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ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) exert adverse effects in many aquatic
organisms and fish among them. B-naphtoflavone (BNF) is a PAH inductor of
biotransformation processes that potentially could enhance the production of
reactive oxygen species promoting the responses of the cellular antioxidant
defences. Hepatic biomarker responses were assessed in juvenile Cyprinus
carpio injected with a sublethal dose of BNF; catalase (CAT), Superoxid
dismutase (SOD),Glutathion S-transferase (GST) activities, the condition factor
(FC) and the liver somatic index (IHS) were evaluated. Fish were acclimated to
experimental conditions for 1 week (continuous flow potable water: 50 ml/
min; 2,5 g fish/L; photoperiod: 12 h L/D; temperature: 22 °C; daily feeding ad
libitum). At the beginning of the assays experimental fish (BNF) (n=10) were
intraperitoneally injected with 50 mg BNF/kg. b. w. dissolved in corn oil;
controls (C) (n=10) received corn oil. No fish mortality was observed along the
assay. After 48 h, fish were killed, livers excised and FC and IHS index were
determined. Then, tissues were homogenized and postmitoncondrial fractions
were obtained; total protein content, and specific activities of CAT, SOD and
GST were determined in this fraction. Statistical differences between groups C
and BNF were performed by Student’s ttest (p<0.05). A significant increase of
GST (22.8%) and SOD (27.3%) activities were observed in BNF fish, but no
differences were detected in CAT suggesting there is an effective capacity of
SOD in removing the (O,) of the cellular media; the absence of differences in
CAT would indicate that the formed H,O, was only partially catalyzed. No
statistical differences were observed in the IHS and FC indexes. These results
will also allow considering the use of these valuable environmental bioindicators
of this test species in the assessment of the quality of water bodies of the
Buenos Aires Province.
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INTRODUCCION

La contaminaciéon del ambiente
generada por compuestos de origen
antropogénico es un fenémeno de
caracter complejo y es producida tanto
por fuentes puntuales como difusas.
En las ultimas décadas los compo-
nentes biéticos y abioticos del medio
acuatico han sufrido los efectos de un
creciente numero de xenobioticos sis-

tematicamente vertidos en él. Los
centros urbanos, y los industrializados
en particular, son generadores de una
gran variedad de poluentes organicos
persistentes (POPs) que alcanzan
rapidamente los ambientes acuaticos
afectando la integridad biolégica de los
ecosistemas. Entre ellos se encuentran
los compuestos policiclicos aromaticos
hidrocarbonados (PAHs), un grupo de
poluentes ambientales que contienen
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uno o mas anillos aromaticos. Aunque
existen fuentes naturales de PAHs (por
ej., incendios forestales), la conta-
minacién del medio acuatico es pro-
ducida principalmente por fuentes
antropogénicas tales como la com-
bustion incompleta de los combus-
tibles fésiles, derrames de petroéleo,
efluentes industriales, aportes por
productos de la madera tratados con
creosota (Meador y col,. 1995). En el
agua, los PAHs tienden a asociarse con
el material particulado y finalmente se
depositan en los sedimentos que
actlan como un reservorio natural de
estos contaminantes hidrofébicos. Un
considerable nimero de este tipo de
compuestos ejercen efectos adversos
sobre los organismos acuaticos, entre
los mas estudiados se destacan el
benzo(a)pireno, el 3-metilcolantreno
(ambos presentes ambientalmente) y
la B-naftoflavona, un compuesto mo-
delo de sintesis.

Los mecanismos convencionales de
monitoreo ambiental permiten evaluar
los niveles de contaminacion pero rara
vez pueden establecerse vinculaciones
entre ellos y el estado de «salud am-
biental». En este contexto, el uso de
los marcadores biolégicos o biomarca-
dores medidos a nivel molecular o
celular ha sido propuesto como una
herramienta sensible para la «preven-
cién temprana» de los efectos biolégicos
en la evaluacion de la calidad am-
biental (McCarthy & Shugart, 1990).
Por su parte, los estudios de labora-
torio son importantes para la valida-
cion de los biomarcadores como méto-
dos para evaluar la condicién ecotoxi-
colégica de un ambiente en particular
(Mayer y col., 1992). Recientemente el
estudio de los biomarcadores adquirié
un papel mas activo dentro de las
evaluaciones ambientales siendo incor-
porado en varios programas de moni-
toreo ambiental en Europaylos E.E.U.U
aunque aun no lo fue en nuestro pais.

Es importante senalar que en el
ambito de la Provincia de Buenos Aires
el impacto adverso de la contaminaciéon
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antropica producida por los POPs es
evidente en diversos cuerpos de agua
tanto l6ticos como lénticos y fue repor-
tada por diversos autores (por ej.
Colombo y col., 1989; Lenardon y col.,
1984; Menone y col., 2000). Por sus
caracteristicas de ambiente severa-
mente contaminado merece destacarse
a modo de ejemplo a las costas del sur
del estuario del Rio de la Plata aledafias
a los centros urbanos. Estudios reali-
zados en dichas zonas detectaron la
presencia de hidrocarburos alifaticos,
PAHSs, fenilos policlorados, dioxinas,
benzofuranos en cantidades notable-
mente superiores a los limites permi-
tidos por la legislacién vigente (ver
Colombo y col., 2000).

Una considerable cantidad de po-
luentes organicos presentes en el
ambiente acuatico, incluidos los PAHs,
tienen la capacidad de ser rapidamente
incorporados a los tejidos de los orga-
nismos y bioacumularse. La biotrans-
formacion de estos compuestos lipofili-
cos en metabolitos mas hidrosolubles
es un proceso requerido antes de que
sean excretados y ocurre principal-
mente en higado. Aunque la biotrans-
formacién en general es aceptada como
un proceso de detoxificaciéon puede
involucrar reacciones que producen
especies reactivas del oxigeno (EROs)
asicomo metabolitos electrofilicos. Los
organismos aerébicos cuentan con
sistemas de defensa antioxidante en-
zimaticos y no enzimaticos, que actian
a nivel celular previniendo el dafio de
las EROs a macromoléculas como
proteinas, lipidos y acidos nucleicos.
Dentro de los mecanismos enzimaticos
disponibles la accién antioxidante de
la superoxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), y la glutation S-trans-
ferasa (GST) es de gran relevancia.
Cuando las fuerzas pro-oxidantes
sobrepasan a las defensas antioxi-
dantes (enzimaticas y no enzimaticas)
el estrés oxidativo celular queda esta-
blecido. Estos mecanismos antioxi-
dantes enzimaticos celulares fueron
utilizados en peces en diversas oca-
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siones como potenciales biomarca-
dores de exposicion a hidrocarburos
poliaromaticos y a ambientes poluidos
(ver van der Oost y col., 2003).
Dentro de los ecosistemas acua-
ticos los peces ocupan una gran va-
riedad de nichos ecolégicos tanto
limnicos como marinos y representan
diferentes niveles dentro de la trama
trofica. Al ser los principales ver-
tebrados acuaticos primarios, merecen
especial atencion como sistema de
monitoreo en la vigilancia de los
ecosistemas acuaticos, es por ello que
se han convertido en los organismos
test clasicos (Nagel & Isberner, 1998).
La utilizacién de especies test estan-
darizadas en los ensayos de toxicidad
es un enfoque comunmente adoptado
dado que el conocimiento previo de
estas especies (biologia, fisiologia, etc.)
facilita a menudo la interpretacion de
las respuestas de los biomarcadores.
En este contexto, la carpa comun
(Cyprinus carpio) es una de las especies
test estandarizadas que los Organis-
mos Internacionales como la OECD
(Organization of Economic Cooperation
and Development) recomiendan utili-
zar en ensayos de toxicidad aguda y
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prolongada. Es una especie omnivora
asociada al bentos y su presencia en
nuestro pais como especie exética fue
registrada en diversos ambientes
acuaticos, cohabitando con las demas
especies de la ictiofauna de la Provincia
de Buenos Aires (Lopez y col., 1994).

El objetivo del presente trabajo fue
evaluar las respuestas tempranas de
tres biomarcadores hepaticos vincu-
lados con las defensas enzimaticas
antioxidantes (CAT, SOD y GST) en la
carpa comun (C. carpio) luego de la
inyeccion de una dosis subletal de un
PAH modelo, la B-naftoflavona.

MATERIALES Y METODOS

Peces

Se utilizaron ejemplares juveniles
de C. carpio con un peso promedio de
9,2 0.1 gy una longitud total de 10 +
1 cm (media + Desv. est.). Los peces
provinieron de un conocido criadero
comercial y no estuvieron previamente
expuestos a contaminantes. Los ani-
males luego de ser trasladados al labo-
ratorio permanecieron en observacion
durante dos semanas bajo condiciones

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos y microbiolégicos del agua de red.

Parametros evaluados Unidades Valores registrados * MPQ
Turbiedad NTU <1 32
pH 7.84 6.5-8.52
Alcalinidad (HCO,)) mg/L 409 -
Dureza total mg/L 72 4002
Cloruros (CI) mg/L 24 3502
Sulfatos (SO,7) mg/L 14 400#
Nitratos (NO,) mg/L 40 452
Nitritos (NO,) mg/L <0.05 0.06°
Amonio (NH,") mg/L <0.1 1.13°
Cloro residual libre mg/L <0.05 0.22
Arsénico ug/L 37 40P
Fluor ug/L <10 3002
Cadmio ug/L <5 2b
Plomo ug/L <5 2b
Cromo total ug/L <2 2P
Bacterias Coniformes totales NMP/100ml <1 32
Pseudomonas aeruginosa Presencia/ausencia Ausencia ausencia®

*Los valores que se informan corresponden a los resultados de los analisis efectuados oportunamente en el
agua de red que abastece a toda la Universidad; las muestras fueron tomadas de una canilla de la Planta Piloto
de la UNLu y se respetaron las técnicas propuestas por APHA (1992). MPQ: Maximas cantidades permitidas
segun: ¥ Ley 19587 de Higiene y Seguridad para agua potable y ® Ley 24051 para la proteccion de la vida de

agua dulce.
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estandarizadas (22 °C; fotoperiodo 12 h
deluz/12 h de oscuridad) en tanques
de 50 L conectados a un flujo continuo
de agua potable de red no clorada. En
fecha cercana a la realizaciéon del en-
sayo se caracteriz6 la composicion
fisico-quimica y microbiolégica del
agua de red utilizada, los valores se
indican en la Tabla 1. Diariamente los
peces recibieron alimento comercial
para peces de la siguiente composicion:
proteina cruda: 47%; fibras: 2%;
humedad: 10%; cenizas:13%.

Diseno Experimental

Se evalué el efecto agudo de la
intoxicacion inducida por inyeccién de
una dosis subletal de B-naftoflavona.
Para ello los peces fueron asignados
al azar a dos grupos: experimentales
(BNF) y control negativo (C); cada
grupo estuvo conformado por 10 indi-
viduos. El compuesto fue administra-
do mediante una Gnica inyeccién intra-
peritoneal (50 mg/kg peso corporal)
disuelto en aceite de maiz; los indi-
viduos control recibieron una inyec-
cion de aceite de maiz. Luego de 48 h
los peces fueron sacrificados.

Al inicio de la preadaptacion los
peces fueron ubicados en acuarios de
vidrio de 20 L conectados a un flujo
abierto de agua potable de 50 ml/min
que renovo totalmente el medio cada
8 h. Se respet6 una densidad de carga
de 2,5 g peso corporal/L y los peces
recibieron una vez al dia alimento ad-
libitum. La temperaturay el fotoperiodo
fueron fijadasen 22+ 1 °Cy 12 h luz/
12 h oscuridad respectivamente. Los
animales se mantuvieron en las condi-
ciones recién descriptas durante el
periodo del ensayo; por su parte la fase
de preadaptacion fue de 7 dias.

Preparacion de las muestras
Finalizado el periodo experimental,
los animales fueron extraidos de los
acuarios y anestesiados sumergién-
dolos durante 2-3 minutos en agua a
punto de congelaciéon. Luego fueron
pesados y se registro la longitud total.
Los animales fueron sacrificados me-
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diante una incisién de la columna ver-
tebral realizada por detras del opérculo
y se colocaron en hielo sobre una placa
de vidrio. Se accedi6é a la cavidad
peritoneal, se les extrajo el hepato-
pancreas y se almacené en nitrégeno
liquido hasta el momento de su pro-
cesado. Posteriormente las muestras
fueron retiradas del N,, se pesaron en
balanza analitica y fueron procesadas
de acuerdo a lo indicado por Nilsen y
col. (1998). Para ello fueron individual-
mente homogenizadas en hielo con
buffer fosfato pH= 7,4 (0,1M NaH,PO,;
0,15 M KCI; 1 mM EDTA;1 mM DTT;
10 % v/v glicerol) utilizando un
homogenizador vidrio-vidrio hasta
obtener la total desintegracion del
tejido. Los homogenatos obtenidos
fueron centrifugados por 15 minutos
a 10.000 g a 4 °C, se descarté el pellet
obtenido y se separd la fraccion
postmitocondrial (PMS) para ser usada
posteriormente en los distintos analisis
bioquimicos.

Medicion de indices morfométricos y
parametros bioquimicos

Se determinaron en cada uno de
los animales los siguientes indices
morfomeétricos: el factor de condicion
corporal (FC) calculado como el [peso
corporal (g) / longitud total ® (cm?)] x
100 y el indice hepatosomatico (IHS)
como el [peso higado (g)/peso corporal
(g)] x 100.

La actividad de la Superoxido dis-
mutasa total fue medida de acuerdo a
la técnica empleada por Misra & Fri-
dovich (1972) basada en el grado de
inhibicion de la autooxidacion de la
epinefrina y cuantificada por medicién
de la aparicién del epinocromo a 480
nm. Las muestras de PMS fueron
incubadas en buffer glicina 50 mM, pH
10,2. La actividad de 1la SOD se expreso
en Unidades/mg de proteinas; donde
cada Unidad corresponde a los ml de
muestra que inhiben en un 50% la
velocidad de formacion del epinocromo.

La determinacioén de la actividad de
la glutation S-transferasa se realizé de
acuerdo a lo sugerido por Habig y col.
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(1974), utilizando el reactivo 1 cloro
2,4 dinitrobenceno (CDNB) quien en
presencia de glutation reducido (GSH)
forma GS-dinitrobenceno que absorbe
a 340 nm. Las alicuotas de PMS fueron
incubadas en un medio conteniendo
buffer fosfato 100 mM pH 6,5 y una
solucién de GSH 10 mM. La actividad
enzimatica se expres6 como nmoles
GS-CDNB formados/min/mg proteina.

La actividad de la catalasa fue de-
terminada evaluando la desaparicion
en el tiempo del H,0,a 240 nm me-
diante el método modificado de Bau-
dhuin y col. (1964). Las alicuotas de
PMS fueron incubadas en un medio
conteniendo buffer fosfato 500 mM pH
7,2 y una soluciéon 10 mM de H,0,
preparada al momento del ensayo. La
actividad de la CAT fue calculada en
términos de nmoles de H,O, consu-
midos/min/mg de proteina.

El contenido de proteinas totales
fue estimado utilizando el metodo de
Lowry y col (1951) utilizando el reactivo
de Folin y sero-albumina bovina como
estandar de referencia. Los resultados
se expresaron como mg de proteina/g
de tejido fresco.

Se utilizaron reactivos de grado
analitico y todas las determinaciones
se realizaron por duplicado. Todas las
actividades enzimaticas fueron refe-
ridas al contenido proteico y fueron
evaluadas a 25 °C.

Andlisis Estadistico

Se estudi6é la normalidad y la
homogeneidad de varianzas de los
datos obtenidos mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov y el test de
Levene respectivamente. Las compa-
raciones entre los valores experi-
mentales y los de control fueron
evaluadas mediante el test tde Student
(p < 0,05) (Zar, 1996).

RESULTADOS Y DISCUSION

La exposicién de los juveniles de
C. carpio a B-naftoflavona (50 mg/kg
p.c.) por inyeccién intraperitoneal
durante 48 h fue tolerada por los
animales y no se observé mortalidad
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de los animales ni signos de toxicidad
aguda. En ensayos realizados en
nuestro laboratorio se comprobé que,
bajo las mismas condiciones expe-
rimentales, la dosis ensayada no
provocé la mortalidad de los orga-
nismos test aun después de 21 dias.
La forma de administracion de la -
naftoflavona y la dosis ensayada se
efectuaron de acuerdo a lo propuesto
por Washburn y col. (1996) Cabe
destacar que esta metodologia de
estudio es a menudo adoptada como
una de las instancias para evaluar la
sensibilidad de los biomarcadores
frente a diversos PAHs (Hughes &
Gallagher, 2004; Shailaja & D"Silva,
2003; Washburn y col, 1996).

Por su parte, los valores de los
parametros fisicoquimicos y micro-
biolégicos del agua de red empleada
que se indican en la Tabla 1 permi-
tieron confirmar la calidad del agua
utilizada en el ensayo. Debe destacarse
que los valores aqui reportados son
coincidentes con los de evaluaciones
previas realizadas en nuestro labo-
ratorio. De esta forma se verificé que
los organismos test no estuvieron en
contacto con otros téxicos durante el
ensayo y que los efectos adversos
observados en los biomarcadores
pueden ser atribuidos a la exposicion
al toxico.

La presencia de los PAHs en el
ambiente acuatico es de gran preo-
cupacion debido a sus propiedades
mutagénicas/carcinogénicas. Un
ejemplo de ello fue reportado por
Henson y col. (2001) quien observé que
las concentraciones de PAHs presentes
en sedimentos y en tejidos de un bagre
benténico (Ameriurus nebulosus) se
encuentran estrechamente asociadas
con el desarrollo de tumores a nivel
hepatico. Debe destacarse que el
destino de los PAHs y sus efectos ad-
versos dependen principalmente de la
activacion metabdlica llevada a cabo
por el sistema de las monoxigenasas
citocromo P450 dependientes y las
enzimas de conjugacién de la fase II.
El sistema del citocromo P450 cumple
con la biotransformacién inicial de los
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PAHs dando lugar tanto a metabolitos
no toxicos asi como a compuestos
promotores del estrés oxidativo y/o
carcinogénos. En este contexto, es
importante disponer de informacién
sobre el metabolismo de los mismos
para poder evaluar el potencial car-
cinogénico de estos compuestos hidro-
carbonados.

La B-naftoflavona (5,6 benzofla-
vona) es un compuesto hidrocarbona-
do de sintesis muy utilizado en los
ensayos de toxicidad con peces por sus
propiedades inductoras de la CYP1A1,
una de las isoenzimas del citocromo
P450 frecuentemente utilizada como
biomarcador de exposicién. Sin em-
bargo, muchos de estos estudios
concentran menor atencion sobre otras
respuestas celulares y fisiolégicas
relevantes también promovidas por la
exposicion a este PAH. El presente
trabajo aborda este aspecto y reporta
el impacto de la B-naftoflavona en
algunos indices morfométricos y
respuestas enzimaticas antioxidantes
de juveniles de C. carpio.

Los indices generales pueden ser
indicadores de efectos de los toxicos,
en este sentido permiten realizar una
primera aproximacién para identificar
potenciales exposiciones y efectos de
los poluentes mediante mediciones
relativamente sencillas (Mayer y col.,
1992). Numerosos indices de condicion
basados en relaciones entre la masa
corporal y el largo han sido utilizados
para evaluar el estado de salud general
de los peces. El indice de condicion de
Fulton (FC) ha sido ampliamente
utilizado en la literatura aunque su uso
para los fines de comparaciéon esta
limitado a muestras de peces de similar
tamano. Considerando este aspecto se
utilizo6 este indice en el presente trabajo
para evaluar la exposicion a B-nafto-
flavona en juveniles de C. carpio de
tamano comparable. Los valores ha-
llados no mostraron diferencias signifi-
cativas (ver Tabla 2), estos resultados
podrian atribuirse a que las respuestas
de este parametro frecuentemente se
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manifiestan en eventos mayor dura-
cion que los aqui ensayados. En este
contexto, cabe destacar que Couture
& Rajotte (2003) vincularon valores
bajos del FC con la contaminacion por
metales pesados en estudios de campo
prolongados realizados con Perca
flavescens permitiendo discriminar
mediante este indice a los individuos
provenientes de lagunas dimpias».

El indice hepatosomatico refleja el
estado nutricional a corto plazo y las
demandas metabdlicas energéticas. En
los peces el IHS es también sensible al
estrés por téxicos motivado principal-
mente por el agrandamiento del higado
debido a hiperplasia (aumento en el
numero de células) e hipertrofia (au-
mento en el tamano de las células).
Diversos estudios de campo y de labo-
ratorio reportaron, en peces expuestos
a PCBs, PAHs, dioxinas, un significa-
tivo aumento aunque también la au-
sencia de cambios del IHS (van der
Oost y col., 2003). En nuestro caso la
exposicion de C. carpio a la B-nafto-
flavona no provocé diferencias signi-
ficativas en los valores del IHS indi-
cando que este parametro no permi-
tiria detectar tempranamente los efec-
tos adversos de la exposicion al PAH
aqui estudiado (ver Tabla 2). Estos
resultados fueron similares a los
reportados por Washburn y col. (1996)
en ejemplares de Morone saxatilis
inyectados con la misma dosis de B-
naftoflavona.

Dentro de las alteraciones repor-
tadas a nivel hepatico también se
encuentran las producidas en el
contenido tisular de proteinas. Reddy
y col. (1991) evaluaron en C. carpio los
efectos adversos producidos por la
exposicién a concentraciones suble-
tales de malation y observaron una
disminucién significativa del contenido
de proteinas totales sugiriendo la exis-
tencia de una alta actividad hidrolitica
de las proteinas.

Al analizar el efecto de la B-nafto-
flavona en los juveniles de C. carpio
nuestros resultados mostraron valores
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Tabla 2. Indices morfométricos y contenido de proteinas totales hepdticas de juveniles de

Cyprinus carpio expuestos a f-naftoflavona.

Parametros biolégicos Controles BNF

Factor de condiciéon 1.15 £ 0.02 1.18 £ 0.02
(10) (10)

Indice hepatosomatico 1.63 £ 0.04 1.68 + 0.06
(10) (10)

Contenido de proteinas hepatico 125.7 £ 8.0 133.6 £ 7.3
(mg /g peso fresco) (10) (10)

BNF, peces inyectados con una dosis tnica subletal de B-naftoflavona y mantenidos en agua potable de red;
Controles, peces inyectados con aceite y mantenidos en agua potable de red.

Los datos se expresan como medias + ESM; numero de muestras en paréntesis. Las diferencias significativas
respecto a Controles se evaluaron mediante el test t de Student (p < 0.05) y se indican con asterisco (*).

similares del contenido de proteinas
totales hepaticas a los de controles
indicando para las condiciones expe-
rimentales ensayadas una ausencia de
respuesta de este parametro frente a
este PAH (ver Tabla 2). Esta ausencia
de respuesta también fue observada en
el contenido de proteinas citosélicas de
M. saxatilis expuestos a similares
condiciones experimentales que las
ensayadas en este trabajo (Washburn
y col., 1996).

Las actividades enzimaticas anti-
oxidantes hepaticas de peces expues-
tos a PAHs han mostrado una amplia
variedad de respuestas para las dis-
tintas enzimas observandose desde
incrementos que llegan al doble hasta
la ausencia de cambios indicando la
existencia de una complejidad de los
mecanismos de regulaciéon. Dentro del
conjunto de mecanismos antioxidantes
disponibles a nivel celular que pre-
vienen de la peroxidacién lipidica el
conjunto de enzimas SOD-CAT consti-
tuye el primer sistema de defensa de
la toxicidad de las EROs.

Las CAT son enzimas que se
encuentran principalmente en peroxi-
somas y que facilitan la remocién del
peroxido de hidrégeno metabolizandolo
a oxigeno molecular y agua. En ma-
miferos se demostré que la prolife-
racion de los peroxisomas es promo-
tora de la induccién de la actividad de

las oxidasas de acidos grasos gene-
radoras de H,0, y también de las CAT
(van der Oost y col., 2003). Los
incrementos de actividad de la CAT
hepatica fueron observados en algunos
estudios de laboratorio con peces
expuestos a PCBs y sedimentos que
contenian PAHs (van der Oost y col.,
2003), sin embargo muchos de ellos
no pudieron demostrar la existencia de
alteraciones importantes de este pa-
rametro. En nuestro caso la exposicion
de los juveniles de C. carpio a B-
naftoflavona no provocé un aumento
significativo de la actividad de la CAT
hepatica aunque se observo una ligera
tendencia de aumento de dicha acti-
vidad (ver Tabla 3). Estos resultados
fueron similares a los reportados por
Lemaire y col. (1996) quienes no
observaron diferencias en la actividad
de la CAT de Limanda limanda in-
yectados con B-naftoflavona y con 3-
metilcolantreno un PAH.

Las SODs son un grupo de meta-
loenzimas que catalizan la conversién
de aniones superoxidos reactivos (O,”)
para formar agua y peréxido de
hidrogeno. Aunque la SOD remueve el
(O,) del medio celular, el H,0, formado
como uno de los productos es otra
importante especie reactiva del oxigeno
y puede también ser iniciador de la
peroxidacién lipidica; sin embargo
mediante la actividad de las enzimas
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Tabla 3. Respuestas de las defensas antioxidantes hepdticas de juveniles de Cyprinus carpio

expuestos a f-naftoflavona.

Parametros biolégicos Controles BNF
Catalasa 64.7 £ 4.8 68.0 £ 3.9
(umoles H,0, consumidos/min/mg proteina) (10) (10)
Superodxido dismutasa 3.4+£0.3 43+02*
(Unidades SOD/mg de proteina) 9) (10)
Glutation S-transferasa 136.5+£ 7.3 167.6 £ 10.5 *
(nmoles GS-DNB formados/min/mg proteina) (10) (10)

Los datos se expresan como medias + ESM; niimero de muestras en paréntesis. Las diferencias significativas
respecto a Controles se evaluaron mediante el test t de Student (p < 0.05) y se indican con asterisco (*).

CAT y las peroxidasas estas especies
reactivas también pueden ser remo-
vidas. Diversos estudios de laboratorio
reportaron el incremento de la acti-
vidad de la SOD hepatica, por ejemplo
en peces expuestos a paraquat, tetra-
clorobifenilos y alimentados con co-
mida contaminada con Hexacloro-
benceno (ver van der Oosty col., 2003).
Nuestros resultados indicaron que la
B-naftoflavona provocé un aumento
significativo de la actividad de la SOD
hepatica en los juveniles de C. carpio
(ver Tabla 3). Este comportamiento
también se observo frente a la expo-
sicion a diversos metales pesados. En
particular, Dimitrova y col. (1994)
reportaron el incremento conjunto de
las actividades de la SOD y la CAT
luego de exponer a C. carpio a solu-
ciones conteniendo cinc y plomo. Sin
embargo se debe destacar que en el
presente estudio la exposicion a -
naftoflavona no afect6 la actividad de
la CAT de C. carpio aunque se verifico
un aumento de la SOD. Frente a esta
situaciéon puede postularse que el
aumento de la actividad de la SOD, y
por ende el incremento de los niveles
de H,0,, pudo haber conducido a un
aumento del estrés oxidativo celular ya
que la producciéon de esta especie
reactiva no fue compensada con el
correspondiente aumento de la CAT.
En un contexto ambiental debe desta-
carse que diversos estudios de campo
indicaron que los peces provenientes
de areas poluidas tenian una elevada
SOD sugiriendo que esta actividad
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podria ser utilizada como una medida
de severidad del impacto ambiental
(Mayer y col., 1992).

La GST representa una familia de
enzimas de la fase Il que provee
proteccion celular contra los efectos
toxicos de una variedad de compuestos
quimicos ambientales. En mamiferos,
las isoenzimas citosélicas de la GST
comprenden siete familias de genes y
son clasificadas en base a la homologia
de secuencias proteicas. Los mecanis-
mos de detoxificaciéon de las GSTs
involucran la conjugacion catalitica del
sustrato y la reduccién oxidante del
mismo con glutatién reducido (GSH).
En la actualidad es escaso el cono-
cimiento acerca de la induccion de la
actividad de la GST hepatica en peces.
Varios estudios reportaron el incre-
mento de la actividad de la GST hacia
1-cloro.2,4-dinitrobenceno (actividad
GST-CDNB) luego de la exposicion en
laboratorio a diversos agentes induc-
tores incluidos los PAHs (van der Oost
y col., 2003). En general se observo en
estos estudios una modesta induccion
(el doble o menor) de la actividad total
GST-CDNB bajo estas condiciones
experimentales que dependi6 de la
especie test. Cabe mencionar que la
actividad GST representa una inte-
gracion de la actividad de multiples
isoformas y que las mismas no siempre
pueden ser distinguibles por analisis
de la actividad GST-CDNB (Hughes &
Gallagher, 2004). Nuestros resultados
indicaron que hubo una significativa
induccién de la actividad de la GST
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total hepatica de C. carpio luego de la
inyeccion de 50mg/kg p.c. de B-nafto-
flavona (ver Tabla 3). Por su parte,
Washburn y col. (1996) observaron que
en Morone saxatilis igual dosis de -
naftoflavona solo provocaba una ten-
dencia al aumento de la actividad de
la GST pero sin llegar a diferenciarse
de controles.

Debe destacarse también que C.
carpio ya ha sido empleada como
especie test en diversas ocasiones en
el estudio de la calidad de cuerpos de
agua de distintos ambientes bona-
erenses. Se pueden mencionar, a modo
de ejemplo, los estudios realizados por
Colombo y col. (2000) reportando pro-
cesos de bioacumulacion de distintos
xenobibticos en peces del rio de la
Plata; los realizados por de la Torre y
col. (1999, 2000) reportando los efectos
adversos producidos en distintos bio-
marcadores de contaminacion luego de
la exposicién de los organismos test al
agua del rio Reconquista.

Por ultimo, debe mencionarse que
los biomarcadores de contaminaciéon
tienen la potencialidad de actuar como
una medida integradora a nivel sub-
organismo indicando condiciones ad-
versas antes de que se pongan de
manifiesto los efectos a nivel pobla-
cional. En este contexto el empleo de
los parametros aqui estudiados como
parte de una bateria de biomarcadores
permitiria disponer de una herra-
mienta util y relevante que podria ser
empleada en el biomonitoreo de am-
bientes acuaticos contaminados de
nuestro pais.

CONCLUSIONES

C. carpio demostro ser una especie
exotica estandarizada apta para
evaluar, mediante biomarcadores de
contaminacion, la toxicidad de com-
puestos inductores de estrés oxidativo.

La dosis inyectada de B-nafto-
flavona promovi6 en C. carpio procesos

hepaticos de defensa antioxidante y de
biotransformacion mediados por la

Biologia Acudtica N° 22, 2005:

SOD y por la GST (conjugacién). La B-
naftoflavona no indujo en CAT una
respuesta antioxidante significativa-
mente diferente a la basal de los con-
troles

En nuestras condiciones experi-
mentales los indices morfométricos
utilizados (FC y IHS) y el contenido de
proteinas hepaticas no permitieron
discriminar entre individuos expuestos
y los controles.

Estos resultados preliminares su-
gieren que C. carpio es una especie
susceptible de ser empleada como or-
ganismo prueba en programas de
monitoreo ecotoxicologico acuatico en
especial en ambientes afectados por
poluentes del tipo de los PAHs.
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