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ABSTRACT. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are important anthropogenic sources
of aquatic contamination. In this study, hepatic biomarker responses of Corydoras paleatus
injected with one sublethal dose of a PAH (8-naftoflavona, BNF) were assessed under
laboratory and field conditions. Glutathion-S-transferase (GST) and catalase (CAT) hepatic
activities, liver protein content (PC), condition factor (CF) and liver somatic index (LSI)
were determined. Two bioassays were performed during winter time: laboratory (la) and
field (ca). Fish were injected with 50 mg BNF/kg body weight dissolved in corn oil (-la y -
ca); control fish received corn oil (C-la y C-ca). There were no differences between controls
or in BNF injected fish in the assessed parameters. BNF provoked a tendency of increase in
CAT and GST activities and lower values of CP; on the other hand, no differences were
observed in the FC and IHS. In BNF field exposed fish (8-ca) CAT activity was significantly
stimulated vs. both field and laboratory controls; GST differences were detected both between
3-ca and $3-la and their respective controls. BNF exposure induced adverse effects principally
in the enzymatic biomarkers of C. paleatus and those effects were modulated by the
environmental conditions.

Keywords: biomarkers - Corydoras paleatus - Polycyclic aromatic hydrocarbons - field and
laboratory bioassays.
Palabras Clave: biomarcadores - Corydoras paleatus - hidrocarburos aromaéticos policiclicos -

ensayos de campo y laboratorio.

INTRODUCCION

La polucion del ambiente acuatico es
un fenomeno de importancia producido
por el aporte de innumerables compues-
tos toxicos. Estos compuestos toxicos pue-
den ser de origen organico, por ejemplo
los bifenilos policlorados, pesticidas orga-
noclorados, hidrocarburos aromaticos poli-
ciclicos (HAPs), dioxinas, furanos o inorga-
nico, como los metales pesados. Algunos
compuestos organicos considerados como
importantes contaminantes ambientales
pueden ser producidos tanto por procesos
naturales como por actividades antropicas.

Los HAPs son un ejemplo de lo ante-
riormente citado, si bien pueden ser apor-
tados al ambiente acuatico de forma na-
tural por medio de incendios forestales o
fuentes de petréleo naturales, la contami-
nacion acuatica es principalmente origi-
nada por fuentes de origen antropogénico
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(combustién incompleta de combustible
fosil, derrames de petroleo, descargas de
barcos, efluentes industriales, etc.) A modo
de ejemplo Colombo y col (2005) reporta-
ron los efectos adversos producidos en el
ambiente acuatico ocasionados por un
derrame de petréleo en las costas del Rio
de la Plata. Asi detectaron una concentra-
cion creciente de HAPs en los siguientes
compartimientos: agua (0-10 pg/L), sedi-
mentos (0,01-1,3 pg /g) y biota (1,0-16 ug /g
en bivalvos; 0,5-6,9 ug /g en macréfitas).
De esta forma se observa que estos com-
puestos se encuentran principalmente aso-
ciados al sedimento, a la materia par-
ticulada o distribuidos en la biota y pue-
den ser transformados por oxidacion qui-
mica o fotoquimica, o bien de forma biolo-
gica por los organismos acuaticos (bio-
transformacién). En particular, en los pe-
ces este ultimo proceso ocurre principal-
mente en el higado en donde los HAPs son
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facilmente metabolizados por enzimas de
la fase I. Por su parte, la conjugacion de
metabolitos de la fase I o de compuestos
electrofilicos esta a cargo de enzimas de
la fase II como la GST. La mayoria de és-
tas enzimas facilitan la excrecién de estos
compuestos mediante la adicién de un gru-
po quimico mas polar (van der Oost et al.,
2003). A su vez, durante el metabolismo
de los HAPs pueden generarse especies
reactivas de oxigeno las cuales pueden pro-
ducir efectos toxicos para el organismo.
Para neutralizar dicha toxicidad tanto ma-
miferos como peces poseen sistemas de
defensa antioxidante, los cuales incluyen
la participacion de enzimas antioxidantes
tales como la CAT y GST (Jifa et al., 2006;
Yin et al., 2007).

La -naftoflavona (BNF), analogo sin-
tético de una serie de compuestos flavo-
noides encontrados naturalmente, es un
HAP modelo que puede utilizarse para eva-
luar los procesos de biotransformacién en
organismos acuaticos. Los efectos biolo-
gicos adversos provocados por estas sus-
tancias son susceptibles de ser evaluados
mediante parametros bioquimicos y fisio-
légicos marcadores de contaminacion (bio-
marcadores).

La evaluacioén ecotoxicologica de la con-
taminacién acuatica puede ser abordada
mediante el estudio de los biomarcadores
empleando diferentes metodologias. Fre-
cuentemente los peces son utilizados como
organismos prueba. Los estudios de labo-
ratorio son importantes ya que facilitan la
interpretaciéon de la informacién y permi-
ten validar las respuestas de los biomar-
cadores como indices de monitoreo. Por
su parte, los estudios en campo tales como
el confinamiento de organismos prueba en
jaulas, permiten evaluar las respuestas
biolégicas de los mismos brindando un
enfoque mas realista. Este tipo de ensayo
ofrece también ventajas frente a la simple
recoleccion de organismos de sitios con-
taminados ya que podria evitar una inter-
pretacion errénea de los resultados origi-
nada por ejemplo por un desplazamiento
de los individuos fuera del sitio de mues-
treo debido a la presencia de contaminan-
tes (Fenet et al., 1998).

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar las respuestas de parametros biomar-
cadores de contaminaciéon en C. paleatus
frente a una dosis subletal de $3-naftofla-
vona bajo condiciones experimentales de
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campo y laboratorio. Se utilizaron como
biomarcadores la actividad enzimatica de
la glutation-S-transferasa (GST) y la cata-
lasa (CAT) asi como el contenido de pro-
teinas (CP), el indice hepatosomatico (IHS)
y el factor de condicién (FC).

Los ensayos de campo se realizaron en
el arroyo Las Flores ubicado en la cuenca
media del rio Lujan. Estudios previos de-
mostraron que este arroyo recibe un es-
caso impacto antrépico aportado por el
pastoreo de ganado vacuno, cria de caba-
llos de carrera y algunos cultivos (Feijoo
etal.,, 1999).

Se utiliz6 como organismo prueba a C.
paleatus, un teleosteo nativo de habito ben-
tonico presente en numerosos cuerpos de
agua de la llanura pampeana. Esta especie
es facilmente adaptable a los bioensayos de
toxicidad y ha sido utilizada en otros es-
tudios evaluando el efecto de las toxinas
de cianobacterias (Cazenave et al., 2006).

MATERIALES Y METODOS

Organismos prueba

Se utilizaron ejemplares de C. paleatus
(n = 40) con un peso corporal de 6,8 + 0,2
g y una longitud total de 7,2 + 0,5 cm. Los
ejemplares fueron recolectados de arroyos
con escaso impacto de la actividad antro-
pogénica cercanos a la UNLu y se trasla-
daron a nuestro laboratorio donde per-
manecieron en condiciones controladas
por lo menos una semana.

Diseno Experimental

Se evaluo el efecto de una dosis subletal
de R-naftoflavona bajo condiciones de cam-
po y laboratorio. Los ensayos de campo y
laboratorio fueron realizados en forma con-
temporanea en época invernal. Para ambas
condiciones, se determinaron dos grupos:
control (C) y experimentales (3), asignando
a cada uno 10 peces al azar. Los individuos
del primer grupo recibieron una dosis de 50
mg de 3-naftoflavona/kg de peso corporal
(p.c.) disuelta en aceite de maiz. Dicha do-
sis se administré por medio de una tnica
inyeccion intraperitoneal (10ml/kg p.c.). Los
individuos control fueron inyectados con
aceite de maiz. Tanto el grupo control como
aquellos individuos inyectados con BNF se
dividieron en dos subgrupos: campo (C-ca
y 3-ca) y laboratorio (C-la y $3-1a). Todos los
peces fueron adaptados previamente duran-
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te una semana y fueron mantenidos en
acuarios de 20 L con flujo continuo de agua
potable no clorada (25 ml/min), mantenien-
do una densidad de carga de 1,0 g/L. La
temperatura fue fijadaen 15 £ 1 °Cy el foto-
periodo en 8h luz/16h oscuridad. Los pe-
ces fueron alimentados diariamente con el
1% del peso corporal promedio con alimen-
to comercial con la siguiente composicion:
proteina cruda 47%, fibras 2%, humedad
10%, cenizas 13%.

En el ensayo de campo los peces per-
manecieron sumergidos en jaulas en un
sitio libre de contaminantes (arroyo Las
Flores) y en el de laboratorio se mantuvie-
ron las condiciones de la preadaptacion.
Al término de 48 h todos los animales fue-
ron sacrificados y procesados.

Preparacion de las muestras biologicas

Luego del periodo experimental, los pe-
ces fueron llevados al laboratorio en donde
se los anestesié sumergiéndolos en agua a
0 °C durante 5 min. Se registré6 su peso
corporal y se midi6 la longitud total. Luego
los animales fueron sacrificados por medio
de una incision en la columna vertebral por
detras del opérculo, procediendo a la ex-
traccion del higado y registrando el peso
del mismo. Las muestras se conservaron a
-80 °C hasta su procesado. Luego fueron
homogeneizadas individualmente segun
Nilsen et al. (1998) con buffer pH 7,4 (0,1M
NaH,PO,; 0,15M KCl; ImM EDTA; 1mM
DTT; 10% v/v glicerol) utilizando homo-
genizador teflon-vidrio hasta obtener des-
integracion total del tejido. Los homoge-
natos se centrifugaron a 10.000g durante
15 min., a 4 °C, se descarto el pellet y se
separd la fraccion post mitocondrial (PMS)
que posteriormente fue utilizada en la de-
terminacién de los parametros bioquimicos.

Indices morfométricos y
parametros bioquimicos

Para cada individuo se determinaron los
siguientes indices morfométricos: el factor
de condicién (FC) el cual fue calculado como
el (p.c. (g)/longitud total® (cm?)*100 (Ba-
genal y Tesch, 1978) y el indice hepatoso-
matico (IHS) como el (peso del higado (g)/
p-c. (g))*100 (Sloof et al., 1983).

Para cada PMS se determinaron los si-
guientes parametros bioquimicos: activi-
dades enzimaticas de la catalasa y la
glutation-S-transferasa asi como también
el contenido de proteinas totales.
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La determinacion de la actividad de la
catalasa se baso en la desaparicion en el
tiempo del peréxido de hidrégeno (H,0,) a
240 nmy 25 °C segiin Beers y Sizer (1952).
La mezcla de reaccion contenia una ali-
cuota del PMS en buffer fosfato de sodio
pH 7,2 (0,05 M) y H,0, 20 uM. La activi-
dad de la enzima fue expresada como
umoles de H,O, consumidos por minuto
por mg de proteinas totales.

La actividad de la glutation-S-trans-
ferasa fue medida por espectrofotometria
de acuerdo con Habig et al. (1974), utili-
zando como sustrato el 1-cloro-2,4-dini-
trobenceno (CDNB) el cual es conjugado
por las diferentes isoformas de la GST en
presencia del glutation reducido (GSH) que
absorbe a una longitud de onda de 340
nm. Las condiciones del ensayo fueron las
siguientes: buffer fosfato de sodio pH 6,5
(0,1M), 10 mM GSH y CDNB 20 mM. La
actividad enzimatica se evalué a 25 °C y
se expres6 como umoles de GS-CDNB for-
mados por minuto por mg de proteinas.

El contenido de proteinas totales fue de-
terminado por el método de Lowry etal. (1951)
utilizando sero-albumina bovina como es-
tandar de referencia y fue expresado como
mg de proteinas por g de tejido fresco.

Anadlisis estadistico

Por medio de la prueba de Kolmogorov-
Smirnovy el de Levene se evalu6 la norma-
lidad y homogeneidad de varianza de los
datos obtenidos. Las comparaciones entre
los grupos experimentales y el control se
evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y se
aislaron las diferencias entre grupos me-
diante comparaciones multiples que se rea-
lizaron con la prueba de Tukey (Zar, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el periodo de ensayo no se re-
gistré mortalidad de los individuos en nin-
guno de los grupos experimentales y se
comprobod que la dosis ensayada de BNF
fue tolerada. Esto concuerda con estudios
previos realizados en nuestro laboratorio
con C. paleatus (Luque et al., 2006) y con
Cyprinus carpio, utilizando la misma do-
sis y similares condiciones experimenta-
les (Ascar y de la Torre, 2005).

Durante el periodo experimental los
peces de campo permanecieron en el arro-
yo Las Flores donde se registré una tem-
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Estacion del afio Invierno  Verano
Parametros

Temperatura (°C) 11,2 22,0
pH 7,86 7,75
Conductividad (puS .cm™) 956 760
Oxigeno disuelto (mg .L") 8,21 2,00
Fosforo reactivo soluble (mg .L'') 0,31 0,03
Amonio (NH,") (mg .L") 0,021 0,016
Nitritos (NO,) (mg .L™") 0,030 0,101
Nitratos (NO,") (mg .L") 9,60 6,48
Bacterias coliformes (UFC.ml") 74 320

Los valores que se informan corresponden a los parametros
fisicoquimicos del agua del sitio estudiado del arroyo Las Flores
reportados por Feijoo et al. (1999).

Tabla 1. Valores de referencia de pardametros fisicoqui-
micos del arroyo Las Flores.

peratura de 13 °C, pH 7,7 y oxigeno di-
suelto 7,5 mg/L. Estos datos fueron com-
parables con los valores de referencia ob-
tenidos por Feijo6 et al. (1999) durante la
misma estacion del afio (Tabla 1). Por su
parte en el laboratorio los animales estu-
vieron expuestos a condiciones simuladas
de época invernal 15 °C, pH 8,2 y a un
flujo continuo con agua de red que garan-
tiz6 valores superiores al 60% de satura-
cion de oxigeno disuelto.

Respecto a los parametros bioquimicos
evaluados, se detecté un aumento signifi-
cativo en la actividad de la GST en los pe-
ces -ca respecto a su control de campo
(31,6%). También se observé un incremen-
to significativo del 39% en la actividad de
la misma enzima en los peces $-la respec-
to a los controles mantenidos en las mis-
mas condiciones experimentales (C-la) (Ta-
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bla 2). Estos resultados concuerdan con
estudios previos donde se ha reportado
una induccion de la actividad de la GST
frente a la exposicion de otros teledsteos a
contaminantes organicos tanto en ensa-
yos a campo con jaulas sumergidas (Beyer
etal., 1996; van der Oost et al., 1998) como
en laboratorio (van der Oost et al., 2003;
Ascar y de la Torre, 2005). Por otro lado,
Fenet et al. (1998) reportaron que la va-
riacion de actividad de la GST fue especie
dependiente. Asi observaron un aumento
significativo de la actividad de esta enzi-
ma en Onchorynchus mykiss a los siete
dias de haber sido inyectados con la mis-
ma dosis de BNF que la utilizada en este
trabajo (50mg/kg p.c), mientras que para
Anguilla anguilla no detectaron diferencias.

La actividad de la CAT en los peces de
campo inyectados con BNF se increment6
en un 59,7% respecto a controles bajo las
mismas condiciones experimentales (Tabla
2). Resultados similares han sido reporta-
dos por Stephensen et al. (2000) y Stanic
et al. (en prensa) quienes realizaron estu-
dios a campo en ambientes contaminados
con Myoxocephalus scorpius y Acipenser
ruthenus L. respectivamente observando un
incremento en la actividad de la CAT en
los sitios contaminados respecto al lugar
de referencia. Por el contrario, van der Oost
etal. (1998) luego de exponer en jaulas ejem-
plares de C. carpio en aguas contaminadas
con compuestos organicos por un periodo
prolongado no observaron modificaciones
para este parametro en particular.

Parametros biomarcadores Campo Laboratorio
C-ca RB-ca C-la R-la

Glutation-S-transferasa 0,19+0,01 0,25+0,01*# 0,16 0,02 0,23 +£0,02*
(imoles GS-CDNB formados/min/mg prot.) (10) (10) (10) (10)
Catalasa 1199+ 10,1 191,7+11,1*# 107,6+11,1  161,9£29.09
(i moles H,O, consumidos/min/mg prot.) (10) (10) (10) (10)
Contenido de proteinas 83,66 +2,74 72,68+ 2,96* 87,11+£2,53 76,12 + 5,65
(mg/g tejido fresco) (10) (10) (10) (10)
Factor de condicion 1,88 + 0,04 1,86 +0,07 1,86 + 0,05 1,83 £ 0,04

(10) (10) (10) (10)
Indice hepatosomatico 1,24+ 0,11 0,98 + 0,04 1,29 £ 0,10 1,24+ 0,12

(10) (10) (10) (10)

C-ca y C-la: peces inyectados con aceite de maiz que permanecieron durante 48 h en el arroyo Las Flores y en condiciones de
laboratorio respectivamente; d-ca y a-la: peces inyectados con una dosis subletal de a-naftoflavona que permanecieron durante 48 h
en el arroyo Las Flores y en condiciones de laboratorio respectivamente. Los datos se expresan como media = ESM. Las diferencias
estadisticas significativas entre los grupos se evaluaron mediante ANOVA (p < 0,05) y comparaciones multiples Prueba de Tukey. (*)
indica diferencias respecto a controles de laboratorio; (#) indica diferencias respecto a controles de campo.

Tabla 2. Respuesta de biomarcadores de Corydoras paleatus frente a una dosis subletal de BNF en condiciones

experimentales de campo y laboratorio.
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El empleo de la actividad de la GST y
la CAT como biomarcadores ha sido am-
pliamente documentado por diversos au-
tores tanto en ensayos de campo como de
laboratorio. En este sentido van der Oost
et al. (2003) efectuaron una revision de
dichos estudios detectando que el incre-
mento significativo de la actividad de la
GST ocurri6 en un 33% de los trabajos de
campo y de laboratorio analizados; respec-
to a la CAT, el incremento de la actividad
estuvo dado principalmente en los estu-
dios de campo (55%).

Dentro de las alteraciones reportadas por
exposicion a xenobibéticos también se en-
cuentran las producidas a nivel hepatico en
el contenido tisular de proteinas. Reddy et
al. (1991) evaluaron en Cyprinus carpio los
efectos adversos producidos por la exposi-
cién a concentraciones subletales de ma-
lation y observaron una disminucion signi-
ficativa del contenido de proteinas totales
sugiriendo la existencia de una alta activi-
dad hidrolitica de las proteinas. De igual
forma de la Torre et al. (2000) reportaron
una disminucion significativa en dicho
parametro luego de la exposicion subletal a
cadmio de juveniles de C. carpio interpre-
tando dicha respuesta como un indicador
fisiologico de la adaptabilidad de los peces
para compensar el estrés. En nuestro caso,
la exposicion de C. paleatus a BNF no pro-
voco cambios significativos respecto a sus
controles respectivos aunque se observo
para ambos casos (campo y laboratorio) una
tendencia a la disminucién del contenido
tisular de proteinas. Esta tendencia se vi6
incrementada al comparar el efecto de la
BNF de los individuos de campo respecto a
los controles de laboratorio. Estos resulta-
dos indicarian la existencia de un efecto
modulador de la respuesta cuando las con-
diciones del ensayo no son estandarizadas.

Respecto a los parametros morfomé-
tricos evaluados (FC e IHS) no se observa-
ron diferencias significativas entre los pe-
ces () y los controles tanto en condicio-
nes de campo como en el laboratorio (Ta-
bla 2). Por su parte, Fernandez-Jover et
al. (2007) y Tejeda-Vera et al. (2007) re-
portaron un incremento de ambos
parametros en trabajos de exposicion en
jaulas y de recolecciéon de peces respecti-
vamente al comparar las respuestas en los
sitios contaminados con compuestos or-
ganicos respecto a lugares pristinos de
referencia. Cabe sefialar que el aumento
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del IHS en los peces puede estar asociado
a la exposiciéon de poluentes organicos. Al
respecto, Dong-Hyuk y Adams (2007) atri-
buyeron como una posible causa de incre-
mento de este indice al aumento del tama-
no del higado debido a un incremento de
carbohidratos en la dieta asi como al au-
mento de la actividad enzimatica debido a
la detoxificacion de estos compuestos.

Comparando nuestros resultados de
campo con los de laboratorio debe desta-
carse que no se detectaron diferencias
entre controles en ninguno de los parame-
tros estudiados.

Al evaluar el efecto del HAP ensayado se
detectaron respuestas diferenciales entre los
peces experimentales de campo y los con-
troles en varios de los parametros analiza-
dos. Sin embargo, las respuestas de los
peces fueron mas evidentes en condicio-
nes de campo al compararlas con los con-
troles de laboratorio ($3-ca vs C-la). En este
sentido se registré un incremento en la
actividad de la GSTy CAT enun 51,5% y
78% respectivamente, mientras que las
diferencias con los controles de campo fue-
ron del 31,6% y 59,7%. Por otra parte, se
observo una disminucion del 16,6% en el
contenido de proteinas hepaticas sin detec-
tarse diferencias significativas respecto a su
control de campo. Estas diferencias podrian
atribuirse a la accién conjunta de diferen-
tes variables fisicoquimicas y biolégicas
presentes s6lo en condiciones de campo.

Por ultimo, las actividades hepaticas de
GST y CAT de C. paleatus exhibieron una
adecuada capacidad biomarcadora frente
a la R-naftoflavona (un HAP modelo) evi-
denciando que podrian ser utilizadas en
la evaluacion de la calidad de cuerpos de
agua contaminados con HAPs. A su vez,
los ensayos a campo demostraron ser de
gran utilidad ya que en nuestro caso de-
mostraron que las condiciones ambienta-
les pueden modificar las respuestas de los
biomarcadores; esto tltimo quedé refleja-
do principalmente en la actividad de la GST
y CAT. De igual forma, nuestros resulta-
dos evidenciaron que C. paleatus es una
especie nativa susceptible de ser empleada
como organismo de prueba en programas
de monitoreo ecotoxicolégico acuatico.
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