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RESUMEN

Los efluentes de papeleras contienen una miriada de productos quimicos que causan efectos deletéreos
sobre la biota acuatica. La exposicion a efluentes de papel afectan las funciones bioquimicas y fisio-
logicas que preceden efectos de mayor impacto en los niveles de poblacion y comunidad. En este
estudio se utilizaron un conjunto de biomarcadores para evaluar el impacto de los vertidos de una
papelera en el arroyo El Gato sobre parametros bioquimicos, fisioldgicos y morfolégicos en Cichlasoma
facelatum. Los biomarcadores ensayados fueron indicadores de estrés metabolico (glucosa plasmatica),
estrés hemodinamico (hematocrito, hemoglobina),enzimas de dafo hepatico (Fosfatasa acida y alcalina).
Se midieron ademas el factor de condicion e indices organosomaticos. Los peces obtenidos de sitios
no contaminados fueron aclimatados 120 hs a temperatura y fotoperiodo natural y expuestos durante
1 semana a aguas de vertido de la papelera (controles n=12, expuestos n=12). Los animales no reci-
bieron alimento durante el desarrollo del experimento. Las determinaciones se realizaron en pooles
de sangre e higado de tres animales. La glucosa plasmatica y los ensayos enzimaticos se midieron por
espectrofotometria. Los resultados fueron comparables a los obtenidos en otras especies expuestos a
efluentes de pulpa de papel. Se discute la validez de estos parametros como biomarcadores de alerta
temprano.
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INTRODUCCION

Los efluentes de papeleras contienen una miriada de productos quimicos que causan efectos
deletéreos sobre la biota acuatica. En los peces, la exposicion a efluentes de pulpa de papel
conducen a un estado de estrés con alteraciones directas en su salud (Adams et al., 1992, Burni-
son et al., 1996). Los cambios relacionados con el estrés en las funciones bioquimicas y fisiold-
gicas preceden, generalmente, efectos de mayor impacto en los niveles de poblacion y comuni-
dad (Adams, 1990).

Genéricamente los vertidos de efluentes de papeleras contienen sustancias téoxicas como
clorofenoles, hipoclorito, dioxinas y furanos ( Burnison, op. cit.)

En la ultima década el uso y desarrollo de biomarcadores han cobrado un interés creciente a
fin de evaluar el riesgo bioldgico de una sustancia quimica potencialmente toxica. Particular-
mente, los biomarcadores de efecto se constituyen en valiosos parametros indicativos de la pre-
sencia de sustancias endoégenas o cambios biologicos como respuestas a distintos xenobidticos
(Kloepper- Sams et al., 1994).

El objetivo de este estudio ha sido evaluar la utilidad de biomarcadores de estrés metabdlico
(glucosa plasmatica), estrés hemodinamico (hematocrito, hemoglobina) y enzimas de dafio he-
patico (aspartato amino transferasa -GOT-, alanina amino transferasa -GPT- , fosfatasas acida —
FAc- y alcalina —FAl) en individuos adultos de C. facetum expuestos a descargas de efluentes de
papeleras cuya actividad productiva se ha visto incrementada en los Gltimos meses con volcados
en arroyos periurbanos de la ciudad de La Plata. Los ensayos han sido disefiados de forma de
detectar cambios bioquimicos y fisiologicos subletales en los organismos expuestos a sustancias
toxicas. La utilidad de estos métodos yace en su habilidad en proveer un sistema de alerta tem-
prano de toxicos de estrés a nivel organismico antes de que puedan ser detectadas respuestas a
nivel de comunidad y ecosistema.
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MATERIALES Y METODO

Los peces (n=36, 50-60 g, peso total) procedentes de sitios no contaminados fueron aclima-
tados 120 horas a temperatura ambiente (20-22°C), fotoperiodo natural y agua de red. Los ensa-
yos se realizaron en el periodo pre-reproductivo. La muestra del efluente se tomo6 a 10 m agua
abajo de la boca principal de vertido.

Los animales fueron divididos en tres grupos y mantenidos en acuarios con un volumen total
de agua de 20 1 durante una semana. EI grupo control (-C-n=12) recibio agua de red, el grupo 1
(Tratados 1-T1-, n=12) fueron expuestos al vertido de papelera sin diluir y el tercer grupo (Tra-
tados 2-T2-, n=12) al vertido de papelera con dilucion 1:20.

Durante el desarrollo del experimento (1 semana) los animales no recibieron alimento. No
se observaron mortandades.

Las determinaciones se realizaron en pooles de sangre de tres animales obtenidos por
puncién de la arteria opercular. El hematocrito (Hct), como porcentaje de paquete de globulos
rojos, se determiné por centrifugacion de la sangre total a 3000 rpm durante 5 minutos en tubos
capilares heparinizados. La concentracion de hemoglobina [Hb] fue medida espectrofotométri-
camente (540 nm) usando el método de cyanmetahemoglobina de Drabkin. El recuento de glo-
bulos rojos (RBC) y blancos (WBC) se realizé en camara de Neubauer diluyendo la muestra de
sangre en solucion Ringer. Se calcul6 el indice de concentracion corpuscular media de Hemog-
lobina segin Dacie and Lewis (1977) a fin de distinguir variaciones debidas al estrés del manejo
de los animales, del causado por los xenobidticos (Primmett ez al., 1986)

La glucosa plasmatica, GOT, GPT, actividad de FAc FAI se midieron por espectrofotomme-
tria en la fraccion sérica con kits de Wiener Laboratorios. El factor de condicion e indice hepa-
tosomatico se midieron como indicadores no especificos de estrés.

Los datos fueron analizados utilizando el software Statistica, aplicando ANOVA y test .

RESULTADOS

Las concentraciones de hemoglobina de T1 y T2 mostraron diferencias significativas res-
pecto de los controles duplicando el valor de los mismos. La respuesta del hematocrito no mostr6
variaciones en ninguno de los tres grupos, sin embargo, el indice de concentracion corpuscular media
de hemoglobina duplica en los tratamientos 1 y 2 a la respuesta de los controles (Figura 1). Los
animales expuestos a las descargas de la papelera mostraron un incremento de un 25 a 30 % de
glébulos blancos respecto de los controles, mientras que los hematies no variaron durante el
periodo del experimento (Tabla 1).

Tabla 1. Hematologia y bioquimica sanguinea de C. facetum de individuos controles y expuestos a efluentes
de papeleras.

Controles Tratados 1 Tratados 2
Hematologia
(n) 12 12 12
Het (L/L)) 0.31 +0.03 0.30 £ 0.01 0.30+ 0.07
Hb (g/dL) 38.02 + 6.4 62.39 + 6.2* 58.24 £ 10.8*
WBC 10° L 26+0.5 3.7+04 34+0.6
RBC 102 L 1.1+04 1.6+0.2 12+0.1
Bioquimica sanguinea
(n) 12 12 12
Glucosa (mg/dL) 62+ 12 120+ 24* 112 + 18%
GOT (U/) 24 +0.1 38 +0.1 35+0.2
GPT (U/1) 16 £0.2 45+ 0.2* 35+0.1%
Fac (U/l) 85+04 108+ 1.3 9.5+ 0.8
FAI(UI/1) 134+ 8.7 221+ 6.5 * 186+ 5.4%

Los datos corresponden al promedio + desvio estandar. *Test de significancia p <0.05 respecto de los controles.
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DISCUSION

La respuesta del hematocrito analizada concomitantemente con las variaciones observadas
en la concentracion de hemoglobina a través de la concentracion corpuscular media indica un
aumento en la sintesis de Hg sin induccion de la eritropoyesis. La respuesta del Hct es compara-
ble a la registrada en catostomidos procedentes de lagos canadiense con altos grados de contami-
nacion por pulpa de papel, contrariamente a lo observado en nuestros ensayos donde se observo
un aumento significativo de esta proteina, la [Hb] se vié reducida en un 20% (Kloepper-Sams et
al., 1994). El analisis de estas respuestas debe ser cuidadoso ya que el aumento de catecolami-
nas circulantes producidas por el estrés del manipuleo en la obtencion de la muestra resulta en un
aumento del volumen eritrocitario, sin un concomitante aumento de la concentracion de hemog-
lobina. Los resultados que se observan en Figura 1 sefialan un aumento en la concentracion de la
hemoglobina eritrocitaria sin aumento de paquete globular. Este incremento de la hemoglobina
en los peces del tratamiento 1 y 2 se atribuye a un mecanismo compensatorio de niveles hipoxi-
cos y estaria relacionado con la via regulatoria de la sintesis del hemo, involucrada con enzimas
del citocromo P450 responsables de la primer etapa de detoxificacion. Variaciones en la [Hb]
han sido sefialadas por Gallaugher (1998) para distintas especies de teledsteos en condiciones de
estrés normoxicas e hipoxicas. En vertebrados inferiores como peces y anfibios, la respuesta
subletal a metales como el cobre y el plomo conducen a un aumento del hematocrito y de la
concentracion de la hemoglobina (Wilson and Taylor, 1993; Peri et al., 1998; Rosenberg ef al.,
1998).

Algunos indicadores de disfuncion metabdlica causados por el impacto de efluentes de pa-
pel incluyen diferencias significativas en el metabolismo de hidratos de carbono (Anderson,
1988). El aumento de la concentracion de glucosa en los peces expuestos (T1 y T2) indican una
movilizacion de la glucosa dado por los estresores quimicos en el proceso de detoxificacion
hepatica. Estos datos son comparable a los observados por Jeney et al. (1995) en Rutilus sp. con
exposicion aguda a efluentes de papel durante 72 hs. La glucosa al utilizarse en la ruta del acido
glucuronico para detoxificar compuestos podria verse aumentada como respuesta rapida a los
requerimientos hepaticos de detoxificacion.

El aumento de las concentracion de GOT y GPT (T1 y T2 ) constituyen indicadores especi-
ficos de una elevada actividad del hepatocito que al alterar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica, las transaminasas experimentan un aumento de actividad en sangre periférica.
Los requisitos indispensables para una elevacion cuantitativamente importante de transaminasas
son que el dafio sea difuso y agudo.
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CONCLUSIONES

La aplicacion de biomarcadores ambientales -cambios en parametros bioquimicos y fisiold-
gicos sensibles- (Kloepper -Sams, op. cit.) estan siendo incluidas cada vez con mas rigor en
programas de monitoreo de pequefia a gran escala.

En atencion a evaluar el uso de estos biomarcadores de estrés hemodindmico y metabdlico
en especies autoctonas como C. facetum, como herramienta diagndstica a corto plazo, muestran
ser consistentes en este estudio puntual. El efecto dilusor de 1: 20, escogido al azar en este
disefio, es relevante para este trabajo a fin de disefiar nuevos experimentos con diluciones mayo-
res y hallar factores de respuesta de estos biomarcadores y otros especificos para efluentes de
papel como son las enzimas del sistema de oxidasas de funcion multiple.
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