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Resumen

Cuando se enfrentan a un estresor ambiental, los animales
pueden responder de distinta manera. Dentro de estas res-
puestas se encuentran las que se conocen como “respuesta
temprana”, las cuales pueden servir como indicadores para
monitorear contaminantes ambientales, ya sea algun toxico
o un ambiente perturbado.

Este capitulo desarrolla ejemplos de aplicacién utilizando
peces dulceacuicolas, tales como: a) comportamentales
(modificaciones de la conducta natatoria); b) bioquimicos
(actividad de enzimas de biotransformacion y detoxificantes
tales como la glutation-S-tranferasa (GST) y el contenido de
Glutation (GSH); c) fisioldgicos: alteraciones en la asimila-
cion, excrecion, metabolismo. Este tipo de indicadores per-
mite registrar dafios en los organismos como modificacio-
nes de la conducta natatoria, en la actividad de enzimas o
en el metabolismo energético. Cuando los animales estan
sometidos a una situacién de estrés ambiental, cuantificar
estos parametros sirve como indicador de alerta temprana.

Palabras clave: Indicadores tempranos, biomarcadores, pe-
ces, contaminacién acuética

Abstract

Animals under environment stressors can response in a
different way. These responses include those known as “early
response.” In this chapter, we will give examples of this type
of response which can serve as early warning indicators to
monitor environmental pollutants, whether it is a toxic or a
polluted environment.

This chapter will develop examples of the application of early
alert/warning indicators in freshwater fishes, such as: a) Be-
havioral: modifications of swimming behavior. b) Biochemical:
studies of the biotransformation and detoxifier enzymes activ-
ities such as glutathione-S-transferase (GST) and Glutathione
content (GSH). c¢) Physiological: alteration in the assimilation,
excretion and metabolic rates. These types of indicators allow
registering damage as well as changes in swimming behavior,
in enzymes or energy content and its distribution in the organ-
ism. When animals are in contact with a pollutant, quantifying
these parameters is useful as early warning indicators.

Keywords: Early signals, biomarkers, fishes, water pollution.

Introduccion

Los bioindicadores son indicadores naturales y se utili-
zan para evaluar la salud del medio ambiente y también
son una herramienta importante para detectar cambios
en él, ya sean positivos o negativos (Parmar et al., 2016).
Pueden ser distintos tipos de organismos (bacterias,
plancton, plantas y animales) que brindan informacién
sobre la calidad y caracteristicas biogeograficas y eco-
légicas de un ambiente, o de una parte de él, y que exhi-
ben diversos grados de complejidad estructural. Inicial-
mente, se utilizaron especies o0 sus asociaciones como
indicadores y, posteriormente, comenzaron a emplear-
se también atributos correspondientes a otros niveles
de organizaciéon del ecosistema, como poblaciones,
comunidades, etc,, lo que resulté particularmente util
en estudios de contaminacién. Esta cualidad orientada
hacia los efectos de los estresores, es particularmente
apta para el estudio en ecosistemas afectados por con-
taminantes antropogénicos.

Ademas de utilizar la presencia de organismos como in-
dicadores, se pueden utilizar las respuestas de los indivi-
duos ante distintos tipos de estresores. Esas respuestas
permiten cuantificar el grado de estrés que tiene un or-
ganismo y se denominan “biomarcadores”. Estos se defi-
nen como cambios observables y/o mensurables a nivel
molecular, bioquimico, celular, fisiolégico y/o comporta-
mental que revelan la exposicién presente o pasada de
un individuo a un contaminante (Depledge, 1994; Porta,
1996). Los biomarcadores son parametros que contribu-
yen al conocimiento de las condiciones en las que vive
el organismo. De esa forma las alteraciones detectadas
en dichos parametros devienen en indicadores indirec-
tos del grado de deterioro de un ambiente y brindan la
posibilidad de una interpretacién causal de los efectos
adversos de los contaminantes ambientales sobre los di-
ferentes niveles de organizacién de los sistemas ecologi-
cos. Como los organismos rara vez son afectados por un
solo contaminante, es necesario considerar otros efectos
como los aditivos, sinérgicos y, aun los antagénicos.

Como se menciond en capitulos anteriores los bioin-
dicadores proporcionan informacién cualitativa de la
salud del ambiente a través de la presencia o ausencia
o mediante cambios en la abundancia de una espe-
cie. En cambio, los biomarcadores, estan asociados a la
exposicién de un estresor ambiental y dado que esos
cambios pueden medirse, permiten evaluar de mane-
ra cuantitativa la intensidad de un disturbio (Gonzalez
Zuarth et al,, 2014).

Tanto los bioindicadores como los biomarcadores son ac-
tualmente utilizados y promovidos por varias organiza-
ciones, como un medio para realizar una vigilancia biolo-
gica (biomonitoreo) y evaluar posibles efectos sobre el am-
biente, las especies biolégicas y los seres humanos (Fig. 1).
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Detectan la presencia de
contaminantes en el ambiente.
Por ejemplo: animales,
plantas, algas, etc.

Taxones que permiten mediante
Su ausencia, presencia o
fluctuacion en el tiempo detectar
cambios en el ambiente. Por
ejemplo: liquenes y plantas.

Bioindicador
de contaminacidn

Bioindicador

de biodiversidad

Organismos que responden de
manera predecible a los disturbios
ambientales. Por ejemplo:
macroinvertebrados

Bioindicador
ambiental

Detectan cambios en la biodiversidad.
Por ejemplo: plantas, animales y
microorganismos indicadores

Figura 1: Sub-tipos de bioindicadores (extraido de Parmar et al., 2016).

Ventajas de los bioindicadores
de alerta temprana

Las ventajas asociadas con el uso de bioindicadores son las
siguientes (Parmar et al, 2016, Gonzdalez Zuarth et al, 2014):

a) Pueden determinarse los impactos sobre la biota.

b) Pueden monitorearse los impactos sinérgicos, aditivos
y antagonicos de varios contaminantes, ya que en la na-
turaleza un individuo rara vez se ve afectado por un solo
contaminante.

c) Pueden ser utilizados tanto para el diagnostico en eta-
pa temprana, asf como para monitorear los efectos noci-
vos de las toxinas para las plantas y los animales.

d) La informacién que brindan no se limita al momento
del muestreo, pues son de caracter integrador de los per-
files fisico-quimicos pasados y presentes.

e) Son una alternativa econémicamente viable en compa-
racién con otros sistemas de medicién especializados ya

que no se requiere de equipamiento costoso que ademas
demande un largo periodo de entrenamiento para su uso.

Los peces como bioindicadores

El uso de organismos indicadores de contaminacién re-
quiere conocer las tolerancias ecoldgicas y los requerimien-
tos de las especies, asi como sus adaptaciones. Las investi-
gaciones sobre organismos indicadores de contaminacién
comprenden el estudio en el laboratorio, para establecer los
limites de tolerancia de una especie a una sustancia o a una
mezcla de ellas mediante ensayos de toxicidad; y también
la observacién y el andlisis de las caracteristicas ambien-
tales de los sitios en los cuales se detectan o habitan con
mas frecuencia. Los organismos mas utilizados como in-
dicadores de contaminacion acuatica son algas, bacterias,
protozoos, macroinvertebrados y peces.

En el esquema de la Fig. 2 se representan las respuestas
biologicas (tempranas o tardias) en funcién de la relevan-
cia ecoldgica. Los animales que presentan bajo nivel de
complejidad responden relativamente rapido al estrés, lo
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Baja relevancia
ecoldgica

Bioquimica

Fisioldgica
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tempranas

Alta relevancia
ecoldgica

Respuestas
tardias

Figura 2. Niveles de respuestas bioldgicas en peces (adaptado de Adams, 1990).

que tendra una alta importancia toxicoldgica; mientras
que los organismos con un nivel de complejidad mayor,
ya sea a nivel de poblacién o comunidad, responden len-
tamente y si bien tienen bajo significado ecotoxicoldgi-
co esa respuesta tiene mayor relevancia desde el punto
de vista ecolégico (Adams, 1990). Como se observa en la
figura, las respuestas que seran “sefiales de alerta tem-
prana’ seran aquellas que aparezcan de manera rapida
frente a la exposicién a un contaminante, como las com-
portamentales, fisioldgicas y bioguimicas. Mientras que
los cambios histoldgicos y bioenergéticos requieren ex-
posiciones mas prolongadas en el tiempo.

Los peces fueron uno de los primeros organismos en ser
utilizados en los protocolos de monitoreo ecotoxicoldgico
acuatico y aun siguen siendo seleccionados como especies
centinela en diversos bioensayos de toxicidad. Esto ultimo
estd motivado porque representan diferentes niveles den-
tro de la trama tréfica y tienen una alta diversidad morfolo-
gica, fisiolégica y ecolégica. En particular, cabe destacar que
los teledsteos ocupan gran variedad de nichos ecolégicos
tanto en aguas continentales como marinas.

La capacidad de los organismos para mantener la cons-
tancia o estabilidad de sus parametros internos esenciales,

en un rango de cambios que pueden tolerar, sin alterar su
funcionalismo, se llama homeostasis. Los peces deben ha-
cer frente de manera constante a cambios que ocurren
en el ambiente, por ejemplo: temperatura, velocidad del
agua, carga de sedimentos, falta de oxigeno, disponibili-
dad de alimentos, etc. Estos factores, individualmente o
en conjunto, pueden imponer una condicién de estrés a
los sistemas fisiolégicos y provocar un desequilibrio ho-
meostatico, dando como resultado una reduccion en el
crecimiento y reproduccioén, susceptibilidad a enferme-
dades y capacidad reducida para tolerar nuevos cambios;
esto puede verse incrementado frente a la exposicién a
un contaminante.

Los peces, cuando se enfrentan a un factor de estrés
ambiental, pueden responder de distinta manera. Bei-
tinger & McCauley (1990) definieron varias categorias
de respuesta:

1. Sin respuesta: El estimulo no es percibido o es nuevo
para ese organismo, el cambio es demasiado grande y/o
demasiado rapido y no hay alternativas disponibles para
contrarrestarlo. Se produce un desequilibrio homeostati-
co que si no se puede contrarrestar llevaria a la muerte
del organismo.
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2. Reacciones comportamentales: Comprende la primera
linea de defensa ante estimulos ambientales. Son las pri-
meras reacciones que ocurren, el organismo evita el es-
trés huyendo de esa condicién desfavorable. Este punto
es importante en la seleccién de hébitat.

3. Respuestas fisioldgicas: Se producen cambios inter-
nos en diversos procesos fisiolégicos, incluida la ca-
pacidad de aclimatacién. Se producen ajustes en las
tasas fisiolégicas que pueden llevar a cambios en la
homeostasis para contrarrestar el efecto causado por
la exposicion.

4. Respuestas bioquimicas: Sintesis de moléculas en res-
puesta al cambio ambiental.

Estas categorias se clasifican acorde al tiempo requerido
de aparicién. Para un organismo, los cambios bioquimi-
cos no son sencillos, es mas simple alejarse del factor de
estrés ambiental (respuestas de huida) que reorganizar
las funciones bioquimicas de la célula.

Ejemplos de aplicacion

En el Programa de Ecofisiologia Aplicada (PRODEA) se
han realizado bioensayos con peces de agua dulce, a
campo y laboratorio, con el objeto de detectar indica-
dores de alerta temprana. En ese sentido, los puntos
finales a evaluar han sido comportamentales, fisiolégi-
cos, histolégicos, morfoldgicos, genotéxicos, determi-
naciones de actividades enzimaticas y no enzimaticas
en distintos 6érganos blanco, etc.

En este capitulo se mostraran algunos resultados de
aquellos puntos finales que se consideran indicadores de
alerta temprana, como: a) comportamentales b) bioqui-
micos y c) fisiolégicos.

A) Biomarcadores comportamentales

El comportamiento sirve como un nexo entre procesos
fisiolégicos y ecoldgicos. Es un parametro ideal para es-
tudiar los efectos adversos de los contaminantes en am-
bientes naturales o en condiciones de laboratorio (Gil-
mour et al, 2005).

Diseno experimental utilizado

Los bioensayos realizados en el PRODEA comprendieron
un periodo de aclimatacién y uno de exposicién a un té-
xico, en este caso un metal pesado, el Cadmio (Cd) y un
contaminante de preocupacién emergente, el Ibuprofeno
(un analgésico). Ademas, también se evaluaron esas res-
puestas luego de exposiciones a muestras ambientales
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del rio Lujan y Reconquista (Eissa et al.,, 2009b; Castafié et
al., 2013; Ferro, 2017).

En estos bioensayos se realizaron controles con agua po-
table 0 agua moderadamente dura (MHW), con los cuales
se contrastaron y validaron las respuestas obtenidas en
los animales expuestos.

Toxicos utilizados

El ibuprofeno es uno de los analgésicos no esteroideos que
se encuentra en mayor frecuencia en cuerpos de agua
superficiales (Salibidn, 2014). De los farmacos adminis-
trados por via oral, entre el 30 y el 90% de las dosis son ex-
cretados en la orina como sustancias activas, as{ muchas
de estas drogas y/o sus metabolitos llegan a las cloacas.
El vertido de estos efluentes en los cursos de agua resulta
en una exposicioén cronica de los organismos acuaticos
a estos compuestos con impactos desconocidos sobre
ellos (Elorriaga et al,, 2013; Valdés et al., 2014).

El Cadmio (Cd) se utilizé como téxico de referencia. Se
trata de un metal no ferroso que llega al ambiente a partir
de la galvanizacién, produccién de baterias, fabricacién
de estabilizadores de cloruro de polivinilo, pigmentos y
esmaltes, celdas fotoeléctricas, cables eléctricos, acu-
muladores, fusibles, laminados de vapor y soldadura,
aleaciones, combustién de diesel y petroleo, fertilizantes
fosfatados, pesticidas, deshechos de fundiciones y refi-
namiento de metales no ferrosos (Cobre, Niquel y Zinc) y
petrdleo (Bandara, 2010). Se ha demostrado su efecto te-
ratogénico, embriotéxico, carcinogénico y nefrotéxico en
invertebrados, vertebrados e incluso los seres humanos
(Ossana et al., 2009).

Parametros comportamentales evaluados

Para los estudios comportamentales se utilizaron di-
versos softwares, como Virtual Fish y Jonas, que fue-
ron disefiados especialmente para estos trabajos, y el
comercial LoliTrack V3 (Loligo Systems). La utilizacion
de estas herramientas permitié saber la localizacién es-
pacial de los individuos dentro del acuario, segundo a
segundo; se pudo asi calcular un indice de actividad na-
tatoria y la velocidad de nado, asi como también la ace-
leracion, la distancia total recorrida y el tiempo activo
o inactivo (Eissa et al.,, 20093, 2009b; Eissa, 2009; Ferro,
2017) (ver Fig. 3).

Se disefié un Indice de Actividad Natatoria (Ia), el que
permitié evaluar los cambios en la actividad indepen-
dientemente de la variabilidad entre individuos (Eissa,
2009) resultando cercano a1 en los individuos control. El
célculo se realiza con la siguiente ecuacién:
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Figura 3: a) Peceras experimentales conectadas a una computadora con los softwares Virtual Fish y Jonas, b) Pecera utiliza-
da con el software LoliTrack (Etapa de aclimatacion), c) Etapa de Exposicion y filmacidn, d) Planilla de datos y obtencién de

resultados.

promedio de los movimientos

| = totales del periodo experimental

a

movimientos totales del dia i

donde i = dia de la experimentacion

Cuando I = 1, no se produjeron cambios en la actividad
natatoria total, mientras que un I, > 1 indica que ocurrié
una disminucién en la actividad natatoria; lo contrario
corresponde cuando I <1.

Resultados obtenidos
Exposicion a Cadmio
EnlaTablalse muestran los valores obtenidos en Cyprinus

carpio (la carpa comun), Australoerus facetum (chanchita)
y Astyanax fasciatus (mojarrita), en condiciones control y

expuestos a tres concentraciones subletales de Cadmio
evaluados con Virtual Fish y Jonas.

Como se observa de los datos presentados en esta Tabla 1,
para la carpa comun y la chanchita el Indice (I,) aumento6
en todas las concentraciones de Cadmio ensayadas. Esto
indica que se redujo significativamente la actividad de
natacion. En cambio, para la mojarrita (A. fasciatus) solo
hubo cambios en la velocidad de nado, la cual aumento
significativamente respecto del control, mientras que en
las otras especies solo aumenté para la concentracion de
0.6 mg Cd/L.

Las especies analizadas mostraron diferentes respuestas
frente al contaminante; fueron mas sensibles Astyanax
fasciatus y Cyprinus carpio. Esta conclusion resulta muy
interesante a la hora de seleccionar una especie bioindi-
cadora teniendo en cuenta que ambas pueden compartir
el habitat y estar expuestas al mismo contaminante.
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Tabla 1: Actividad natatoria y velocidad de nado en Cyprinus carpio, Australoerus facetum y Astyanax fasciatus, controles y

expuestos a tres concentraciones de Cadmio (Cd).

indice de Actividad natatoria (la) Velocidad de nado (cm/s)
Control 0,6 mg Cd/L 0,5mg Cd/L 0,3 mg Cd/L Control 06mgCd/L | 05mgCd/L | 03mgCd/L
Cyprinus carpio | 0,8200,080 | 1,0290,102* | 1,550£0,600% | 2850+ 1400% | 8474002 | 2132£024* | 7204001 | 5904007
g”:;’jﬁews 10600120 | 4050£2,810% | 0,895+0,107* | 3354+2303* | 5744012 | 9224022% | 7904001 | 5904030
Astyanax
A 11200160 | 107840134 | 11530202 | 171980272 | 7344005 | 1761£008* | 1310£021% | 1200£0,10*

*diferencias significativas respecto del control p<0.05 (Test de t)

Exposicion a agua proveniente del rio Reconquista

La Tabla 2 muestra los resultados obtenidos de la exposi-
cién de Cnesterodon decemmaculatus (madrecita de agua)
al agua del rio Reconquista aguas arriba de la ciudad de
Moreno, empleando el programa LoliTrack. En tanto, en
la Tabla 3 se presentan los resultados de la exposiciéon a
tres muestras con diferentes niveles de contaminacién
del rio Lujan utilizando como organismo test juveniles de
Cyprinus carpio.

En C. decemmaculatus se observé un aumento significa-
tivo de la velocidad y aceleracién de nado, y una dis-
minucioén del tiempo activo (Tabla 2). Estos resultados
pueden interpretarse de la siguiente manera: los peces
Se mueven menos, pero a mayor velocidad.

Los resultados obtenidos se vinculan con las observacio-
nes de Drummond & Russom (1990) quienes definieron
al nado hiper reactivo como una actividad locomotora
espontanea, acelerada, donde los peces reaccionan de
forma exagerada a los estimulos externos.

Resulta interesante que se pudieron observar alteracio-
nes de casi todos los pardmetros natatorios, aun en los
ensayos realizados con agua de un sitio caracterizado

como de polucién leve. Esto indica que la alteracién de
los parametros natatorios resulta ser sensible y de rapida
aparicion, lo que la constituye en un excelente indicador
de alerta temprana.

Exposicidn a agua proveniente del rio Lujan

Para el ensayo que se describe a continuacién, se eligie-
ron tres lugares correspondientes al curso medio del rio
Lujan: un sitio con bajo impacto (M. J. Garcia) aguas arriba
de la localidad de Mercedes, otro con actividad industrial
en la ciudad de Jaurequi y el tercero luego de que el rio
ya atravesara el ejido urbano de la Ciudad de Lujan (en la
interseccién del rio con la Ruta 6) (Fig. 4). En la Tabla 3 se
muestran los resultados de la exposicién a muestras de
estos tres sitios. En los bioensayos conductuales el valor
de la Ja, en el periodo Control, fue estable oscilando en
torno a 1, en tanto que en el caso de los peces expuestos
durante 4 dias al agua proveniente del Rio Lujan se obser-
vé una elevacién significativa del mismo en las muestras
procedentes de Jauregui y Ruta 6, respecto a los controles.
Dichas respuestas, fueron indicativas de una depresién de
la actividad de los peces. El Indice de Actividad natatoria
(Ta) también resulté ser un buen indicador de alerta tem-
prana para muestras ambientales del rio Lujan.

Tabla 2: Resultados obtenidos para Cnesterodon decemmaculatus controles y expuestos a una muestra ambiental del rio

Reconquista.

Cnesterodon decemmaculatus Unidades Control Rio Reconquista
velocidad media mm/s 17,66 + 0,88 29,08 + 0,91
aceleracién media mm/s? 176,77 + 8,75 312,33 + 5,77*
tiempo activo s 103,86 + 6,26 67,55 + 3,48*
distancia recorrida mm 1931,43 + 177,62 2069,37 + 152,30

*diferencias significativas respecto del control p<0.05 (Test de 1)
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Tabla 3: Actividad natatoria en Cyprinus carpio controles y expuestos a muestras ambientales del rio Lujan.

indice de Actividad natatoria
Cyprinus carpio Control M.J.Garcia Control Jauregui Control Ruta 6
Invierno 2005 1141022 1,07£0,14 1.01£0,06 1,06 £0,13* 1,02+ 0,06 1,42 £ 0,47
Verano 2006 1,01+0.72 1,070,112 1034011 1,070,114 1.02+0,08 2,04 £0,79*

*diferencias significativas respecto del control p<0.05 (ANOVA y Tuckey)

Exposicién a Ibuprofeno

En la tabla 4 se muestran los resultados de la exposicién
de machos y hembras de Cnesterodon decemmaculatus a
100 pg/L de Ibuprofeno (concentraciéon nominal). Estos re-
sultados se obtuvieron con el software LolyTrack luego de
realizar filmaciones individuales de 6 minutos cada una.

Los parametros natatorios de las hembras no mostra-
ron diferencias estadisticamente significativas en-
tre tratamientos (controles vs. expuestos) pero si se
observo que las hembras que fueron expuestas a este

analgésico tienden a tener valores entre un 5 y un 10%
menores que sus controles. En el caso de los machos
las diferencias en la velocidad son significativas, desa-
rrollando una velocidad media 50% mayor que la de los
machos control (Ferro, 2017) (Tabla 4).

B) Biomarcadores bioquimicos
Hay muchos parametros de biomarcadores bioquimicos

que han sido ampliamente investigados. Algunos son
enzimaticos o de biotransformacién involucrados en la
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Figura 4: Mapa sefialando los sitios de muestreo en el rio Lujan donde se colectaron las muestras de agua 1) M. J. Garcia, 2)

Jauregui y 3) interseccion con Ruta 6.
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Tabla 4: Biomarcadores comportamentales en Cnesterodon decemmaculatus controles y expuestos a Ibuprofeno.

Sexo (n) Longitud [nm] | Velocidad [mm/s] Ac[::::/asczifn Actividad [s] [n°[c)li:t:t:‘ecri:os]
Hembras (16) 21,5109 1922 194116 112107 11015
A Machos (15) 20,6+0,5 21412 211425 110410 125423
IBU Hembras (16) 19,5%1,0 1842° 176+152 100108 104+19°
Machos (13) 20,610,4 2943 273%522 113+08 155+15°

Letras distintas indican diferencias significativas p<0.05 (Test de Mann Whitney)

detoxificacién de xenobidticos o sus metabolitos, otros
son biomarcadores de estrés oxidativo. Por ejemplo, la
actividad de acetilcolinesterasa cerebral (AChE) se uti-
liza como biomarcador de exposicién a agroquimicos,
ya que se inhibe en presencia de pesticidas. La catala-
sa (CAT) y la superdxido dismutasa (SOD) son enzimas
que eliminan al radical hidroxilo (‘OH), el cual es muy
reactivo y potencialmente deletéreo para los sistemas
biolégicos, ya que oxida lipidos, proteinas y al ADN. La
SOD convierte al'OH en perdxido (H,0,) vy la CAT con-
vierten el peréxido en dos moléculas de agua (Di Giulio
& Hinton, 2008).

Este tipo de biomarcadores ha sido empleado para ana-
lizar el efecto del Cd y de una muestra ambiental del
rio Reconquista sobre el pez Cnesterodon decemmacula-
tus. También se realizaron ensayos de simulacién con
un pulso de contaminacién por Cadmio. A la muestra
ambiental tomada del rio Reconquista se le adiciono el
metal pesado y se expusieron animales a esas mues-
tras. Para los estudios bioquimicos, una vez finalizado
el periodo de exposiciéon de 96 h, los animales fueron
sacrificados y disecados para la determinaciéon de los

biomarcadores seleccionados sobre el cuerpo y la cabe-
za. En todos estos estudios se midi¢ la actividad enzi-
matica de la glutatién-S-transferasa (GST), una enzima
de biotransformacién que provee proteccién celular
contra los efectos téxicos de una amplia variedad de
compuestos endégenos ambientales. Su rol principal
es la detoxificacién de productos de la oxidacién de
lipidos, proteinas y acidos nucleicos. También se de-
terminé el contenido de glutatién (GSH), un tripéptido
involucrado en la protecciéon celular, pero también en
el metabolismo, biosintesis, transporte y comunicacién
celular. Ademas, es un cofactor de otras enzimas como
la Glutatién-S-transferasa (GST) (Ossana et al,, 2019; Os-
sana et al, 2016; Di Giulio & Hinton, 2008; Hermes-Lima,
2004). Los valores de estos pardmetros se expresaron
en funcion del contenido de proteinas y se compararon
con controles negativos mantenidos en agua reconsti-
tuida moderadamente dura (MHW).

Se desprende de los resultados presentados en esta Tabla
5 que hubo una disminucién en la actividad de la GST y
bajos niveles del contenido de GSH en los animales que
fueron expuestos al Cd, al agua del rio y al agua del rio

Tabla 5: Biomarcadores bioquimicos en Cnesterodon decemmaculatus, expuestos durante 96 hs a Cadmio, a una muestra
ambiental del rio Reconquista, y esa muestra ambiental simulando un pulso de contaminacién con Cadmio.

Primavera Otoilo
GST (tronco) GSH (tronco) GSH (Cabeza) GST (tronco) GSH (tronco) GSH (Cabeza)
Control (MHW) | 0,05+0,002(25)a | 817+049(12)a | 22,18+281(22)a | 0,11+0,007 (12)ab | 13094077 (12)a | 1505+140(13)a
Rio Reconquista | 0,030,003 (20)b | 290+043(16)c | 16,75£1,49(17)ab | 0,11 £0,007 (18)ab | 10,43 +0,38 (15)bc | 14,43+ 1,07 (15)a
Rio+Cd2mg/L | 0,05+0,003(19)a | 545+047(13)b | 13414067 (16)b | 0,14+0,01(20)a | 11,04£036(17)c | 945+038(18)b
Cd 2 mg/L 0,05+0,004(13)a | 624+064(7)b | 1333+095(14)b | 0,10£001(17)b | 913+042(13)b | 1625+1,08(14)a

Letras distintas indican diferencias significativas, p<0.05 (ANOVA y Tuckey)

MHW (Agua moderadamente dura, de sus siglas en inglés Moderated Hard Water)

Cd (Cadmio); GST= Glutation-S-Transferasa (umoles CDNB conjugado.min’ mg proteinas™); GSH= contenido de Glutation (umoles de tioles 4cidos

solubles. g peso fresco™).

Indicadores de alerta temprana




222

con el pulso de contaminaciéon, comparando con indivi-
duos controles. Estos biomarcadores se expresaron de
manera temprana poniéndose en evidencia luego de 96
h de exposiciéon. El GSH es un tripétido que es abundante
en el higado de los individuos. Como se menciond, es co-
factor de otras enzimas como la GST y la GPx (glutatién
peroxidasa) y tiene capacidad antioxidante ya que tiene
un grupo tiol (-SH) y es la cisteina el aminoacido que se
oxida. La GSSG surge de la oxidacién de dos moléculas
de GSH. En células normales sin presién oxidativa la re-
lacién de estas moléculas es 10011 (GSH:GSSG). Se cree
que el GSH es la primera barrera de defensa contra la he-
patotoxidad producida por el Cadmio (Di Giulio & Hinton,
2008; Rani et al,, 2014).

C) Biomarcadores fisioldgicos:

Los bioensayos que se realizaron para evaluar distintos
aspectos del metabolismo se realizaron con Cyprinus
carpio y Cnesterodon decemmaculatus, la primera es una
especie cosmopolita de amplia distribucién y la segun-
da una especie autéctona de los ecosistemas pampea-
nos. Dado que frente a una situacion de estrés ambien-
tal las variables metabdlicas (tasa metabdlica, ingesta,
asimilacién, produccién de heces) se veran perturbadas,
pueden ser utilizadas como biomarcadores que serviran
como indicadores de alerta temprana. En este tipo de
evaluaciones de pardmetros metabdlicos, diariamente
se removian las sobras de alimento y las heces produci-
das, las cuales se filtraban, secaban y pesaban y, finaliza-
do el periodo de exposicién, los animales se colocaban
dentro de respirémetros para determinar el consumo de
oxigeno junto a la excrecién de amonio (ver Fig. 5). De
esta forma se calcul6 la ingesta, la produccién de heces,
la asimilacién diaria y un indice integrador denomina-
do Campo de Crecimiento, que en inglés se denomina
Scope for Growth (SFG). Este indice tiene en cuenta todas

estas variables y permite determinar, comparando con
los individuos controles, si los animales tienen energia
para destinar al crecimiento, desarrollo y reproduccién.
El SFG aporta informacién sobre el manejo y distribu-
cién de la energia que hace el organismo frente a una
situacién de estrés. Se calcula como la energia incor-
porada a partir de la dieta, menos la energia consumida
en el mantenimiento y crecimiento (Baudou et al,, 2019;
Baudou et al,, 2017; Ferrari et al, 2011a).

Los resultados de estos ensayos obtenidos luego de la
exposicion a muestras ambientales del rio Reconquista
y de la exposicién a Cadmio se muestran en la Tabla 6.

Cémo puede observarse en la Fig. 5 y en los resultados
presentados en la Tabla 6, los individuos expuestos a Cd,
ingirieron menos alimento y también produjeron menos
heces. Esa reduccion fue estadisticamente significativa
comparada con los individuos controles. Los valores en la
asimilacion fueron menores para los individuos expues-
tos, al tener una menor ingesta la asimilacién también
disminuyd. Los animales expuestos a Cd ven afectada su
homeostasis metabdlica, y la baja asimilacién resulta de
un efecto indirecto en el comportamiento alimenticio de
los animales, con una marcada reduccién en la ingesta
de alimento diaria, con el consiguiente déficit en aporte
energético/calodrico.

La Tasa Metabdlica Especifica fue mayor en los indi-
viduos expuestos a Cd, lo que puede ser interpretado
como una consecuencia de un aumento en la demanda
de energia. Esto se observa tanto en C. decemmaculatus
como en C. carpio.

El SFG integra respuestas en un unico valor que refleja
el estado de energia del animal. Es un biomarcador in-
directo de los niveles de contaminacién en el ambiente
que afectan al mantenimiento del balance de energia

Tabla 6: Estudios del metabolismo en Cnesterodon decemmaculatus y Cyprinus carpio controles expuestos a distintas con-

centraciones de Cadmio y a una muestra del rio Reconquista.

Cnesterodon decemmaculatus Cyprinus carpio

Control | 0,45 mg/L Cd Control 0,8 mg/L Cd Control Rio Reconquista Control 0,15 mg/L Cd
Ingesta () 250,786 |2001+121* | 250,3+7,3 186,6+10,1* | 2548187 | 260,1+127 1597,5+41,1 1364,1 + 84,6%
Heces (H) 654158 36,7 £ 0,5* 378+58 22,5+1,5% 66,156 1309 £12,1* 176,3+17,6 84,6+ 157*
Asimilacion (A) | 200289 | 150,7+131* | 2178106 | 160,3+129* | 1887+9,6 | 129,1£11,5* 14212414 1280,7 £ 47,2%
Tasa Metabé-
lica Especifica 1008 10014 1003 400 £ 8* 1555+10,1 | 68,6+10,3* 34571213 419,5£17,3*
(TME)
CampodeCrect- | o\ /g6 | 418484 | 11224278 3009480 | 446486 | 1404109 | 45914266 | -16614501%
miento (SFG)

I, H, A, TME, SFG (J.g.PS-".dia")
*diferencias significativas respecto del control p<0.05 (Test de t)
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Figura 5: a) filtros con heces de C. decemmaculatus y b) filtros con restos de alimento, en los controles; C. decemmaculatus
expuestos a Cadmio c) filtros con heces y d) filtros con restos de alimento e y f) fotos de los respirémetros de acrilico donde
se colocaron los peces individualmente para determinar consumo de oxigeno.

(Widdows & Donkin, 1991; Baudou, 2019). Una disminucién
en el SFG es un claro indicador de una reduccién aguda
en la energia disponible para el crecimiento. Este para-
metro es un buen indicador ecolégico de alerta temprana
para detectar contaminacién por metales pesados como
el Cd pero que también mostré una reduccion significati-
va en animales expuestos a una muestra ambiental.

La mayoria de las respuestas observadas en los peces ex-
puestos a Cadmio también se evidenciaron en los indivi-
duos expuestos a una muestra ambiental de la naciente
del rio Reconquista, sitio caracterizado como de poluciéon
leve. Salvo la ingesta, todos los demas parametros fueron
estadisticamente diferentes a los controles.

Discusion

Elimpacto delasactividades humanas tales comolafrag-
mentacién de los habitats, la contaminacién ambiental y
la sobreexplotacién de los recursos, junto a los efectos del
cambio climatico, han ocasionado alteraciones drasticas

sobre los ecosistemas en periodos cortos, lo que frecuen-
temente impide que los organismos se adapten a su nue-
va realidad y como consecuencia final se extingan. Esta
problematica ha generado una busqueda intensa de mé-
todos precisos, econémicos, faciles de implementar y que
permitan la deteccion temprana de disturbios ambienta-
les (Gonzalez Zuarth et al, 2014). Los resultados aqui pre-
sentados, aplicacién de indicadores de alerta temprana
en peces dulceacuicolas, son obtenidos por métodos que
cumplen con esas premisas: son precisos, econémicos y
relativamente faciles de implementar.

Estos estudios han aportado informacién sobre la toxici-
dad del Cadmio (utilizado como toxico de referencia) y de
distintas muestras ambientales sobre distintas especies
de peces. Estos biomarcadores pueden ser utilizados en
evaluaciones toxicoldgicas y ser incluidos en programas
de monitoreo de rios y arroyos. En este capitulo se han
mostrado distintos ejemplos en varias especies de peces
teledsteos, tanto introducidos como nativos, los cuales
habitan los sitios en los cuales se tomaron las muestras
de agua para los bioensayos. Estos biomarcadores se
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podrian utilizar con otras especies de peces, con otros
téxicos o muestras ambientales, realizando los ajustes
metodoldgicos necesarios.

Segun Gopalakrishnan et al. (2008) una especie candida-
ta en bioensayos de evaluacién ecotoxicoldgica no solo
debe ser sensible a los posibles contaminantes, sino
que también debe ser relativamente facil de recolectar
del campo, de facil mantenimiento, cultivo y crianza en
condiciones de laboratorio. Las especies de peces utili-
zados por nosotros cumplen con esas premisas. La car-
pa comun, Cyprinus carpio, es un teleésteo cosmopolita
cuya utilizacién como especie test para la realizacién de
bioensayos de toxicidad es aconsejada y promovida por
los Organismos reguladores internacionales. La madre-
cita de agua, Cnesterodon decemmaculatus, es una especie
neotropical ampliamente distribuida en Ameérica Latina,
que puebla densamente una gran variedad de cuerpos de
agua de América del Sur, incluido el tramo medio del rio
Reconquista. Ademas, es una de las especies de peces re-
comendadas para su uso en ensayos de monitoreo estan-
darizados segun las normas IRAM (2008) y de facil criay
cultivo en laboratorio (Ferrari et al., 2017).

Los puntos finales de los estudios comportamentales
integran procesos bioguimicos, celulares y neuronales.
Debido a que sirven como el enlace entre las respuestas
fisioldgicas y los procesos ecolégicos, pueden ser utiles
para evaluar de manera temprana el estrés provocado por
contaminantes ambientales (Scott & Sloman, 2004). La
alteracion de los patrones de comportamiento normales
causada por la exposicién a contaminantes puede influir
en aquellos comportamientos complejos que ocurren en
la naturaleza, provocando graves riesgos para el éxito de
las poblaciones de peces y pueden conducir a cambios en
la biodiversidad (entre otras consecuencias ecolégicas).

Los estudios de parametros comportamentales se pue-
den realizar de manera sencilla y existen varios softwa-
res de uso gratuito que pueden utilizarse. En la Argenti-
na hay varios grupos de investigaciéon que han llevado
adelante este tipo de estudio con peces. Bonifacio et al.
(2016), de la Universidad de Cérdoba, utilizaron el progra-
ma ANY-Maze® Stoelting Co. En la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires
se realizan estudios comportamentales con Gambusia
holbrooki donde evaluan la actividad natatoria a partir
de filmaciones con el software Ethovision XT 12.0 (Mei-
jide et al, 2018). Cazenave et al. (2008), de la Universidad
Nacional del Litoral, estudiaron la velocidad media y el
porcentaje de movimiento de Jenynsia multidentata por
exposicion a microcistina-RR (MC-RR).

En cuanto a los biomarcadores bioquimicos, son amplia-
mente utilizados en la Argentina y el mundo, en peces y
otros organismos acuaticos. En las revisiones de Lush-
chak (2011, 2016) se observan la gran variedad de estudios

utilizando peces. En la Argentina son importantes los
trabajos realizados por Ballesteros et al. (2017) y Maggioni
et al. (2012) sobre el rio Suquia en la Provincia de Cérdo-
ba. De la Universidad Nacional del Litoral los estudios de
Cazenave et al. (2009 y 2014), y de la Universidad del Co-
mahue los trabajos con anfibios de Ferrari et al. (2011b) y
Liendro et al. (2015), por mencionar solo algunos investi-
gadores y algunas de sus contribuciones.

Los biomarcadores fisiolégicos tienen una respuesta ra-
pida y también son parametros relativamente faciles de
determinar, aunque laboriosos, ya que requieren conocer
el peso del alimento que los animales van a ingerir y to-
dos los dias filtrar el alimento sobrante y las heces, pero
son bastante econémicos ya que requieren papel de filtro
y una bomba para filtrar el agua.

Los recipientes para realizar el consumo de oxigeno de-
penderan del tamafio de la especie en cuestién. El SFG
es un indice que integra muchos parametros del metabo-
lismo y permite conocer el estado energético del animal.
En los sistemas vivos, el crecimiento implica un balance
neto de energia entre la energia incorporada con el ali-
mento, la energia utilizada en los procesos metabodlicos
y la pérdida en la produccién de heces y excretas. Por lo
tanto, como el crecimiento es la resultante de un con-
junto integrado de diferentes procesos fisioldgicos (di-
gestién, asimilacién, respiracién y excrecién), cualquier
sustancia que interfiera en ellos, traducird su efecto en la
alteracioén del crecimiento.

Los investigadores arriba mencionados trabajan con
estos indicadores de alerta temprana en especies dul-
ceacuicolas. Los mismos integran grupos de investiga-
ci6on en distintas instituciones del pais. Con lo cual se
reafirma la idea de que los bioensayos con los indica-
dores tempranos descriptos en este trabajo son facil-
mente reproducibles con el equipamiento con el que
normalmente se cuenta en institutos y universidades
nacionales.

Ciertamente, la contaminacién en ecosistemas acuati-
cos a menudo se pone de manifiesto con concentracio-
nes de los téxicos muy por debajo de aquellas que causan
mortalidad (Reynders et al, 2006). En este contexto con-
viene considerar que los test de letalidad aguda ignoran
lo que se ha denominado “muerte ecolégica” (Tortorelli et
al, 1990) que puede ocurrir después de exposiciones cro-
nicas a concentraciones subtéxicas de contaminante.
Aun si los animales son dafiados levemente, ellos pue-
den verse afectados en su adaptacién y sobrevivencia en
un entorno ecologico modificado por el xenobidticol.

1 Sustancias extrafias que pueden ser introducidas por el ser humano en
un ecosistema acuatico en forma deliberada o accidental provocando
un deterioro de la calidad del agua con perjuicio para la vida acuatica
(Rand, 1995).
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De estamanera, al tener dafladas directa o indirectamen-
te algunas de sus funciones fisiolégicas basicas, un pez
corre el riesgo de ser facilmente depredado, ser menos
eficiente en la provisién de su alimento, reducir su po-
tencial reproductivo, limitar su capacidad de migracién
y distribucién en el ambiente, etc. Es por eso que resulta
de suma importancia detectar biomarcadores de alerta
temprana que nos den sefiales de alerta del estrés para la
especie en estudio.

Conclusion

La implementacién de bioindicadores y biomarcadores
en programas de monitoreo ambiental de cuerpos de agua
dulceacuicola puede resultar muy util como una herra-
mienta de evaluacién primaria y es de suma importancia
que sean consideradas principalmente por aquellos orga-
nismos y entes gubernamentales, organismos de gestién,
ONGs,, etc. que gestionan politicas publicas referidas a la
utilizacion, cuidado y saneamiento de este recurso.
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