N: Normal

NaHCOs;: Bicarbonato de sodio
NazPO,: Fosfato trisédico
nmol: Nanomol

nm: nanémetros

NS: No Significativo

OXY: Capacidad total de antioxidantes

0,: Oxigeno

Abreviaturas
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p/Vv: Peso/volumen

Prot.: Proteinas

PT: Proteinas totales

R: Reducido

ROOH: Hiperdxidos

ROM: Metabolitos reactivos del oxigeno
rpm: Revoluciones por minuto
seg.: Segundos

SL: San Lorenzo

SOD: Superoxido dismutasa

T: transferasa

TBA: Acido 2-tiobarbiturico

TBARS: Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

TCA: Acido tricloroacético

TNB: Acido 5-tio-bis-2-nitrobenzoico
Ul: Unidades internacionales

vs.: Versus

pl: Microlitro

UM: Micromolar

pmol: Micromol

-SH: Grupos tioles
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