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Resumen

El aumento de la contaminacion de los ecosistemas estuarinos, ha llevado a un creciente
interés en determinar los efectos sobre los organismos que viven en estos ambientes,
principalmente por las elevadas concentraciones de metales pesados generados a raiz de

la fuerte extraccion minera que ocurre cercana a estas zonas.

El uso de organismos acuaticos como indicadores biol6gicos han demostrado ser Util para
el monitoreo ambiental ya que, son capaces de acumular contaminantes y mostrar
diferentes respuestas ante su exposicién a agentes antropogénicos. En esta investigacion
se evalué la genotoxicidad de las aguas de las desembocaduras del rio Aconcagua, Maipo
y del estero de Catapilco en muestras de sangre de peces Mugil cephalus lisa vy
Odontesthes brevianalis mediante el uso del ensayo del cometa. Ademas, se evaluaron

las concentraciones de Cu, Ply Zn en muestras de agua y tejidos branquiales.

Los resultados muestran que las concentraciones de Cu, Pl y Zn analizadas en las
muestras de agua , se encuentran dentro del intervalo de contenido normal, a excepcion de
la concentracion de Pl de la desembocadura del rio Maipo (0,18 mg/L), que sobre pasa el
limite méximo permitido. Ademas, se encontraron altas concentraciones de Zn en tejidos
branquiales, principalmente en la especie Odontesthes brevianalis de la desembocadura

del rio Maipo (35,6 mg/Kg) y del estero de Catapilco (30,6 mg/Kg).

Con respecto al ensayo del cometa, las especies de la desembocadura del rio Maipo
presentaron altos y significativos niveles de genotoxicidad, en comparacion a las especies

del estero de Catapilco y rio Aconcagua.

Este estudio demuestra que a pesar de las bajas concentraciones de metales presentes en
el agua superficial, puede haber una buena bioacumulacién en algunos peces, el hecho de
gue las concentraciones de metal en el agua sean mas bajos que los encontrados en

tejidos es motivo de alerta si los niveles de agua siguen aumentando.




Palabras claves: Ensayo del cometa, Metales pesados, Antropogénicos, Mugil cephalus y
Odontesthes brevianalis.

Abstract

The increasing pollution of estuarine ecosystems, has led to increased interest in
determining the effects on organisms living in these environments, mainly by high
concentrations of heavy metals generated as a result of strong mining occurring near these

Zones.

The use of aquatic organisms as biological indicators have proven useful for environmental
monitoring because they are able to accumulate contaminants and show different
responses to exposure to agents anthropogenic. This research evaluated the genotoxicity
of water at the mouths of the river Aconcagua, Maipo and Catapilco estuary in blood
samples of fish Mugil cephalus and Odontesthes brevianalis using the comet assay. In

addition, we evaluated the concentrations of Cu, Zn Pl and water samples and gill tissues.

The results show that concentrations of Cu, Zn Pl and analyzed water samples are within
the range of normal content, except for the concentration of Pl in the mouth of the Maipo
River (0.18 mg / L), surpasses the maximum allowed. It also, found high concentrations of
Zn in gill tissue, mainly in the species Odontesthes brevianalis the mouth of the Maipo River
(35.6 mg / kg) and the estuary of Catapilco (30.6 mg / kg).

With respect to the comet assay, species of the mouth of the Maipo River showed high and
significant levels of genotoxicity, compared to species of the estuary and river Aconcagua

Catapilco.

This study demonstrates that despite the low concentrations of metals in surface water,
there may be a good bio-accumulation in some fish, the fact that metal concentrations in

water are lower than those found in tissues is of alert if water levels continue to rise.

Key words: Comet assay, Heavy Metals, Anthropogenic, Mugil cephalus and Odontesthes

brevianalis.
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Introduccidén

Uno de los temas mas preocupantes en la actualidad es la contaminacion acuatica que
recibe grandes cantidades de residuos derivados directamente de la industria, agricultura,
asentamientos urbanos o indirectamente de las emisiones del aire (Marquez, 2008;
Buschman & Fortt, 2010; Ghisi, 2010; Scalon, 2010; Laxmi, 2011). Los estuarios y los
océanos se pueden considerar los Ultimos receptores de una gran cantidad de sustancias
quimicas que son vertidas de forma voluntaria o accidental por las actividades humanas.
Los impactos mas intensos e inmediatos de tales actividades se localizan en la zona
costera en la que los asentamientos humanos y el desarrollo de industrias se han
incrementando notablemente en las Ultimas décadas. Por otra parte, los aportes difusos,
como las practicas agricolas, lavado de suelos contaminados, son factores adicionales y
menos controlables, como consecuencia, muchos ecosistemas criticos, algunos Gnicos en
el mundo han sido alterados mas alla de su capacidad de recuperaciéon (Ferrano, 2004;
Jayaprakash, 2005; Ahmed, 2011).

Los vertidos de origen urbano e industrial pueden contener sustancias nocivas para los
organismos estuarinos, marinos e incluso para el hombre como organismo consumidor,
tales sustancias son metales pesados, aceites, grasas, fenoles, entre otros. Las sustancias
téxicas como metales pesados son bioacumulables y presentan largos periodos de vida
media. En los dltimos afios se han detectado concentraciones de metales pesados en
peces afectando los mecanismos moleculares, provocando alteraciones genéticas y
fisiol6gicas (Castafie, 2003; Simoniello, 2009; Hoshina y Marin-Morales, 2010; Ahmed et
al., 2011).
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En la actualidad casi no existen estuarios limpios. A pesar de la gran cantidad de vertidos
gue estos reciben, la contaminacion no suele ser tan abundante. Debido
fundamentalmente al continuo flujo y reflujo mareal, donde por lo general la tasa de
renovacion de las aguas en los estuarios es alta. En zonas interiores donde la salinidad es
inferior, se produce la floculacion del material particulado de muy pequefio tamafio,
posibilitando la sedimentacion del mismo. De esta manera, diversas sustancias
contaminantes, quedan atrapadas en el sedimento. Sin embargo, este caracter filtrador
puede actuar en determinadas condiciones como fuente de contaminacién, puesto que el
sedimento al ir acumulando una gran cantidad sustancias pierde la capacidad de actuar

como filtrador (Belpaeme, 1998; Jayaprakash et al., 2005, Solaun, 2009).

Los estuarios cumplen un papel critico en el funcionamiento del planeta. Las fuentes
terrestres de contaminacion de las franjas costeras y del mar deberian ocupar una
posicion destacada en la tematica ambiental. Sin embargo esto aun no ocurre. La
alteracion y destruccion del habitad , la eutrofizacién, la disminucién de las poblaciones de
peces y otros recursos Vivos, los efectos en la salud humana , cambios en el flujo de
sedimentos, son aspectos vinculados a las fuentes fijas y difusas de la contaminacién
producida por actividades que tienen lugar en tierra y que por el efecto de captacion de
agua que tienen las cuencas hidrogréficas, generan cambios concentrados en las
desembocadura de los rios y en las zonas costeras aledafias (Escobar et al., 2002;
Marquez et al., 2008; Mohanty, 2011).
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1. Caracteristicas e Importancia de los Estuarios

Los estuarios son cuerpos de agua costeros, semi cerrados con una conexion libre con el
mar abierto, que se mezcla progresivamente con el agua dulce proveniente de drenaje
terrestre, esta interaccion entre los dos tipos de agua trae como consecuencia variaciones
en la salinidad del sistema (Pritchard, 1967). En algunos estuarios la mezcla entre el agua
dulce y el agua de mar es bastante homogénea, mientras que en otros sitios se forman dos
capas, la superior de agua dulce y la inferior de agua salada por ser mucho mas densa.
Aunqgue las condiciones fisicas a menudo son dificiles, existen organismos que se adaptan
a las condiciones de salinidad y temperatura, mientras que otros al ser menos tolerantes al

medio no pueden subsistir y mueren.

En las zonas estuarinas se encuentran especies nativas (especies confinadas a la zona) y
especies introducidas que vienen a desovar 0 a pasar parte de su ciclo de vida (Marquez et
al., 2008; Zunino, 2009).

Los estuarios son muy importantes, ya que son sectores de alta productividad que son
cruciales para la historias de vida de muchos invertebrados, peces y aves (Marquez et al.,
2008). En consecuencia, la sostenibilidad de estos cuerpos de aguas es de vital
importancia para las regiones costeras tanto en términos ecolégicos como economicos.
(Diaz- Jamarillo, 2010).
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2. Factores que madifican las propiedades de los estuarios:

o Alteracion en la cantidad y afluencia del agua dulce

Una disminucion de la afluencia de agua dulce puede aumentar el impacto de la
contaminacioén, destruccion del habitad, alteracion de los suelos y reduccién de un estuario
(Cardona, 2000). Las intervenciones humanas también pueden tener como resultado un
aumento de la afluencia de agua dulce, afectando a los organismos del estuario adaptados

al flujo y a las condiciones de salinidad real (Montagma, 2002).

La afluencia de agua dulce también cumple una funcién clave en la mezcla de aguas de los
estuarios. Cuando disminuyen o se agotan las afluencias de agua dulce, las condiciones
de salinidad (condicibn mas baja) pueden cambiar causando la desaparicion de las
especies. Por otra parte, una gran afluencia de agua dulce puede causar baja
concentracion de oxigeno en las aguas de fondo trayendo como consecuencia la muerte
de los organismos acudticos, cambios en la estructura comunitaria, entre otros efectos.
Generalmente el viento y las mareas previenen esta situacion. Cuando la afluencia de
agua dulce es muy grande y las corrientes de la marea junto a los vientos son casi nulos,
puede ocurrir eventos de hipoxia (baja concentracién de oxigeno) o0 anoxia (ausencia de

oxigeno) en las aguas del fondo. (Rabalais & Nixon, 2002; Buschmann & Fortt et al., 2005).

. Afluencia de los sedimentos:

Cuando no hay una recarga suficiente de sedimentos ricos en nutrientes, los humedales
pueden deteriorarse, afectando a las comunidades de animales, especialmente a los peces

gue lo utilizan como area de crias.

Algunos contaminantes pueden quedar atrapados en los sedimentos mientras que otros
pasan directamente a la columna de agua (Licata, 2003). La alteracion de la afluencia de
agua dulce en los estuarios puede cambiar la carga de sedimentos que se transportan al
estuario y a la costa (lttekkot, 2000; Nixon, 2003). Muchas especies pasan parte de su vida
en contacto con los sedimentos, esto supone una via de paso de sustancias
potencialmente toxicas hacia niveles troficos superiores, lo cual podria afectar a los seres

humanos.
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o Calidad de las aguas:

Los cambios en los volumenes y afluentes pueden afectar directamente la calidad de las
aguas. Ademés, las descargas de contaminantes a lo largo de la costa del estuario o
dentro del estuario pueden afectar la calidad del agua y el funcionamiento del ecosistema.

La contaminacién del agua se puede presentar de dos formas: fuente puntal, que
corresponden a las descargas facilmente identificables de una fabrica, mina o de alguna
planta de tratamiento de aguas servidas y la fuente difusa ‘no puntual’ que se acumulan
como resultado de las practicas agricolas, escorrentia urbana y el transporte de la

atmosfera, este tipo de fuente es mucho mas dificil de regular y controlar.

3. Agua residual de origen industrial , agricola y ganadero:

o Agua residual de origen industrial

Las sustancias de las aguas residuales industriales provienen de las actividades
industriales (materias primas, productos de transformacién y acabados, transmision de
calor y frio). El contenido de sustancias es similar a los vertidos de origen domestico,
pueden aparecer elementos propios de la actividad industrial, tales como toxicos, iones
metalicos, productos quimicos, detergentes, pesticidas, hidrocarburos, compuestos

organicos (papel, celulosa, textil, etc.) e inorganicos (cementos) (White, 1999).

Los desechos industriales contienen ademas cantidades altas de materia organica
proveniente de las plantas procesadoras de alimentos, bebida, cuero y madera. Otras
actividades aumentan la descarga de sedimentos como los relaves mineros. (Escobar et
al., 2002).
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Numerosas son las sustancias organicas e inorganicas procedentes de la actividad

industrial. De forma resumida:

Acidos, que pueden atacar al material o inhibir los procesos.
Bésicos, que pueden inhibir los procesos bioldgicos.
Productos petroliferos y grasas poco degradables.

YV V V VY

Detergentes que retardan la sedimentacion, forman espumas e impiden la

reaireacion.

A\

Metales pesados (Cu, Cr, Cd, Hg, etc.),

A\

Fenoles, cianuros inhibidores y téxicos.

> Productos radioactivos.

o Agua residual de origen agricola y ganadera:

Las sustancias procedentes de las actividades agricolas y ganaderas son
fundamentalmente: pesticidas, herbicidas, fertilizantes y residuos varios (Escobar et al.,
2002; Ali y Kumar, 2008).

La eliminacion de los contaminantes que se incorporan en el suelo depende de la intensidad
de la lluvia, escorrentia, particulas del suelo y de la absorcién por las plantas. La mayoria
de los productos utilizados, son toxicos para el hombre, el ganado, y en general para la flora
y fauna. (Ghisi et al., 2010; Menéndez, 2010). Un ejemplo claro, es el uso de Endolsulfan
un pesticida organoclorado con una alta toxicidad, facilmente bioacumulables en peces

afectando al sistema nervioso central, reproductivo e inmunoldgico (Castafie, 2003).
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4, Metales pesados

La contaminacion de los ambientes acuaticos con sustancias potencialmente nocivas, en
particular los metales pesados no degradables y su consiguiente impacto sobre los
organismos es dramatica porque una vez emitidos pueden permanecer en el ambiente
durante cientos de afios especialmente cuando estan cerca de zonas densamente pobladas

o industriales (Marcovecchio , 2004) .

Los metales pesados forman uniones quimicas con las particulas del sedimento, pasan de
la columna de agua a los sedimentos de fondo para ser acumulados y posteriormente
liberados, generalmente en formas mas téxicas o viables de ser tomados con mayor
rapidez por los organismos marinos (Escobar et al., 2002). Su concentracion en los seres
humanos aumenta a medida que son ingeridos por otros, por lo que la ingesta de plantas o
animales contaminados provocan sintomas de intoxicacién (Navarro-Aviiid, 2007; Afaf,
2009). El contenido de estos metales en el ambiente se ve incrementada por la actividad
humana, siendo sin duda la causa mas frecuente de las concentraciones toxicas (Castafie
et al., 2003).

Los metales no solo deterioran el equilibrio fisicoquimico del cuerpo acuéatico, si no también
perturban las cadenas alimenticias dando lugar a cambios morfolégicos, fisiologicos y
citogenéticos en habitantes acuaticos. Estudios genotdxicos en los organismos acuaticos
expuestos a aguas contaminadas con metales pesados han implicado dafios en el ADN
(Scalon et al., 2010).

La exposicibn a metales pesados, por encima de una concentracion umbral, puede ser
extremadamente téxica, el problema radica en los posibles efectos a largo plazo que se
pueden originar (Castafie et al., 2003; Fent, 2003; Navarro-Avifi0 et al., 2007). Los metales

de mayor importancia toxicolédgica y ecotoxicologica en los ambientes acuaticos son:
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o Plomo (Pb):

El plomo es el metal con propiedades toxicas que mas se ha propagado en el ambiente en
las ultimas décadas (Navarro-Avifio et al., 2007). Se caracteriza por unirse frecuentemente
a las particulas en suspension y a los sedimentos. El destino del plomo en los suelos y
sedimentos se ve afectado por procesos similares que a menudo llevan a la formacion de
complejos metalices organicos relativamente estables. Una parte muy pequefia del plomo
se transporta a las aguas superficiales ya que la mayor parte queda retenida en los
sedimentos. Asi mismo, el plomo puede descender por lixiviacion del suelo a las aguas

subterraneas (Labunska, 2000).

Los animales pueden absorber plomo por inhalacién o ingestién. Si la absorcion es lenta, la
excrecion lo es aun mas, de manera que el plomo tiende a acumularse. La anemia es el
primer sintoma de envenenamiento crénico producido por el plomo en los animales, dado
gue interfiere en la sintesis del grupo hemo, reflejandose en sintomas tales como nauseas,
vomitos y dolores abdominales. Mas grave es la degeneraciéon del tejido en el sistema
nervioso central. El Pb suele aprovechar la metabolizacién del Ca para sustituirlo y dafiar a
la célula (Navarro-Aviio et al., 2007).

Concentraciones de metales pesados en animales acuaticos (peces de agua dulce y agua
salada, asi como moluscos y ostras) y sedimentos fueron estudiados en Bangladesh, el
estudio indicé que el plomo esta altamente concentrado en los peces. Indicando que el

plomo es aneugénico, clastogénico y en algunos casos mutagénicos (Kawser, 2011).

Ferrano et al., 2004 han indicado que los contaminantes frecuentes de las aguas marinas
son el plomo inorgéanico (Pb Il) y los compuestos organicos del estafio. El plomo organico e
inorganico entra al ambiente de varios modos y puede tener diversos efectos en el
organismo, incluso en elementos esenciales con efecto en enzimas que tienen grupos -SH.
Ademas estudios han revelado que el plomo se bioacumula en altas concentraciones en
los 6rganos de los peces debido a su capacidad de formar quelatos estables (Al-Yousuf,
1999).
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o Cobre (Cu):

El cobre posee una alta afininidad por las sustancias organicas e inorganicas, ademas
puede existir como iones solubles y complejos, los que pueden inducir a la formacién de
especies reactivas de oxigeno que pueden dafar biomoléculas tales como lipidos,
proteinas y DNA (Fideli, 2010). El cobre en forma soluble es mucho mas propenso de
migrar en el medio ambiente, siendo mucho mas biodisponible que si estuviera asociado a

materia organica.

El cobre es esencial para tener una buena salud, altas dosis 0 exposiciones a largo plazo
pueden ser dafiinas (Fedeli et al., 2010). Se ha observado que altos niveles de exposicién
al cobre, han producido dafio en el desarrollo y en la reproduccion de los animales. La
toxicidad acuética del cobre reduce la supervivencia, crecimiento y fertilidad de ciertos
invertebrados y produce una mayor sensibilidad embrionaria en peces. Ademas se ha
observado un alto dafio en el ADN en peces, al estar expuestos a altas concentraciones de
Cu (Egito, 2010).

Carriquiriborde & Ronco, 2008 indican que el cobre posee una alta tasa de acumulacion
hepatica, indicando ademas que penetra facilmente por el cuerpo acumulandose en

cantidades 20 veces mayor que el Cd.

o Zinc (Zn):

El zinc principalmente se encuentra adsorbido en el suelo, mientras que en el ambiente
acuatico se asocia principalmente con la materia en suspension antes de acumularse en el
sedimento. Sin embargo, su biodisponibilidad es posible bajo ciertas condiciones
fisicoquimicas, pudiendo resolubilizarse en la fase acuosa. El Zinc al igual que los otros
metales pesados es dafino en altas concentraciones, especialmente después de una

exposicion prolongada (Labunska et al., 2000).
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4.1Factores que afectan su acumulacion y disponibilidad:

° pH:

La adsorcion y la solubilidad de los metales pesados estan condicionados por el pH del
suelo, la mayoria de los metales tienden a estar mas disponibles a pH acido. El pH es
importante para definir la movilidad del catién, ya que en medios con pH altos se produce
precipitacion como hidréxidos, disminuyendo la toxicidad. En medio alcalinos pasan a

solucion como hidroxicomplejos (Fent et al., 2003).

o Dureza del agua:

Cuando la dureza es elevada en el agua existe una baja toxicidad, porque se forman
carbonatos insolubles, adsorbiéndose los metales en el carbonato, disminuyendo de esta
forma la biodisponibilidad de los metales. Ejemplo de los principales cationes productores
de dureza son el calcio y el magnesio quienes compiten con los metales (Mora y Alfaro,
1999).

o Materia organica:

La materia organica reacciona con los metales formando complejos o quelatos. Cuando los
metales forman los quelatos o complejos pueden migrar con mayor facilidad y reducir la

concentracion de otros iones téxicos en la solucién del suelo (Fent et al., 2003).

. Salinidad:

El aumento de la salinidad puede incrementar la movilizacion de los metales y su
retencion por dos mecanismos: En la primera fase, los cationes Na y K pueden reemplazar
a los metales en lugares de intercambio catiénico. En una segunda fase, los aniones
cloruro y sulfato pueden formar compuestos mas estables con metales como Zn, Cu, Cd,

Pb. Por otra parte cuando la salinidad es alta el pH es alcalino.
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e Conductividad Eléctrica:

La conductividad eléctrica es la capacidad que tiene un cuerpo de permitir el paso de la
corriente eléctrica a través de si, varia con la temperatura. La medida de la conductividad
eléctrica de las aguas naturales o de los extractos obtenidos de los suelos permite
establecer una estimacién aproximadamente cuantitativa de la cantidad de sales que

contienen (Calderon y Pavlova, 1999).

4.2Dinamica de los metales pesados:

Los metales pesados pueden:

e Quedar retenidos ya sea disueltos en la solucién del suelo o bien fijados por
procesos de adsorcion, complicacion y precipitacion. Movilizarse en las aguas
superficiales o subterraneas. Ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las
cadenas tréficas. Ser transferidos a la atmosfera por volatilizacion (Navarro-Avifié et
al., 2007).

e Reducir la poblacion de los organismos que no pueden tolerar las cargas de
contaminantes (Calvo de Anta, 1997).

e Implicar dafio en el ADN (Scalon et al., 2010; Kawser, et al 2011). La unién de
metales conduce efectos adversos, donde las respuestas toxicas pueden ser

debidas a alguno de los siguientes dafios causados por el metal:

- Bloqueo de grupos funcionales, biolégicamente esenciales de biomoléculas.
Desplazamiento de iones metalicos esenciales en biomoléculas. Modificacién de la
conformacion activa de las biomoléculas (Castafie et al., 2003).

- La accidn genérica sobre proteinas por inhibicion de la actividad o por disrupcién en
la estructura de las mismas.

- Produccion de radicales libres que provocan fenémenos de estrés oxidativo
(Navarro-Avifo et al., 2007).
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5. Mugil cephalus (Pez Lisa) :

El pez lisa es miembro de la familia Mugilidae, corresponde a un grupo de peces con una
distribucion geografica muy amplia, donde juegan un papel ecolégico importante y por lo
general son de apoyo a la pesca. Mugil cephalus lisa es una de sus especies, posee una
longitud que va de los 15 a 30 centimetros y se caracteriza por encontrase en todos los
océanos (De Silva, 1980).

El pez lisa es un indicador perfecto del medio ambiente, al ser graso tiene la capacidad de
acumular metales pesados y otros contaminantes en cantidades mayores que los no
grasos. (Afaf et al., 2009).

En los ultimos afios, Mugil cephalus lisa se ha utilizado con fines cientificos debido a su

potencial como especies cultivables en los trépicos.

. Distribucion:

Localidad tipo: Entrada de rios, océanos europeos y en Chile desde la | a la Xl regién.

En la V region destacan las zonas del estero de Refiaca, estero de Limache, rio
Aconcagua, Maitencillo, Ventanas, Mantagua, estero Yali y rio Maipo (Quiroz et al., 2009).

Los peces lisas son catadromas es decir, peces que viven en agua dulce y se reproducen
en agua de mar. Las especies juveniles de lisa después de la metamorfosis y un corto
periodo de crecimiento tienden a moverse en las aguas costeras de bajura, principalmente

en lagunas y estuarios. (De Silva et al., 1980).
o Habitos Alimenticios:
Se le confieren habitos planctofagos y también se le ubica entre los filtradores de fito y

zooplancton. Ruiz (1993) plantea que mas bien serian ili6fagos, alimentandose de los

componentes del fango, micro y meioinfauna (Quiroz & Moreno, 2009).
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Figura 1: Refleja los cambios en la composicion de la dieta de Mugilidae juveniles a
medida que aumenta el tamafio. (Régimen A, carnivoros; B, herbivoros; C, mixto) Albertini-
Berhaut (1974).

. Efectos de la salinidad:

Prospera en una amplia gama de salinidades 0-113 aunque siempre desovan en el mar.
Gracias a su eurihalinidad a menudo los encontramos en lagunas costeras salobres para
mejorar la produccion de los peces y en estuarios de agua dulces para mejorar la calidad
del agua (De Silva et al., 1980).
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6. Odontesthes brevianalis : (Cauque)

La morfologia de estos peces es fusiforme, con 60 a 80 escamas en la linea lateral y 18 a
22 en linea transversal. Boca terminal, pequefia, libremente protractil, sin dientes en el
palatino; con dientes en las mandibulas, en dos series irregulares. Poseen banda lateral
plateada, su ancho menos que la mitad de la longitud del ojo, con margen superior oscuro
(Ruiz y Marchant, 2004).

. Distribucion:

Es una especie predominantemente estuarina, muchas veces se encuentra en las zonas
bajas de los rios. El rango de distribucién de Odontesthes brevianalis se extiende desde
la Serena (29°54’, 71°15’) hasta Puerto Montt (41°28’, 72°56’). En la Laguna de Conchali
(31°53’; 71°32’). Los Vilos, y IV Region (Vargas, C. 2002). La distribucion de esta especie
también esta descritaen la IV y V y desde la VI a la X Regiones (Campos et al, 1998) y en
los estuarios de la Serena a Chiloé (Dyer, B. 2000). Otras localidades que han sido

mencionadas para este ejemplar son Estero Quintero (V Region) (De la Hoz y Vial, 1994).

o Reproduccion:

El periodo de reproduccién de O. brevianalis estda mencionado en primavera y verano y

madura al primer afio de edad, factor que explicaria la menor tasa de crecimiento

encontrado en las hembras.
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° Habitad:

Esta especie es considerada haloeurialina, pudiendo habitar las regiones de aguas
salobres, también se describen como peces bentopelagicos de aguas temperadas y se
pueden encontrar en lagunas costeras con variabilidad temporal en las caracteristicas
fisico-quimicas y con influencia de aportes fluviales y marinos, lo que implicaria

adaptaciones a estos ambientes.

Sus &reas de desove se encuentran en la zona de afluencia limnica, mientras que los

jévenes y adultos habitan casi exclusivamente en agua salobre.

. Vulnerabilidad

Dado que, se acuerda que ha habido una reduccién del 32,9 % segun indices de densidad
registrados y también habria una reduccién en su area de ocupacion (Campos et al.,
1998). La calidad de su habitat se est4 reduciendo por contaminacién, fragmentacion y la

introduccion de especies piscicolas exéticas.

o Principales amenazas actuales y potenciales

O. brevianalis es vulnerable a la depredacién por especies introducidas. Su habitat es
alterado por artificiacion debido a la canalizacién de rios. En la zona norte y central existe
una alta demanda por el agua en sus diversos usos, por tal motivo se intervienen los
sistemas fluviales, modificando el habitat de las especies y principalmente la alimentacion

de los peces.
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7. ¢ Por qué estudiar el efecto genotdxico de sustancias contaminantes en peces?

Los estudios sobre la fauna de peces centinelas chilenos han tenido un fuerte incremento
en las dos dUltimas décadas (Zunino et al., 2004), aquellos relacionados con las
desembocaduras de la Region de Valparaiso aun son escasos. En general, los estuarios
estan potencialmente expuestos a los contaminantes quimicos, transportados por los rios
de las zonas urbanas e industriales. De hecho se ha convertido en el principal reservorio
de una gran cantidad de sustancias quimicas introducidas en el ecosistema acuatico por
las actividades humanas. Como resultado para determinar la presencia o riegos
potenciales de dafio al ADN, se utilizan marcadores para los organismos y las respuestas
para los andlisis a los sub-organismos que se establezcan para estos ecosistemas
(Andrade et al., 2004; Scalon et al., 2010; Laxmi et al., 2011).

Chile posee un gran numero de estuarios con ambientes diferentes, algunos se encuentran
en zonas con alta densidad demogréafica y de importantes actividades productivas,
mientras que otros reciben la presion antropogénica en funcion de la intensidad y tipo de
actividad econdmica cercana (Diaz-Jamarillo et al., 2010).

Las especies mas comunes y abundantes dentro de las desembocaduras de los rios de la
Region de Valparaiso son Odontesthes brevianalis y Mugil cephalus (Zunino et al., 2004).
En la practica la utilizacion de peces como indicador biolégico es cada vez mas empleada,
debido a que son particularmente sensibles a los contaminantes genotoxicos
especialmente con los metales quienes interactian con el ADN, son especies altamente
disponibles, accesibles y faciles de manipular (Buschman & Fortt et al., 2010; Egito et al.,
2010; Ahmed et al.,, 2011; Mohanty et al.,, 2011). A largo plazo estos estudios puede
constituir un elemento importante para determinar la capacidad de reparacion del ADN y
explorar la respuesta de tejidos especificos frente a determinados contaminantes (Sharma,
2007; Mohanty et al., 2011).

La estimacion de las primeras sefiales de peligro utilizando biomarcadores en un
ecosistema proporciona informacién atil para el biomonitoreo ambiental y permite el
desarrollo de estrategias de control y medidas de prevencion (Mitchelmore et al., 1998;
Fent et al., 2003; Simoniello et al., 2009).
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8. Biomarcador

o ¢, Qué es un biomarcador?

Un biomarcador puede ser definido como un indicador de eventos celulares y moleculares
en sistemas biolégicos , en poblaciones provenientes tanto de habitats contaminados,
COmo en organismos expuestos experimentalmente a contaminantes, que indican la
exposicion y la magnitud de la respuesta del organismo al contaminante (Fent et al., 2003;
Dusinska y Collins, 2008). Se consideran biomarcadores a las medidas realizadas en los
niveles molecular y celular de organizacién bioldgica, porque es en estos niveles donde
ocurre la interaccion inicial de los contaminantes con los organismos y en base a los cuales
podremos desarrollar medidas sensibles que sirvan como sefiales de alerta temprana de

efectos en los niveles superiores de individuo, poblacién o ecosistema.

Este nivel de organizacion es ademas el ideal para estudiar relaciones causa-efecto y los
mecanismos de accion de los contaminantes (Castafie et al., 2003). Los biomarcadores
pueden ser utilizados para monitorear los niveles de exposicién a agentes causantes de
enfermedades, determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion, identificar a los
individuos sensibles de una poblacion, fundamentar la decision de intervenir tanto a nivel

individual como ambiental.

La ventaja principal del uso de biomarcadores es que considera las variaciones
interindividuales (mecanismos de reparacién, biodisponibilidad, excrecién) e incluso
intraindividuales como consecuencia de una alteracion fisiopatolégica concreta en un
periodo determinado de tiempo, ademas nos proporciona informacion Gtil ya que puede

definir un estado de prepatogénesis, previniendo posibles y futuras enfermedades.
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Un biomarcador ideal debe reunir las siguientes caracteristicas:

e Alta especificidad para el efecto de interés. Ser reflejo de un efecto
temprano.

e Su andlisis debe ser facil y de bajo costo.

e Factibilidad de realizacion con muestras tomadas de forma no invasivas.

¢ Bajo nivel de interferencia con el flujo bioldgico de interés.

e Correlaciéon entre los niveles de exposicidn y la respuesta del biomarcador.

e Debe existir correlacion entre la magnitud de dafio y la respuesta del
biomarcador (Martinez, 2007).

o Tipos de biomarcadores:

- Biomarcador de exposicion:

Se caracterizan por detectar algiin compuesto exdgeno dentro del organismo que refleja la
exposicion de este a un xenobiotico. Es decir, determina si el agente genotéxico ha
penetrado en el organismo y si el compuesto que penetra e interactia con el material
genético produce aductos en proteinas y en el ADN. Principalmente, el analisis se realiza

en fluidos corporales (sangre, orina, aire espirado) Larrea, 2007.

- Biomarcador de efecto:

Este tipo de biomarcador es el mas utilizado en el estudio de biomonitorizacion humana,
miden el dafio genético una vez que ya ha sido procesado por el organismo. Como los
efectos se fijan reflejan dafio acumulativo, es decir reflejan dafio correspondiente a

exposiciones pasadas (Saleha et al., 2001).
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Biomarcador de darfio sobre el ADN:

Mucho de los metabolitos reactivos originados a partir de compuestos organicos, forman
aductos en proteinas y ADN, los que pueden ser empleados como marcadores del dafio
derivado de la exposicion a xenobiéticos que originan un incremento en el desarrollo de

procesos carcinogénicos (Walker, 1996; Meyer, 1996; Shugart, 1996).

Algunos de los téxicos capaces de formar aductos en el ADN, son los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, metales pesados entre otras sustancias (Poirier, 1996; Poirier,
1997).

- Biomarcador de susceptibilidad:

Sirven como indicadores de sensibilidad individual al efecto de un xenobiético o grupo de
compuestos téxicos. Esto se puede deber a que tienen mas activos los procesos de
bioactivacion o a que tienen disminuidas sus capacidades de detoxificar, excretar o de
reparar dafios, por tanto aquellos individuos que posean deficientes mecanismos de
reparacion presentaran mayor nivel de dafio genético frente a aquellos que presentan

mejor capacidad de reparacion al dafio genético (Larrea et al., 2007).

e Importancia de los biomarcadores

La validacion, optimizacion y especificidad de los biomarcadores, debe ser objetivo clave
para detectar el impacto de la contaminacién sobre la estabilidad de los ecosistemas
normalmente en combinacion con la evaluacion de la calidad del medio. Por esta razon
uno de los objetivos de este trabajo es utilizar el ensayo del cometa como biomarcador de

exposicion genotoxica en peces.
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El material genético es susceptible a ser dafiado por numerosos agentes o procesos, los
que incluyen factores ambientales, nutricionales, agentes quimicos, entre otros
(Mitchelmore et al., 1998).

Aunque la mayoria del dafio que se produce en el ADN es reparado por una eficiente
magquinaria enzimatica parte de él escapa de este proceso constituyendo uno de los
sustratos para el potencial desarrollo de un proceso -carcinogénico, teratogeénico,
clastogénico o mutagénico. Estas lesiones no reparadas o mal reparadas pueden afectar
los diferentes mecanismos tales como el control del ciclo celular, la expresion génica y la
comunicacion citoplasma-mitocondria, entre otros (Zufiga, 2009). Razén por la que surgio
la necesidad de contar con herramientas sensibles, rapidas y fiables que nos permitan
detectar el dafio en el ADN (Koppen & Verschaeve 1996; Navarrete, 1997; Belpaeme et
al., 1998; Rajaguru et al., 2003; Shet, 2008; Liman, 2011; Mohanty et al., 2011; Zhang,
2011). En los udltimos treinta afios se han desarrollado métodos para detectar dafios en el
material genético, siendo el mas utilizado el ensayo realizado en electroforesis de geles
con células Unicas (SCGE), que permite evaluar roturas de cadena simple (SSB) y de
doble cadena (DSB) en el ADN (Koppen et al., 1996; Andrade et al., 2004, Nossoni, 2008;
Liman et al., 2011; Mohanty et al., 2011).

El ensayo del cometa ha tenido un gran impacto en las diferentes areas, siendo utilizado
en campos que van desde la epidemiologia molecular a la toxicologia genética (Zhang et
al., 2011). Actualmente el uso del ensayo del cometa sigue desarrollandose

continuamente.
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9. Ensayo del cometa : Desarrollo historico

En la década del 1976, Cook publico un articulo que se basaba en la lisis de células
utilizando detergentes no i6nicos y una alta molaridad de cloruro de sodio. El tratamiento
eliminaba las membranas, citoplasma y nucleoplasma. Las histonas se solubilizaron con la
solucion de lisis, por lo que los nucleosomas se desorganizaron, resultado un material que

denominaron nucleoide o matriz nuclear, compuesta por ADN, RNA y proteinas.

La estabilidad del superenrrollamiento del ADN, implica que la rotacién de la doble hélice
de la molécula no es posible si no posee un punto de apoyo, por lo tanto se propuso un
modelo en el cual las dobles cadenas libres del ADN deberian estar ancladas en diferentes
puntos de esta matriz ribonucleoproteica (Denominada en la actualidad “Scafold ) vy
organizandose en una serie de lazos a modo de “Loops ”. Cuando los nucleoides fueron
sometidos a la accibn de un agente intercalante (bromuro de etidio), se relajo el
superenrollamiento expandiéndose los lazos de ADN fuera del nucleoide, formandose un
halo alrededor del mismo (Collins, 2004; Piperakis, 2008).

Efectos similares se observaron cuando se utilizo la radiacién ionizante, para relajar los
lazos. Rydberg y Johanson (1978) describieron un método para el andlisis de células

individuales basado en la lisis alcalina de las células previamente irradiadas.

Ostling y Johanson (1984) utilizaron microgeles de electroforesis empleando un pH menor
a 10. Las células embebidas en agarosa fueron lisadas con detergentes y concentraciones
de sal para la formacion de los cometas, posteriormente al ser sometidos a un campo
eléctrico, se produjo la migracion de los fragmentos de ADN que habian sido expulsados
por el nucleoide. La migracién de las moléculas de ADN, cargadas negativamente, desde
el nucleoide hacia el anodo permitié, el incremento de la sensibilidad en la deteccion del
dafio. El ensayo detecta roturas de cadena doble (DSB), que resultan de fragmentos de

ADN que pudieron ser detectados sometiéndolos a la electroforesis a pH neutro.
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Este ensayo mas tarde fue modificado, Singh (1988) describié una version del ensayo en la
que aumentaron el pH de la electroforesis (pH > 13), permitiendo que al ADN
desenrollarse y relajarse de esta manera hace posible la deteccion de SSB, sitios alcali-
labiles (ALS) y SSB asociados a la reparacion incompleta por escisién (Mitchelmore et al.,
1998; Sharma et al., 2007; Piperakis et al., 2008). Esta version del ensayo entrego un
notable incremento de la sensibilidad para identificar agentes genotdxicos. Es en este
trabajo en donde se le denomina a la técnica como ‘Electroforesis en gel de células
individualizadas’ (SCGE - Single cell gel Electrophoresis) o también conocido como
ensayo del cometa. La técnica alcalina es la que ha sido utilizada por la mayoria de los
laboratorios debido a su sensibilidad frente a la version neutra de Olive que solo detecta
dafio en dobles hebras (DSB).

Una de las modificaciones que ha sido adoptada en los ultimos afios ha sido la utilizacion
de enzimas de reparacién especificas, las cuales detectan un amplio rango de lesiones en
el ADN (Collins, 1993; Dusinska y Collins, 1996; Mitchelmore et al., 1998; Piperakis, et al
2008; Nossoni et al., 2008). En principio, cualquier lesion que tenga su enzima para ser
reparada puede ser detectada utilizando este método. Asi es posible detectar pirimidinas
oxidadas utilizando endonucleasas Il (Endolll); purinas alteradas como 8-hidroxiguanina
(8-OHG) mediante digestion de formamidopirimidina-DNA glicosilasa (FPG), dimeros de
timina producido por radiaciones UV mediante el uso de endonucleasa T4, por lo general
todas estas enzimas reconocen un sitio particular de dafio y crean rupturas (Collins et al.,
2004). El ensayo del cometa también permite medir niveles de reparacion del ADN
tratando las células con algun agente genotdxico, incubandolas y luego aplicandole el
ensayo para detectar la eliminacién de dafios (Shaposhnikov, 2009).

Otra modificacion de la técnica ha sido el uso del ensayo del cometa junto con la técnica
de hibridacion in situ fluorescente (COMET-FISH) con sondas marcadas con secuencias
particulares de ADN que permiten reconocer el sitio de interés, la identificacion de enlaces
cruzados ADN-ADN vy la localizacion de dafio en genes especificos, donde los dafios y la
reparacion del ADN pueden examinarse en un nivel ain més preciso (Anderson, 1997a;
Santos, 1997; Shaposhnikov et al., 2009).
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10.  Aplicaciones:

Dada las ventajas que posee el ensayo del cometa, existe una amplia gama de
aplicaciones, empleandose en distintos modelos biol6gicos tanto in vivo como in vitro

(Collins et al., 2004).

La figura 2 muestra un esquema de la aplicacion del ensayo del cometa en modelos que

van desde bacterias a humanos (Dhawan, 2008)
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e Pruebas de genotoxicidad:

El ensayo del cometa es utilizado como una prueba para evaluar la seguridad de productos
guimicos y farmacéuticos, ademas de ser adecuado para evaluar la capacidad de los
fotoquimicos para proteger por ejemplo, las células contra el dafio genotoxico. El Unico
requisito es obtener una cantidad suficiente de células para aplicar el ensayo, sin la

introduccion de dafio adicional (Piperakis et al., 2008).

¢  Monitoreo ecoldégico:

El impacto de sustancias toxicas en la integridad y el funcionamiento del ADN celular se
han investigado en un gran niumero de organismos bajo condiciones ambientales. Las
roturas en las cadenas de ADN reflejan la exposicién a contaminantes ambientales de una
manera rapida y sensible (Machado, 2009; Mohanty et al., 2011). Organismos adecuados
se utilizan como biosensores de la contaminacion del medio ambiente (Piperakis et al.,
2008). Por lo general se trabaja con organismos que vivan cerca de los sitios de desechos
ya que se ha demostrado que tienen elevados niveles de dafio en el ADN en comparacion
con animales que viven en lugares sin 0 con menor contaminacién. La localizacion y la
determinacion de las concentraciones de contaminantes pueden asegurar la vida de estas

especies y del medio ambiente.

e Biomonitoreo:

Se utiliza como método para controlar la exposicién ocupacional a sustancias quimicas,
radioterapia, evaluacion del estrés oxidativo asociado a enfermedades, deteccién de dafio
en el ADN asociadas con el tabaquismo. Por lo general, se observa una variabilidad de
respuesta entre organismos expuestos con el control como consecuencia de los cambios

en la dieta, estrés, lugar, infecciones.
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e Andlisis nutricional:

El ensayo del cometa es ideal para investigar el dafio del ADN causado por los nutrientes o
micronutrientes. Por lo general se ha observado que las dietas que difieren en el contenido
de lipidos aparentemente provocan un aumento en el dafio oxidativo al ADN, por otro lado
el uso de suplementos o alimentos antioxidantes disminuyen la oxidacion o la sensibilidad
al dafio causado por H202 (Collins et al., 2004).

e Evaluacion de dafio oxidativo:

El dafio al ADN producto de radicales libres es un posible factor en la etiologia del cancer.
Es por ello que mediante el uso de enzimas especificas se puede detectar por ejemplo la
presencia de 8-oxoguanina (Collins et al., 1993; Dusinska et al., 1996; Mitchelmore et al.,
1998; Piperakis, et al 2008; Nossoni et al., 2008)

e Medicion de la reparacion del ADN:

Para medir la capacidad de reparacion se les proporciona dafio a las células, midiendo la
cinética con la que se retienen las lesiones. Asi las células pueden ser tratadas con
distintos agentes quimicos, radiaciones ionizantes o H202 y analizadas mediante el uso
de enzimas que detectan segun sea el caso, purinas y primidinas oxidadas, dimeros de

pirimidina entre otros.
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11. Ventajas y limitaciones:

Una técnica de evaluacion del dafio del ADN debe ser rapida, sensible (Machado et al.,
2009; Mohanty et al., 2011; Zhang et al.,, 2011) y aplicable en diversas poblaciones
celulares. (Nossori et al., 2008; Egito et al., 2010; Mohanty et al., 2011).

El ensayo del cometa evalGa el dafio del ADN en una variedad de células dafiadas por
distintos agentes tanto quimicos como fisicos. Permite establecer relaciones dosis-
respuesta a bajas dosis, es decir niveles bajos de dafio con respecto a otras técnicas
ecotoxicologicas como el ensayo de micronucleos (MN), el ensayo del cometa ha
demostrado una gran sensibilidad detectando entre 50 y 15.000 roturas por célula
(Rajaguru et al., 2003; Piperakis et al., 2008; Piperakis, 2009).

El ensayo es capaz de detectar una amplia variedad de lesiones en el ADN roturas en
hebras simples, dobles, transitorias de reparacién y enlaces cruzados (Ghisi et al., 2010;
Mohanty et al., 2011; Zhang et al., 2011).

El hecho de que el ensayo del cometa tenga la capacidad de detectar dafio en células
individualizadas y que puedan ser aplicables en diferentes tejidos, constituye una de las
principales ventajas del ensayo (Lovell y Omori, 2008; Tolga Cavas y Serpil Kénen, 2008;
Fedeli et al., 2010; Ghisi et al., 2010). El obtener los datos a nivel individual puede aportar
informacion sobre la heterogenidad de una muestra. Asi, el ensayo del cometa permite
detectar diferencias intercelulares tanto de la respuesta al dafio como de su reparacion.
Ademads, se requiere un bajo numero de células para realizar el ensayo (<10000)

(Rajaguru et al., 2003; Kumaravel et al., 2007).

Se puede utilizar cualquier tipo de células, tanto procariotas como eucariotas Ademas, en
términos de biomonitorizacion humana, se puede aplicar el ensayo a células que son el
primer sitio de contacto con sustancias carcinogénicas/mutagénicas como células de la

mucosa nasal. (Kumaravel et al., 2007; Piperakis et al., 2008; Mohanty et al., 2011).
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Dentro de las variables que més afectan a la técnica se encuentran: La concentracion de la
agarosa y de las disoluciones, el pH, duracion de la electroforesis y medicion (Belpaeme et
al., 1998). Un factor limitante del ensayo es que no detecta efectos aneugénico (cambio en
el numero de cromosomas), los cuales pueden ser eventos claves en el desarrollo de un

proceso de carcinogénesis (COM, 2000).

El ensayo del cometa no es capaz de detectar fragmentos pequefios de ADN (menores a
50 Kb), ya que en su mayoria son removidos durante la lisis y la electroforesis. (Nossoni et
al., 2008). Otra desventaja es contar células que se encuentran aglomeradas en una
determinada &area de la muestra, aumentando la probabilidad de sesgo y por tanto la

variabilidad entre los observadores (Belpaeme et al., 1998).

Una de las limitaciones mas relevantes del ensayo radica en el desconocimiento de los
principales mecanismos de formacion del cometa (Darrahg, 2009). A pesar de esta serie
de desventajas, la técnica del cometa ha sido adoptada a nivel mundial, aumentando cada

dia el numero de publicaciones y aplicandose en numerosas areas (Belpaeme et al., 1998).
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I11. Planteamiento del Problema

Los estuarios cumplen funciones ecolégicas esenciales, incluyendo la proteccion de la linea
costera, el mejoramiento de la calidad del agua, habitad y alimento para recursos pesqueros
y otros animales residentes y migratorios. A pesar de su importancia ecologica los estuarios
histéricamente han sido sujetos a la industrializacién y urbanizacién, ya que brindan
excelentes oportunidades para el transporte, desarrollo, descarga y dilucion natural de
desechos. En estos ecosistemas, los sedimentos son importantes sumideros de una gran
variedad de contaminantes, particularmente de metales pesados y también pueden servir

como una fuente enriquecida para los organismos bentonicos.

Los habitats estuarinos son comunes y poseen una alta biomasa pero relativamente baja
diversidad de especies. Son &reas de alimentacion y reposo para poblaciones importantes
de aves vadeadoras y acuaticas y sirve como criaderos de peces. Para las especies que
usan estas areas como criaderos o zonas de alimentacion, la historia previa de exposicion a
metales pesados puede ser importante ya que puede afectar su futura captacion y
bioacumulacion de metales a diferentes niveles bioldgicos. La exposicion a metales puede
inducir cambios fisiol6gicos y bioquimicos en las células afectadas por metales traza,
pudiendo afectar a todo el organismo o poblacién. Asimismo, las sustancias toxicas son

capaces de influenciar la distribucién y abundancia de especies (Cardoso, 2008).

En Chile, existe escasa informacion del real impacto que han producido estas actividades en
los ecosistemas loticos (Buschmann & Fortt et al., 2005), especialmente en relacién a la
distribucion, disponibilidad y efectos de los metales pesados en Odontesthes brevianalis y

Mugil cephalus lisa, en la desembocadura en rios de la region de Valparaiso.

El cauque, es una especie predominantemente estuarial (Dyer et al., 2000) y el pez lisa, es
una especie que se encuentra principalmente en los estuarios tropicales y templados. En

nuestra region presente en las desembocaduras de los rios.
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Diversos estudios han indicado que los metales pesados son asimilados por Mugil cephalus
lisa acumuldndolos en sus tejidos (Licata et al., 2003, Afaf et al., 2009), esto esta
probablemente relacionado con las caracteristicas iliofagas de esta especie (Marcovecchio
et al., 2004). Lo que supone una via de paso de sustancias potencialmente téxicas hacia

niveles troficos superiores, pudiendo afectar a los seres humanos.

En la cuenca del rio Aconcagua y rio Maipo se desarrolla la actividad minera, asi también
las cuencas son reconocidas por su variedad industrial y agricola. La convivencia de todas
estas actividades genera conflictos de uso de los recursos presentes en la cuenca y la
escaza legislacién sobre el uso de las aguas hace de mayor interés llevar a cabo estudios

que determinen el potencial téxico de estos.

Uno de los mayores problemas es que se desconoce si los niveles de concentracién de
agentes quimicos metdlicos presentes en las aguas cercanas a centros con actividad minera

generan o no efecto genotodxico en la fauna asociada.

V. Hipotesis

Entre los agentes quimicos presentes en estos cuerpos de agua estan los metales,
provenientes de actividades mineras que se desarrollan en sus cuencas. Por ello, se

postula que estas aguas provocan efectos genotoxicos en los peces.
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V. Objetivo General

e Evaluar la genotoxicidad de las aguas de las desembocaduras de los rios Aconcagua,

Maipo y Catapilco en los peces M. cephalus lisa y O. brevianalis.

Objetivo Especificos

¢ Implementar y estandarizar la técnica del ensayo del cometa.

¢ Determinar la genotoxicidad de las aguas de las desembocaduras de los rio Aconcagua,

Maipo y Catapilco en M. cephalus y O. brevianalis.

e Caracterizar fisica y quimicamente las aguas de las desembocaduras de los rio
Aconcagua, Maipo y Catapilco.

e Determinar las concentraciones de metales traza en tejido de M. cephalus y O.
brevianalis colectadas en los sitios de muestreo de las desembocaduras de los rios

Aconcagua, Maipo y Catapilco.

¢ Correlacionar la respuesta genotoxica y las concentraciones de metales Cobre, Plomo y

Zinc bioacumuladas.
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V1. Materiales y Métodos

12. Estandarizacion de la técnica del cometa bajo las condiciones de laboratorio

Para la estandarizacion de la técnica bajo las condiciones de laboratorio se utilizd un
control positivo, con cloruro de cobre (CuCl;) en concentracion 0,0108 (g x L). Los
organismos fueron expuestos en peceras que contenian 11 Litros de agua preparada y 11
Litros de agua de la desembocadura del rio Aconcagua junto al toxico. El tiempo maximo
de exposicion fue de 2 horas.

Se experimentd con dos pardmetros claves de la técnica, los cuales son el tiempo de

exposicion a la solucion de lisis y los tiempos de electroforesis.

a) 1 Hora de Lisis; 20, 30 y 40 minutos de electroforesis.

b) 2 hora de Lisis; 20, 30 y 40 minutos de electroforesis.

Una vez determinado el tiempo 6ptimo de lisis y electroforesis en nuestras condiciones de
laboratorio se tomaron fotografias de los distintos tipos de dafio en el ADN obtenidos en
condiciones reales, comparados con los esquemas obtenidos de Collins et al., 1995 los
gue fueron utilizados como imagen de referencia en la caracterizacion de dafio genético

para las siguientes fases.
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13. Caracterizacion de las especies Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis :

Para este estudio se emplearon peces lisa (Mugil cephalus lisa) y cauques
(Odontesthes brevianalis) de la desembocadura de los rios Aconcagua, Maipo y del
estero de Catapilco. Los lugares de muestreo se ubican en &reas cercanas a las

actividades antrdpicas de las cuencas a excepcion de Catapilco que se emplea como

control.

Figura 3: Proceso de captura de peces

Paralelamente a la extraccion de las muestras biol6gicas (sangre y branquias) para tener
un buen conocimiento de las caracteristicas de las poblaciones de estudio, cada pez fue
medido (cm) y pesado (g), con el fin de determinar el factor de condicién (k) mediante la

siguiente férmula:

3
K={P (g)/L (cm)} x 100

3
Donde P (g) es el peso de los individuos expresado en gramos y L (cm) es la longitud

cubica de los individuos expresados en centimetros.
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Ademas se calcul6 el factor de bioacumulacion (FB), donde:

FB = [X tejido]
[Y agua]

X: Concentracion de metal en tejido.

Y: Concentracion de metal en agua

Figura 4: A) Odontesthes brevianalis; B) Mugil cephalus lisa

Figura 5: Mapa de la Regién de Valparaiso donde figuran las localidades de procedencia
de las poblaciones de Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis estudiadas. Poblacion
I: Estero de Catapilco; Poblacion 2: Rio Aconcagua; Poblacion 3: Rio Maipo (Elaboracion

propia con imagen Google Earth 2011).
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14. Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del agua:

En cada sitio de muestreo se medio temperatura (°C), pH, conductividad eléctrica (dS/m) y

sélidos disueltos (ppm).
14.1 Andlisis de la muestra de agua:

Las muestras de agua se tomaron desde una botella plastica y se almacenaron a 4°C

hasta su uso (Ptashynski, 2002; Rajaguru et al., 2003).

La determinacion de metales en la muestra de agua fue realizada por el Laboratorio de

toxicologia Humana y Ambiental de la Universidad de Playa ancha.

El método utilizados para la determinacion de Cu, Pl y Zn en agua cruda fue (St Methods
3111 B, 21% Ed).

14.2 Determinacién de metales trazas en branquias:

Los peces se mantuvieron a 4°C hasta su andlisis. Posteriormente con la ayuda de pinzas

y tijeras se sacaron las branquias las que fueron colocadas y rotuladas en tubos eppendorf.

El andlisis de los metales esenciales (Zn y Cu) y de metales téxicos (Pb) fue realizado por

el Laboratorio de toxicologia Humana y Ambiental de la Universidad de Playa ancha.

El método utilizados para la determinacion de Cu fue (NCh 2638. Of 01), Pl (NCh 2751. Of
3) y para el Zn (AOAC 986 15)
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15. Obtencién de la muestra de sangre en Mugil cephalus lisa y Odontesthes

brevianalis:

La extraccién de sangre se realizo por diseccién abdominal (desde la altura de la aleta
pectoral hacia el opérculo), utilizando capilares heparinizados (Simoniello, 2009). El
traslado del material biolégico desde el lugar de monitoreo hasta nuestro laboratorio se
realizo dentro de un par de horas a 4°C, manteniendo los tubos eppendorf previamente

rotulados, en un contenedor en posicion horizontal y evitando movimientos bruscos.

Figura 6: Diseccion del pez desde la aleta pectoral hacia el opérculo (Odontesthes

brevianalis y Mugil cephalus lisa).
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Figura 7: Extraccion de sangre en los peces.

Una vez que las muestras llegaron al laboratorio de toxicologia, se procedié a realizar la
viabilidad celular y el ensayo de cometa.
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15.1 Viabilidad celular:

Para determinar la viabilidad celular se utilizo el protocolo de Jha, 2005 modificado, para
ello se afiadié en un tubo de eppendorf 20 puL de la muestra de sangre. A continuacion se
agregaron 20 yL de Eosina-Y al 0, 2 % (que fue preparada con ringer y 2,5 g de eosina-Y).
Se dejo reposar por unos segundos, la mezcla celular se coloc6 en un portaobjeto cubierto

con un cubreobjetos.

Finalmente se contabilizaron 100 células y se registro el nimero de células viables y
muertas (células con el interior tefiidas). Las muestras que presentaron una viabilidad
superior al 75 % fueron tratadas posteriormente para la evaluacion del ensayo del cometa.
(Ahmed et al., 2011).

El célculo de la viabilidad se realiza de la siguiente forma:

Viabilidad celular = (2 células viables / Z células totales) x 100

Figura 8: Observacion de la viabilidad celular (40 X)
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15.2 Muestra control:

Para determinar en qué estado se encontraban los eritocitos antes de iniciar el ensayo del
cometa, se escogieron al azar algunas muestras de sangre, las que se colocaron sobre un
portaobjetos, a continuacion se agrego una gota de bromuro de etidio (10 uL) y
posteriormente se coloc6 un cubreobjetos.

Figura 9: Muestra de sangre antes de ser tefiida con bromuro de etidio.
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16. Protocolo estandar:

El ensayo del cometa posee diversas versiones, sin duda la version alcalina es la mas
utilizada en los laboratorios. La técnica resulta més sensible a pH > 13 para la deteccién de
niveles bajos de dafio, escogiéndola como version estandar para su descripcion en detalle

La version estandar del ensayo del cometa se lleva a cabo bajo condiciones alcalinas, de
acuerdo al método descrito por (Singh et al., 1988), con algunas modificaciones. Para esto
se realiz6é una serie de etapas, tal como se describen a continuacion.

16.1 Preparacion de la agarosa:

. Agarosa al 0,5 %

Se preparo 1 % de agarosa de bajo punto de fusion (1 g) en 100 ml de agua destilada en
un vaso de vidrio de 100 ml y se llevo a calentar al microondas. Se repiti6 2 veces mas,

para un calentamiento uniforme.

Posteriormente se realizé el mismo procedimiento para la agarosa de bajo punto de fusion
LMA al 0,5% (0,5 g/ 100 ml)

o Agarosa al 1%
Se derritié la agarosa de punto de fusion normal NMA y se afiadi6 las tres cuartas partes

en el portaobjeto. A continuacion fueron colocadas en una estufa (40 ° - 50 °C) para que

solidificaran y se almacené hasta su uso.
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16.2 Preparacion de los microgeles de agarosa:

Para el ensayo del cometa, se utilizaron portaobjetos muy limpios y secos, para ello fueron
desengrasados con metanol, posteriormente se afiadié agarosa de punto de fusion normal
(NMA) al 1 % en agua destilada, y se calentdé hasta su ebullicion. A continuacion se
prepararon alicuotas con 10000 células de la muestra de sangre (10 pL), cada alicuota se
mezclo con 10 pyL de agarosa de bajo punto de fusion (LMA) al 1% en PBS (10 pL). Se

colocara a bafio maria, manteniendo la temperatura en 37°C.

Figura 11: Mezcla celular, agrosa al 1% y buffer fosfato salino.
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De la mezcla de (células, LMA y PBS) se tomaron 10 pL los que se agregaron a los
portaobjetos y rapidamente se cubrieron con un cubreobjetos (1,24 X 60 mm). Se dejo
solidificar a 4°C durante 5 a 10 minutos, transcurrido ese tiempo, se retiraron los
cubreobjetos intentando no alterar la muestra. A continuacion, se colocé la tercera capa de
agarosa (LMA) al 0,5 % en agua destilada sobre la segunda capa. Nuevamente se colocé
el cubreobjetos y se dejo solidificar también por 5 a 10 minutos a 4°C en pocillos con hielo
o en el refrigerador, se retiraran los cubreobjetos y se prepararan las muestras para la

solucion de lisis.

Figura 12: Preparacion final de los microgeles de agarosa.
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16.3 Lisis celular

La solucién de lisis se compone de 2.5 M (8 g) NaCl, 100 mM (37,2 g) EDTA, 10 mM (1,2
g) Tris- base, 8 g NaOH; (el pH se debe ajustar a 10 utilizando 0, 1 M de HCl 0 1 M NaOH),
DMSO 10 %, 1% de triton X-100 (Rajaguru et al., 2003; Scalon et al., 2010; Zhang et al.,
2011). Se disuelve la solucién por 20 minutos aproximadamente a 4°C, para asegurar
estabilidad de los geles a los portaobjetos, posteriormente en una cdmara de vidrio se
agrega la solucién de lisis por una hora. A partir de aqui todo el procedimiento se realizo en
oscuridad para evitar el dafio que podria producir la luz en el DNA.

Altas concentraciones de sal y detergentes en la soluciéon permiten que las membranas
citoplasmaticas y nucleares se desintegren, ademas de la eliminacion de RNA, proteinas

nucleares y restos citoplasmaticos (McArt, 2009).

Figura 13: Portaobjetos en solucion de Lisis alcalina.

16.4 Desnaturalizacion y Electroforesis
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Transcurrida una hora en la solucién de lisis, se retiraron los portaobjetos. Las muestras
se colocaron en una cdmara de electroforesis, evitando dejar espacio entre ellas, en
aquellos casos en donde no cubra las preparaciones la superficie de la cubeta de
electroforesis se recomienda llenar con portaobjetos para tener una mayor uniformidad en

el paso de la corriente.

Posteriormente se lleno la cdmara con el buffer de electroforesis (1 mM EDTA y 300 mM
NaOH para obtener un pH > 13) de manera que las preparaciones queden totalmente
sumergidas en el (evitar la formacién de burbujas). Las preparaciones se dejaron en la
solucion durante 20 minutos para permitir el desenrrollamiento del ADN (antes de usar la
solucion se debe medir el pH para asegurar que sea >13) (Fedeli et al., 2010; Orieux,
2011; Scalon et al., 2010).

Transcurrido ese tiempo se procedid a la electroforesis durante 30 minutos (el tiempo
depende de la muestra y del propésito de estudio) a 100 voltios. (Para establecer la
orientacion de las preparaciones, se deberdn marcar los portaobjetos en el area
esmerilada).

Figura 14: Camara de electroforesis junto a las preparaciones.
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16.5 Neutralizacion y fijacion:

Una vez finalizada la electroforesis, se retiraron los portaobjetos con cuidado del tanque y
se colocaron en una caja o pocillo plano para someterlo al tampdén de neutralizacion (se
realizaran 3 lavados durante 5 min cada vez). El tampén se preparo con 0,4 M (48,5 g)
Tris con 800 ml de agua bidestilada, se ajusto el pH a 7,5 (con HCI fumante) para
neutralizar la alcalinidad del tampdn de electroforesis y eliminar posibles restos de
detergentes que podrian interferir en la tincién (Rajaguru et al., 2003; Scalon et al., 2010;
Orieux et al., 2011; Zhang et al., 2011).

Si se desea, la muestra puede ser deshidratada durante 10 minutos con etanol o metanol
frio (Orieux et al., 2011). La deshidratacién con alcohol (etanol o metanol) permite
almacenar los portaobjetos durante un tiempo antes de su uso, cuando sea conveniente

se debe hidratar la muestra con agua destilada fria durante 10 minutos y se deja secar.

Las preparaciones deben quedar a temperatura ambiente, guardadas en cajas oscuras

para evitar la luz directa.

Figura 15: Portaobjetos sometidos a neutralizacion.
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16.6 Tincion y visualizacion

Se colocaran 20 yL de bromuro de etidio 1X sobre cada una de las preparaciones difundir
con la punta de la pipeta sin tocar el portaobjetos. Posteriormente se colocan los

cubreobjetos sobre ella (se deben rotular las muestras).

La visualizacién se realizo utilizando un microscopio de epifluoresencia, equipado con un
filtro de excitacién de 480- 550 nm y un filtro de barrera de 590 nm. El conteo de células se
realizo visualmente, selecciondndolas al azar y contabilizando 100 células. Para la
cuantificacion del dafio genotoxico, en nuestro caso se considera el porcentaje del DNA en
la cola como parametro de evaluacion. Estudios previos han demostrado que es mas
adecuado que la longitud de la cola o el momento de la misma, ya que es mas sensible a
altas dosis y mas facil de interpretar.

Cabe recordar que todas las etapas se deben realizar a 4°C, excepto las de tincion y

almacenamiento que pueden efectuarse a temperatura ambiente.

Figura 16: Microscopio de epifluoresencia.
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16.7 Medicién de darfio

La determinacion de la forma, tamafio y cantidad de ADN dentro de los cometas es muy
importante en la prueba si el dafio se va a evaluar con precision. Existen ademas otros
métodos para hacer el ensayo mucho mas fiable y reproducible. Uno de esos métodos es
la cuantificacion visual como analisis por fotografias y la otra es a través de andlisis
computacionales. Aungue los examenes visuales proporcionan informacién bastante (til
del dafio de ADN, se puede utilizar cuando el software no se encuentre disponible
(Kumarabel et al., 2007).

Investigadores han desarrollado métodos visuales de conteo que no requieren de software
para el analisis de imagenes. (Collins et al., 1995), publicé un método visual de conteo que
califica a los cometas en 5 categorias donde los grados van de 0-4 (Figura 3). Por ejemplo
si 100 cometas son calificados y a cada cometa se le atribuye un valor de 0 a 4 de acuerdo
a su categoria, la numeracién total para el gel de la muestra seria 0-400 unidades
arbitrarias (Andrade et al., 2004; Egito et al., 2010; Ghisi et al., 2010; Scalon et al., 2010;
Simoniello et al., 2009), contandose de la siguiente manera:

TCS (conteo total de la muestra) = [(% de células en clase 0) x 0] + [(%de células en clase
1) x 1] + [(%de células en clase 2) x 2] + [(%de células en clase 3) x 3] + [(%de células en

clase 4) x 4]
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Figura 17: Clasificacion visual sugerida por Collins et al., 1995. Imagen que representa las

5 categorias utilizadas en el analisis visual en linfocitos humanos tefiidos con DAPI.

La obtencién de resultados en el ensayo del cometa in vivo debera estar basada en el
conteo de 100 células por animal, es decir, por cada replica se cuentan 50 células
(Mohanty et al., 2011). El conteo visual es rapido como simple y deberia apelar a aquellos
gue desean descubrir la utilidad de la técnica sin la necesidad de invertir en costosos

equipos de andlisis.

18. Andlisis Estadistico:

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd6 el programa SYSTAT version 5.0
copyright 1990-1992 SYSTAT, INC., con el cual se realizo el analisis ANOVA, Tukey al 5 %
de probabilidad (p <0,05) para comparar la respuesta de los peces a las distintas
desembocaduras. Para correlacionar las respuestas genotdxicas y las caracteristicas

guimicas de las aguas se realiz6 el analisis de correlacién de Pearson.
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V1I. Resultados

19. Estandarizacién de la Técnica bajo condiciones de Laboratorio (Tabla 1)

Tiempo de Electroforesis (minutos)

Lisis
(Horas) | 20 30 40 Observacion
o Baja o Optima o Buena Tiempo optimo de
1 migracion de los | migracion de | migracién pero | exposicion a la
fragmentos. fragmentos desde | los cometas se | solucion de Lisis.
el nucleo. comienzan a
o Nucleos ver mas juntos. | Tiempo optimo a
integros en la| e Nucleo para la electroforesis
mayoria de los | integro en la| e Nucleo | 30 minutos.
casos (Esférico). mayoria de los | integro en la
casos. (Cielo | mayoria de los
estrellado) casos.
. Escasa .
silueta de cometas. | o Muy escasa | e Muy
silueta de | escasa silueta
o Bajo ruido | cometas. de cometas.
de fondo.
o Bajo ruido | e Bajo
de fondo. ruido de fondo.
2 o Mayor . Mayor o Silueta
presencia de | presencia de | de cometa en la | Mucho tiempo de
siluetas de | siluetas de cometa. | mayoria de los | lisis, alta ruptura
cometas. casos. celular.
o Presencia | e Escasa o Escasa
de cometas con | presencia de | presencia  de
nucleos nucleos definidos, | nucleos
irregulares. (deforme). definidos y en
ciertos  casos
nulos
(deforme).
. Ruido de | e Ruido de
fondo  producido | fondo producido | e Alto
por los fragmentos | por los fragmentos | ruido de Fondo
desprendidos del | desprendidos. producido  por

nucleo

los fragmentos
desprendidos.

58|




20. Analisis morfométrico de los peces

20.1 Relacion entre la Masa Corporal y la Longitud

M. cephalus lisa y Odontesthes brevianalis capturados tanto del rio Aconcagua como del
rio Maipo no presentan diferencias significativas en su masa corporal, pero si con
Odontesthes brevianalis del estero de Catapilco (p<0.05). Con respecto a su longitud no
existen diferencias significativas entre M. cephalus y Odontesthes brevianalis de la
desembocadura del Aconcagua y M. cephalus del Rio Maipo. Pero si, con Odontesthes

brevianalis del rio Maipo y del estero de Catapilco.

Tabla 2: Prom (X) £ S.D de la masa corporal y de la longitud en Mugil cephalus lisa y

Odontesthes brevianalis.

Desembocadura Especies Masa SD Longitud SD
Corporal (g) (cm)

Aconcagua M. cephalus L 20,8 % 3,2 11,8° 0,8

O. brevinalis 25,12 2,9 13,8° 0,9

Maipo M. cephalus L 27,8° 6,8 12,8 ¢ 1,1

O. brevinalis 26,82 2,5 15,1 ¢ 0,5

Catapilco O. brevinalis 40,5° 12,7 16,2 9 1,9

Las letras diferentes corresponden a diferencias estadisticamente significativas entre las

masas corporales y las longitudes (p<0,05).
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20.2 Factor de Condicidn

La figura 18 muestra la relacion entre el dafio genético (TCS) y el factor de condicién en
peces capturados en las desembocaduras del rio Aconcagua, Maipo y estero de Catapilco.

Se observa que no existe una correlacién entre el factor de condicion y el TCS (r = 0,6).

y=40,391x+ 193,1
* . R2=0,0178

350 - P " e
300 -
250 - /
g 200 - eeb’e %
150 - e ¢
100 -

400 -

50 A

O | | | |
0 0,5 1 15 2
Factor de condicion

Figura 18: Relacion entre el factor de condicion y el dafio genetico (TCS) en

M. cephalus lisa y O. brevianalis.
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21. Viabilidad celular:

La viabilidad celular en las muestras de sangre en peces del rio Aconcagua fue superior al
81 %, en el rio Maipo fue de 84 % y en la desembocadura de Catapilco 100 %. Lo que

valida el estudio debido a que la viabilidad fue superior al 75 %.

22. Andlisis de las muestras de agua

22.1 Caracterizacion fisicoquimica de la muestras de agua

Las temperaturas oscilan entre los 18,5 ° C (Aconcagua) y 22, 8°C (Catapilco). Con
respecto al pH son todos alcalinos, encontrdndose mas altos en las aguas sin actividad
minera (Catapilco) y mas bajo en las aguas del rio Maipo. El agua que presenté mayor
conductividad eléctrica y solidos disueltos fue Catapilco (50 dS/m; 2,56 E®° ppm) en

comparacion con las otras dos desembocaduras. (Tabla 3)

Tabla 3: Caracterizacion fisicoquimica de la muestra de agua

Desembocadura T® pH Conductividad Soélidos
eléctrica disueltos
(dS/m) (ppm)
Aconcagua 18,5°C 8,5 22,5 1,12 E®
Maipo 19,7°C 8,2 12,8 6,5 E®°
Catapilco 22,8°C 8,8 50,4 2,56 =
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22.2 Concentracion de metales totales en la muestra de agua

El agua proveniente de la desembocadura de Catapilco presenta las mayores
concentraciones de Cu seguido del rio Maipo, el que ademas presenta concentraciones de
Pb superiores a las demds aguas. En relacion a la concentracion de Zn fue levemente mas

alta en el rio Aconcagua en comparacion a la del rio Maipo y Catapilco. (Tabla 4)

Tabla 4: Concentracion de metales totales en la muestra de agua.

Desembocadura Cu Pb Zn
(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Aconcagua < 0,005 0,07 0,065
Maipo 0,016 0,18 0,019
Catapilco 0,028 <0,01 0,013
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23. Rango de la concentracion de metales en branquias en Mugil cephalus lisa y
Odontesthes brevianalis estudiadas en el rio Aconcagua, Maipo y estero de

Catapilco.

La tabla 5 muestra que en las tres desembocaduras el rango mas alto de metal presente
en branquias es el Zn y que este se bioacumula en concentraciones mas elevadas en O.
brevianalis que en M. cephalus lisa. Con respecto a la concentracion de Cu en branquias,
M. cephalus lisa y O. brevianalis de la desembocadura del Aconcagua fueron los que
presentaron el rango mas alto de acumulacion, seguido de la desembocadura de
Catapilco, no asi Maipo que presento en casi todos los casos concentraciones inferiores a
1,5. En todas las especies el Pb se presento en concentraciones muy bajas, siendo en

algunos casos indetectable. (Tabla 5)

Tabla 5: Rango de la concentracion de metales en branquias + S.D

Aconcagua Maipo Catapilco
Especie | M. cephalus | O. brevinalis | M. cephalus O. O. brevinalis
brevinalis
Cu 16-35 05-1,9 <1,5-1,5 <15 <1,0-1,9
(mg/Kg)
Prom 2,3 1,3 - - 1,6
X)
DS 0,7 0,6 - - 0,49
Pb <15-28 <15-19,1 <15-22 <15-2,2 <15
(mg/Kg)
Prom - 8,2 - - -
(X)
DS - 9,4 - - -
Zn 13,2-18,1 7,5-34,8 13,9-16,1 | 29,4- 40,7 26,7 - 37,3
(mg/Kg)
Prom 15,8 28,6 15 35,6 30,6
(X)
SD 1,7 10,9 1,1 57 4,6

* Aconcagua: n = 6; Maipo y Catapilcon =3
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24. Calculo del factor de bioacumulacién obtenido de organismos colectados en

distintos sitios de muestreos:

La tabla 6 muestra que la capacidad de bioacumulacién de los organismos es

independiente de la concentracion de metales en el agua (Tabla 4).

Tabla 6: Factor de bioacumulacién de M. cephalus y O. brevianalis colectados en los

distintos sitios de muestreo.

Desembocadura | Especie Metal Bioacumulacién Metal | Bioacumu
lacién
Aconcagua O. brevianalis Cu 57.14 Zn 440
M. cephalus - - Zn 243
Maipo O. brevianalis Pb 117.14 Zn 1873.6
M. cephalus - - Zn 789.4
Catapilco O. brevianalis - - Zn 2353.8

25. Cuantificacion del dafio total en las muestras de sangre:

En la tabla 7 se muestra la cuantificacién del dafio total (TCS) de la muestra en el ensayo,

donde se encontré que el dafio mas bajo se produjo en O. brevianalis del rio Aconcagua.

Las aguas de la desembocadura del rio Maipo son las que provocan mayor dafio en el

ADN de M. cephalus lisa'y O. brevianalis.
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Tabla 7: Frecuencia de células en cada clase de cometas y dafio total de la muestra (TCS) + SD obtenidas mediante el ensayo del

cometa en cada muestra de sangre de M. cephalus lisa y O. brevianalis. Las letras diferentes (a, b y c) indican diferencias

significativas respecto al TCS y el (*) indica diferencias significativas respecto a la frecuencia de células en clase 0 (p<0,05).

Frecuencia de células en cada clase de cometas (Prom + DS)

Desembocaduras 0 1 2 3 4 Dafo en las TCS
células (%)

Aconcagua

M. cephalus 13+4.09 |[296+7.73*| 245+ 250* | 2333+6.53*| 95+6.31 |869+4.09 2| 186.6+20.19°

O.brevianalis 19+2.75 [36.16+9.7%| 2416 +9.6 | 16.16 +9.41 | 4.16 +4.08* | 80.6 +2.75 ¢ | 153.6 + 25.06 ¢

Maipo

M. cephalus 0+0 00 3+4 35.8+11.1* | 1.2+ 13.0* 100+ 0° |3581+15.75°

O. brevianalis 00 3+ 3.55 1475+ 7.8 | 32 £+4.96* |5025+8.05*| 100+0°" 3295 +8.69 P

Catapilco

O. brevianalis 00 115+ 3.72% | 8433+ 4.96* | 3+219 0.5+ 0.54 99.3+0 % | 189252 *®
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26. Relacién entre las concentraciones de Cu, Pb y Zn en branquias y TCS en M.

cephalus lisay O. brevianalis :

En la figura 19 se muestra la relacion que hay entre la concentracion de Cu y el dafio
genético (TCS). El coeficiente de correlacion de Pearson es (r=0,63) lo que marca una
tendencia, resultando ser estadisticamente significativa (p<0,05).

M. cephalus lisa a diferencia de O. brevianalis presentan mayor acumulacion de Cu en sus

branquias por lo que el dafio total (TCS) es mayor (Tabla 5).

250 - y = 16,869x + 156,74
R2=0,0419

200 -

150 -

TCS

100 -

50 -

O T T | |
0 1 2 3 4
Concentracion de Cu(mg/Kg)

Figura 19: Relacion de la concentracion Cu presentes en branquias

(M. cephalus lisay O. brevianalis) y el TCS.
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En la figura 20, se observa que no existe una correlacion entre la concentracién de Pb
acumulada en las branquias de M. cephalus lisa y O. brevianalis en relacién al nivel de
dafio genético (R= - 0,43). En muy pocas especies se encontré presencia de Pb en
branquias, detectandose en la gran mayoria de ellas concentraciones < 1,5 (Tabla 5).

400 -
. y=-6,8282x + 252,97
350 - R2=0,1848

300 ~
250 ~

200 +

TCS

F £

150 ~
100 ~
50 -

O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Concentracion de Pb (mg/Kg)

Figura 20: Relacibn de la concentracibn Pb presentes en branquias

(M. Cephalus lisa 'y O. brevianalis) y el TCS.
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En la figura 21 se observa, que no existe correlacion entre el TCS y la concentracion de Zn
(r=-0,19).

400 -
A3 y=-11711x+ 251,13
350 - ¢ . Rz2=10,0192
* o
300 -
250 -
) \
O 200 - A ’»; eet o
150 - Py
*e ¢
100 -
50 -
O I I I I 1
0 10 20 30 40 50

Concentracion de Zn (mg/Kg)

Figura 21: Relacibn de la concentracion Zn presentes en branquias

(M. cephalus lisay O. brevianalis) y el TCS.
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27. Coeficiente de correlacion de Pearson (r) entre los resultados del ensayo y las

concentraciones de metales medidas

En la tabla 8 se observa que el ensayo del cometa (TCS) mostré una tendencia lineal con
la concentracién de Zn presentes en las branquias de M. cephalus lisa (-0,94) y O.
brevianalis (-0,99) de la desembocadura del rio Maipo y que también hubo una relacion
lineal con la concentracién de Cu (- 1,00) y Pb (-0,98) en O. brevianalis de Catapilco y
Aconcagua. Sin embargo solo la concentracion de Zn en O. brevianalis del rio Maipo
resulto ser estadisticamente significativa (p<0,05).

Desembocadura Especie TCS Cu (mg/L) | Pb(mg/L) | Zn (mg/L)
Aconcagua M. cephalus lisa 186,6 0,54 * -0,23
O. brevianalis 151 0,50 -0,98 -0,75
Maipo M. cephalus lisa 329,5 * * -0,94
O. brevianalis 358,1 * * - 0,99
Catapilco O. brevianalis 187,3 -1,00 * 0,16

(*)No se determino coeficiente de correlacion (r). Concentraciones < 1,5.

Tabla 8: Coeficiente de Correlacion de Pearson (r) entre los resultados de ensayo y las

concentraciones de metales medidas.
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VI1II. Discusion

Dentro de los parametros fisicoquimicos del agua, el pH influye en el sentido que
determina la proporcion de metal total que estd en forma cationica, que es la que
generalmente se considera toxica para las especies. Los trabajos cientificos que estudian
esta relacién encuentran que a medida que disminuye el pH acuatico, los metales pasan a
formas i6nicas més facilmente absorbibles por los peces y otros organismos. Por lo tanto el
efecto del pH es importante ya que determina la especiacion quimica. A pH acidos existe
una mayor solubilidad y por tanto disponibilidad de los iones metalicos, por lo que aumenta
la toxicidad de los metales pesados. En nuestro caso los pH presentes en las
desembocaduras fueron: 8.5 Aconcagua; 8.2 Maipo Yy 8.8 Catapilco. Sin embargo solo la
desembocadura del Aconcagua y el estero de Catapilco se encuentran dentro del intervalo

del contenido normal.

Dentro de los sélidos disueltos medidos en las tres muestras de agua la desembocadura
del estero de Catapilco fue la que méas lo presento (2,56 E™ ppm) en comparacion a la
desembocadura del Aconcagua (1,12 E*® ppm) y Maipo (6,5 E*® ppm). Los sélidos disueltos
tienen un efecto protector ya que forman complejos con el metal pesado, reduciendo la
cantidad de metal libre en el agua. Cabe destacar que no todos los metales se unen a la
materia organica con la misma afinidad. El Cu es el que mas se une, seguido del Cd, Pby
Zn (Hollis, 1997).

En cuanto a la conductividad eléctrica (dS/m) se observo que en la desembocadura del
estero de Catapilco fue mucho mayor (50,4 dS/m) en comparacién a la desembocadura del
rio Aconcagua (22,5 dS/m) y Maipo (12,8 dS/m), esto indica que el rio Maipo al contener
un bajo contenido de sales, tiene una baja interaccion de los iones salinos con el metal

guedando asi una mayor disponibilidad de metales en el agua.

Si comparamos la cantidad de soélidos disueltos y la conductividad eléctrica en el agua,
podemos inferir que el rio Maipo es el que presenta mayor biodisponibilidad de los metales,

seguido del rio Aconcagua y desembocadura del estero de Catapilco.
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En el andlisis de la muestra de agua, de los tres metales totales medidos (Cu, Pby Zn). La
desembocadura del estero de Catapilco es la que posee las concentraciones de Cu més
elevadas (0,028 mg/L) en comparacién a la desembocadura del rio Maipo (0,016 mg/L) y
Aconcagua (<0,005 mg/L), sin embargo todas ellas estan por debajo del limite maximo
permitido.

Llama bastante la atencion que la concentracion de Cu en el estero de Catapilco sea
mayor en relacién a las otras dos desembocaduras, ya que no se observaron plantas
industriales aledafas a ella, pero si una decena de industrias (Codelco) y termoeléctricas
(AES gener) que rodean a la localidad de Puchuncavi, en la V region. Donde se observa
que en alguna de ellas sale humo amarillo, hay poca vegetacién, en las calles
practicamente no se observa gente y los caminos se encuentran llenos de polvo,

provocando una dispersion del material particulado a la zona.

Recientemente un estudio de suelo procesado por el instituto de salud publica de la regién
y publicado por La tercera habia evidenciado altas concentraciones de arsénico, cobre y

otros metales en suelos de la greda.

En relacion al Pb se encontré que hubo una mayor concentracion en la desembocadura del
rio Maipo (0,18 mg/L) seguido del rio Aconcagua (0,07 mg/L). El rio Maipo sobrepasa el
valor del maximo permitido a diferencia de la desembocadura del rio Aconcagua y del

estero de Catapilco que estan dentro de los intervalos normales.

Esto puede deberse a las emisiones o descargas de industrias cercanas que utilizan Pb
en su actividad liberdndolo a la atmosfera y transformandolo en una de las principales
fuentes de contaminacion de los alrededores. EIl problema del plomo surge cuando se
vierten a los medios acuaticos, donde la contaminacién del agua por plomo no se origina
directamente por el plomo sino por sus sales solubles en agua que son generadas por las
fabricas de pinturas, industrias quimicas y por algunas actividades mineras. El Pb que
penetra en los sistemas fluviales se retira pronto del agua superficial hacia los sedimentos,
adsorbiéndose a la materia orgéanica y arcilla, donde finalmente precipita como sales

insolubles.
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En el caso del Zn, este se presentd en concentraciones mas elevadas en las muestras de
agua del rio Aconcagua (0,065 mg/l) seguido del rio Maipo (0,019 mg/l) y Catapilco (0,013
mg/l). Sin embargo todas se encuentran dentro de los intervalos normales.

El hecho que el rio Aconcagua presente las concentraciones mas elevadas de Zn se debe
a que la principal contaminacion de Zn en el medio ambiente proviene de los residuos

industriales derivado de sus usos.

Marquez et al., 2008 realiz6 un estudio en donde indica que la concentracién de estos
metales en las muestras de agua fue de: Cu (1.8E°— 1.18E™ pg/l); Pb no fue detectada y
la de Zn (3.0 E® — 4.3 E* pg/l). Todas bajo el limite maximo permitido por la legislacion

Venezolana.

La concentracion de metales en agua superficial contribuye a la acumulaciéon de metales
en branquias y rindn de peces. Las branquias se exponen a metales a través del agua ya
que estan constantemente en contacto directo. Los riflones estan expuestos a los metales
del agua porque la sangre fluye desde las branquias a la arteria carétida, que aporta
sangre al riidbn (Amundsen, 1997). Estos metales son ingeridos con las particulas de
materia organica por los organismos bénticos los pueden acumular y mover a lo largo de la
cadena trofica. Es por ello que la concentracién detectada en los sedimentos y tejidos se

puede utilizar para evaluar su toxicidad potencial para la vida que los circunda.

Los metales presentes en los tejidos de invertebrados nos documentan una ruta a través
de la cual los metales se mueven hacia arriba en la cadena trofica. Tanto asi que los
invertebrados pueden influir en las concentraciones de los metales acumulados en los

macroinvertebrados bénticos y por tanto en peces.

Las especies como M. cephalus lisa utilizan tres diferentes vias para captar el metal que
esta asociado al sedimento: absorcion por las branquias como la via mas directa e
importante, por el tracto digestivo de finas particulas que son resuspendidas en la columna
de agua, lixiviado de los contaminantes sedimentarios del agua los cuales son acumulados
en el cuerpos del pez via respiracion y contacto directo a través de la piel almacenandose

finalmente en los tejidos musculares.
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La resistencia de organismos acuaticos a los contaminantes, como los metales pesados es
motivada por la aclimatacion fisiolégica o adaptacion evolutiva. Un nimero extenso de
estudios llevado en los laboratorios con diferentes especies marinas han mostrado como la
absorcion de metales pesados afecta ciertos genotipos, alterando consecuentemente los
diferentes genes. Esta alteracion ha producido una reduccién de diversidad genética que
podria llevar potencialmente a la inestabilidad de la poblacién, incrementando el riesgo de
desaparicion de poblaciones en los ecosistemas (Marquez et al., 2008; Amundser et al.,
1997).

Al analizar las concentraciones de Cu, Pb y Zn en los tejidos branquiales (Tabla 5) se
observa que la mayor concentracion de Cu se encuentra presente en M. cephalus lisa y O.
brevianalis de la desembocadura del rio Aconcagua y en concentraciones inferiores en
Catapilco y Maipo. ElI hecho que en casi todas las especies de las distintas
desembocaduras y estero presenten concentraciones bajas de Cu se debe principalmente

a que los metales pesados tienen érganos mas a fines que otros para acumularse.

Carriquiriborde et al., 2008 observé que al exponer a pejerrey a distintas concentraciones
de Cu, Cr y Cd. La concentracion de metales acumulados en branquias fue mayor en Cd
que en Cu, debido a que el Cu entra facilmente en el cuerpo y se acumula en el higado 20
veces mas que el Cd. Esta diferencia muestra la capacidad de los mecanismos de
regulacion de Cu en branquias que son capaces de restablecer rapidamente un nuevo
estado de equilibrio en respuesta a cambios en los niveles de metal por el agua. Por el

contrario no existe un mecanismo regulador de Cd o Cr en las branquias de pejerrey.

En mamiferos se ha sugerido que el higado juega el mayor papel en la proteccién de
exposiciones cronicas a Cu al producir metalotioneinas y al actuar como lugar de
almacenamiento. En un estudio realizado por Robinson y Avenant- Oldewage, (1997) en
Tilapia (Tilapia mossambica) se vio que higado acumulé mayor cantidad de Cu con
respecto a otros 6rganos. Esta elevada concentracion de Cu se atribuye a la union de este
con la metalotioneinas para formar complejos como mecanismos de detoxificacion. Por lo
tanto, es posible que el Cu presente en los peces del rio Maipo y de la desembocadura de
Catapilco se encuentren en el higado en cantidades mayores que las encontradas en

branquias.
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Con respecto al Pb, en casi todas las especies de las tres desembocaduras se encontraron
concentraciones <1,5 mg/Kg (Tabla 5). Esto se debe principalmente a que el Pb al igual
gue el Cu se acumula en concentraciones mucho elevadas en el higado, seguido de las

branquias y en concentraciones muy inferiores en el musculo.

El Zn fue el que mas se concentro en todos los tejidos branquiales (Tabla 5). La mayor
presencia de contaminantes en las branquias se debe a su exposicion directa de este
organo con el agua y por lo tanto a los compuestos toxicos (Licata et al., 2003). Este tejido
esta expuesto a cantidades mayores a toxicos que los pulmones de un animal terrestre. En
las branquias el agua y la sangre fluyen a contracorriente, el epitelio es muy delgado, solo
dos capas de células, con una gran area de contacto. Estas son las caracteristicas que
facilitan la absorcién y son similares a las que se presentan en el epitelio de los 6rganos de

absorcion de los animales terrestres.

El promedio de las concentraciones de metales obtenidas en tejidos branquiales (Tabla 5)
en Mugil cephalus lisa fueron superiores a las obtenidas por Marquez et al., 2008 en donde

las concentraciones fueron (1,30 ug/l) Cu; (0,22 pg/l) Pby (0,36 ug/g) Zn.

Peces recogidos en lagos de Alaska contenian concentraciones de Zn de entre 80-170

ug/g (higado) y 17-35 pg/g (musculo) (Allen-gil et al., 1997).

Un estudio realizado por Licata et al., 2003 indica que las concentraciones de Zn en Liza
aurata son mas altas en branquias (9151,7 + 3450 pg/kg) en comparacion a las
encontradas en musculos (7312,3 + 896 ug/kg) , en el caso del Cu fue todo lo contrario se
encontré que fue mas alto en musculo (2800,4 + 671 ug/kg) que en las branquias (962 +
98.78 ug/kg) , en el caso del Pb se acumulo mas en branquias (418,6 + 286 ug/kg) que en
musculo (385,9 + 101,2 pg/kg). Estas concentraciones son mucho mas altas a las

obtenidas en este trabajo.
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Como forma de conocer los niveles de concentracion en el agua y en los tejidos se calculd
el indice de bioacumulacién por metal para las especies estudiadas a partir de la
concentracion promedio de los metales disueltos. La tabla 6 muestra que la capacidad de
bioacumulacién de los organismos es independiente de la concentracion de metales en el
agua (Tabla 4). De acuerdo a los resultados aqui obtenidos, pareciera ser que la
incorporacién de metales depende de las caracteristicas quimicas del elemento y de la
capacidad del organismo para bioconcentrarlo.

La variabilidad observada en el nivel de concentracién de metales en los tejidos parece
gue responde a tres componentes; posicion en la escala trofica o habitos alimenticios de
las especies estudiadas; ubicacién de las estaciones en relacibn a las fuentes de
introduccion de metales y lugar donde fueron colectado los organismos (gradientes de
exposicion) capacidad de bioacumulacién que es propia de cada especie analizada y las

caracteristicas de cada metal en particular.

Las concentraciones medidas de metales pesados en branquias en peces del rio Benue
fueron Cu 2.98 mg/Kg con un indice de bioacumulacién de 178 ; Pb 1.00 mg/Kg con un
indice de bioacumulacion de 17.3 y en Zn 7.15 mg/Kg con un indice de bioacumulacion de
229 en Tilapia Zilli y en Clarias Gariepinus la concentracion de Cu fue 2.07 mg/Kg con un
indice de bioacumulacion de 105; Pb 1.28 con un indice de bioacumulacién de 13.3 y Zn
7.05 mg/Kg con un indice de bioacumulacion de 226 (Eneji,2011). Tanto la concentracion
de metales presente en branquias como el factor de bioacumulacion son mucho mas bajos

en comparacion a los obtenidos en nuestro estudio.

Por lo tanto, estos factores muestran que a pesar de los bajos niveles de estos metales en
el agua superficial puede haber una buena bioacumulacion en algunos peces, el hecho de
gue las concentraciones de metal en el agua sean mas bajos que los encontrados en

tejidos es motivo de alerta si los niveles de agua siguen aumentando.

Los héabitos ecologicos de las diferentes especies, afectan en gran forma la captacion del
metal por el pez. Mugil cephalus lisa son detrivoras que viven en fondos someros de la
plataforma continental y aguas litorales. Estudios realizados en E.E.U.U en peces que se
alimentan del fondo o sedimentos han demostrado que tienen una media de la

concentracion de Zn 36 pg/g (Kidwell, 1995).
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Los peces concentran metales pesados en el cuerpo en proporciones variables, que
dependen de la especie, las condiciones medio ambientales y los procesos inhibitorios.
Subsecuentemente, estos organismos constituyen una fuente importante de alimento para
los humanos, por lo que se establece como una fuente potencial indirecta de metales que
entra al organismo. Estos elementos a la vez generan una serie de efectos metabdlicos,
fisioldégicos, conductuales y ecoldgicos. Los resultados en esta investigacion reflejan
quizas, dos posibles procesos que contribuyen a la forma como es asimilado el metal por
cada una de las especies. En primer lugar el tipo de alimentacion y en segundo una
progresiva bioacumulacion ya sea a partir de la absorcion del metal desde el agua o desde
el sedimento. La concentracién de la mayoria de los metales evaluados en el agua y en los
tejidos se encuentran en baja concentracion, pero no es descartable la bioacumulacién a
partir del agua, puesto que la asimilacién de bajas concentraciones en periodos de tiempo
prolongados induce estos mecanismos en los organismos, ademas pueden ejercer graves
dafios a nivel celular dada su capacidad para desnaturalizar proteinas, ser asimilados por
el fitoplacton y organismos filtradores e incorporados a la cadena alimenticia provocando
graves alteraciones ecoldgicas y bioldgicas, no solo al ecosistema, sino también a los

seres humanos. (Marquez et al., 2008).

Debido al hecho de que los sistemas biolégicos representan la principal diana para
numerosos contaminantes ambientales, estos pueden proporcionar importante informacion
gue no se podria obtener del andlisis quimico de muestras ambientales. Asi, cada vez es
mas frecuente en programas de control ambiental y monitorizacién recurrir a la medida de
biomarcadores de exposicion o determinar directamente los efectos de los contaminantes
en los organismos. Por lo tanto, las monitorizaciones quimicas y biolégicas no son
determinaciones excluyentes sino complementarias, para evaluar los efectos causados por
los contaminantes en un medio ambiente donde es esencial seleccionar los organismos
apropiados y es importante demostrar que la respuesta genotéxica de esos organismos se
encuentra relacionada con la presencia de los contaminantes en el ambiente (Lafton ,
2006).
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Con respecto a la estandarizacién de la técnica del cometa se obtuvo que el tiempo optimo
para realizar el ensayo era de una hora en la solucién de lisis y 30 minutos en la solucion
de electroforesis al igual que Orieux et al., 2011. Ademas se obtuvieron imagenes de todos
los tipos de dafio, las cuales fueron comparadas con las imagenes descritas por Collins et
al, (1995) de lo que se obtuvo un patron comparativo, que se utilizé en la clasificacion de
dafio en las fases posteriores.

Al utilizar el sulfato de cobre como téxico se observé que transcurrida una hora de
exposicion, los peces tenian dificultades para desplazarse y para respirar en donde el
movimiento de las branquias fue cada vez mas nulo. Autores como Feledi et al., 2010
indican que el contenido de Cu en los eritrocitos producen un aumento de la hemolisis en
las células y una disminucién significativa del contenido de hemoglobina al exponer a
peces a una concentracion subletal de sulfato de cobre. Esto ocurre ya que en la superficie
de la membrana asi como a nivel del citosol, los iones cobre estan involucrados en
diversas reacciones redox gue llevan a un aumento de la produccién de radicales seguido
por el dafio oxidativo y la destruccion de la bicapa lipidica, lo que puede contribuir a un

evento hemolitico.

Ademas de nucleos dafiados, se observaron que ovocitos también presentaban dafio
evidente, demostrando que no solo el sistema inmunolégico del organismo se ve

comprometido, sino que también el sistema reproductivo.

En cuanto a comparaciones con otras técnicas, para esta investigacion fue utilizado el
método de conteo y clasificaciébn de cometas visual descrito por Collins et al., 1995, un
método simple que presenta muchas virtudes, una de ellas es el bajo costo, ya que no
necesita sistemas ni programas sofisticados, ademas el entrenamiento visual del contador
es rapido y sencillo, caracteristicas que hacen de ésta una técnica ampliamente utilizada y
recomendada. Burlinson et al., 2007 realizaron un estudio comparativo de técnicas de
conteo y clasificacion de cometas, entre otros aspectos del método, y concluyen que es
preferible, pero no requerido, utilizar un método de analisis computacional, sin embargo
una de las dificultades que tiene el conteo visual es que no toma la intensidad de la cola
como un factor de importancia y tampoco determina con certeza qué porcentaje del ADN

se encuentra en la cabeza y qué porcentaje se encuentra en la cola, problemas que son

todos resueltos por un sistema de analisis computacional.
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Pese a esto, se ha demostrado que los resultados obtenidos con el sistema de conteo
visual se correlacionan muy bien con las mediciones realizadas con el sistema de analisis
de imagen (Collins et al, 1995; Zufiga, et al., 2009), de hecho Mgller, (2006) compara 63
estudios que utilizan simultaneamente el método de conteo visual y el sistema de analisis
de imagen, obteniendo resultados de correlacién estadisticamente significativos (Bolados,
P & Zumaeta, V. 2011).

Con respecto al ensayo del cometa existe una escasez en cuanto a estudios que realicen
ensayos utilizando la técnica del cometa con aguas naturales, debido a que la mayoria de
los investigadores utilizan bioensayos con concentraciones conocidas de compuestos
quimicos, para estos casos es usual encontrar una relacién dosis-respuesta con los
contaminantes (Ahmed et al., 2011; Orieux et al., 20011). La utilizacién de bioensayos con
concentraciones conocidas de toxicos no refleja lo que realmente sucede en las aguas, a
diferencia de los ensayos, donde los resultados reflejan las condiciones reales del sector

de muestreo.

En cuanto al ensayo del cometa se observa que existe un mayor nivel de dafio en
eritrocitos de Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis de la desembocadura del rio
Maipo. En este caso se observé que los niveles de dafio se encontraban entre los estados
3, 4 (Tabla 7) con un TCS total de (358,1 y 329,5). Lo sigue el estero de Catapilco donde
el mayor nivel de dafio se presento en la clase 2 con un TCS total de (187,3), a
continuacién el rio Aconcagua en donde el mayor nivel de dafio se presento entre las
clases 1, 2, 3 en Mugil cephalus lisa con un TCS de (186,6), no asi Odontesthes
brevianalis donde el mayor nivel de dato fue el tipo 1 con un TCS de (151).

En la tabla 7, se observa que las especies del rio Maipo presentan diferencias significativas
en el TCS total (p<0,05) en relacion a las del rio Aconcagua y a las del estero de Catapilco,
esto se debe principalmente a que el nivel de dafio en ambas especies de peces es mucho
més alta. Mugil cephalus lisa de la desembocadura del rio Aconcagua y O. brevianalis del
estero de Catapilco no presentan diferencias significativas entre ellas, pero si con las
especies del rio Maipo y con O. brevianalis del rio Aconcagua (p<0,05), ademés este
ultimo presenta diferencias significativas con todas las especies presentes en las

desembocaduras.
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Al correlacionar el nivel de dafio genético con las concentraciones de metales acumuladas
en tejidos de branquias (Figura 19), se observa que a medida que aumenta la
concentracion de Cu aumenta el TCS (r = 0,63), esta correlacion es estadisticamente
significativa (p<0,05). ElI Cu es un metal traza esencial para los organismos vivos y cumple
un papel como cofactor para enzimas esenciales, en concentraciones muy altas en el
medio ambiente la toxicidad para los organismos puede ocurrir. No hay duda que la
exposicion a concentraciones excesivas de Cu puede dafar las células y érganos, porque
los iones de Cu y sus complejos pueden inducir la formacién de especies reactivas de
oxigeno que pueden dafiar biomoléculas como lipidos, proteinas y ADN por lo que la
toxicidad de Cu a nivel celular depende de la permeabilidad de las membranas celulares a

los iones de Cu y de su participacion en las reacciones redox (Fedeli et al., 2010).

En el caso del Pb (Figura 20), se observa que no existe una correlacion lineal entre el TCS
y la concentracion del metal (r = - 0.43). Esto puede deberse a que la principal via de
acceso de los compuestos de Pb al organismo son el tracto gastrointestinal y los
pulmones. Ademas se encontré que en las aguas de las tres estaciones de muestreo las
concentraciones de Pb fueron las menos acumuladas lo que explicaria la baja presencia de

este en las branquias.

Si bien el Zn fue el metal mas bioacumulado en tejidos branquiales, fue el que menos
correlacion tuvo con el TCS (r = - 0,19). Se observa que a en ciertas especies a
concentraciones mas altas de Zn disminuye el nivel de dafio (Figura 21), esto puede ser
explicado a través de la activacion de genes de las enzimas que metabolizan el citocromo
p450 en varios tejidos y que proporciona un mecanismo de defensa contra los
contaminantes (Sharma et al., 2007). La disminucion del dafio genético indica una
reparacion del ADN, perdida de células muy dafiadas o ambos. Esta relacion inversa entre
la concentracion y el dafio al DNA puedo ser debido a la toxicidad de los contaminantes
gue pueden perturbar la actividad enzimatica en la formacion de dafio en el DNA. (Ali et al.,
2008).
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Se esperaba que Maipo y Aconcagua sitios que reciben fuertes descargas urbanas y que
estan localizados cerca de descargas industriales presentaran mayores niveles de
contaminacién en comparacion a Catapilco. En esta investigacion se evidencia la
genotoxicidad de las aguas estudiadas, pero no existe una correlacion entre la
concentracion de metales en tejidos branquiales y la respuesta bioldgica, a excepcion del
Zn en O. brevianalis del rio Maipo (Tabla 8) y del Cu en las especies capturadas de las tres
desembocaduradas (Figura 20) que resulté ser estadisticamente significativa (p<0,05).
Esto puede deberse al uso de las aguas, donde existen factores fisicos y quimicos que
interaccionan con los contaminantes, influyendo directamente en su disponibilidad para los

organismos Vvivos.

Una manera indirecta de medir el efecto o el resultado de las interacciones entre una
poblacion de animales y su medio ambiente es a través de su condicién corporal. La
condicién corporal es una medida relativa del estado nutricional o del nivel de reservas
energéticas en el cuerpo de un animal. Presumiblemente, animales con una buena
condicién corporal estaran en buen estado nutricional y tendran tasas de mortalidad
menores que aquellos de una poblacién en mala condicién corporal (Lugue, 1999). Esto
se deberia a que en animales con un estado nutricional inadecuado el volumen de grasa
se ve afectado y por lo tanto la movilizacién de los contaminantes sera mayor (Reijnders,
2008). Para medir la condicién corporal se utilizo el factor de condicién el cual es una

relacion entre la masa corporal y la longitud de la especie.

En la tabla 2 se observa que los peces de la desembocadura del rio Aconcagua y Maipo no
presentan diferencias significativas en relacion a su masa corporal pero si con las especies
presentes en el estero de Catapilco (p<0,05) quienes presentan un promedio de masa casi
dos veces mayor. La figura 19 indica que no hay una relacién entre el factor de condicién y
el TCS (r = 0,6) por lo que el nivel de dafio genético no tiene mucha relacion con el estado

nutricional de la especie.

El factor de condicién calculado para cada especie fue: Mugil cephalus (K = 1,29) y
Odontesthes brevianalis (0,94) de la desembocadura del Aconcagua. Mugil cephalus (1,41)
y Odontesthes brevianalis (0,78) de la desembocadura del rio Maipo y Odontesthes

brevianalis del estero de Catapilco (0,95).
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Desafortunadamente, a pesar de que se evidencia claramente un nivel mas bajo de masa
corporal en especies de la desembocadura del rio Aconcagua y Maipo en comparacion a
las especies del estero de Catapilco, no es posible aseverar si los peces de la zona de
estudio se encuentran o no en un estado de nutricional desfavorable, ya que no existen
estudios que indiquen cudl es la masa y longitud que deberia tener una pez para ser
considerado como saludable. Por lo tanto, se hace necesario que futuros estudios se
aboquen en entender como los valores morfométricos podrian estar dando cuenta de mejor

manera la condicién corporal de un individuo y sus efectos en su fitness.

A pesar de que Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis son especies resistentes, no
resultaron ser igualmente abundantes en todos los sitios de muestreo esto se puede deber
por la baja calidad ambiental debido a las descargas industriales y domesticas cercanas. El
control sobre la disponibilidad de metales para Mugil cephalus lisa y Odontesthes
brevianalis es diferente segun el metal y la especie, lo que refleja que mdultiples procesos
estan influenciando la biodisponibilidad de metales en la naturaleza. La interaccién entre la
geoquimica de los metales y la fisiologia animal determina las diferencias en la
biodisponibilidad entre los metales téxicos. Por tanto existen diferencias interespecificas en
las concentraciones de metales debido a los diferentes requerimientos y procesos
fisiol6gicos de las especies, lo cual podria explicar la diferencia en la concentracion de
metales presentada por Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis (Cardoso et al.,
2008).

El uso de peces como indicadores biolégicos en los programas de vigilancia de la
contaminacién en ambientes acuaticos es ampliamente reconocido. El principal objetivo de
la vigilancia ha sido la de proporcionar informacién continua y fidedigna sobre la calidad de
los alimentos marinos en materia de salud humana, asi como la de comprobar los
procesos que ocurren en las zonas afectadas de un punto de vista ambiental. El uso de
indicadores biologicos de la contaminacion es eficiente cuando la informacion béasica sobre
aspectos bioldgicos y ecolégicos de los ambientes de evaluacion esta disponible. Algunos
de los requisitos para seleccionar bioindicadores adecuados son, la abundancia, la
facilidad de toma de muestras durante todo el afio, la identificacion de los organismos
seleccionados, su capacidad para acumular los contaminantes y el hecho de que permiten

un acercamiento multitréfico.
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La estimacién de dafio al ADN en el pescado puede ser llevado a cabo con una gran
variedad de muestras de tejidos. Los eritrocitos son de primera eleccion ya que estas
células son féaciles de recoger, sin sacrificar al animal y no es necesario aislar tejido. Se
utilizo Mugil cephalus lisa y Odontesthes brevianalis debido a que estos peces han
demostrado ser lo suficientemente sensibles a los compuestos antropogénicos
(Marcovecchio et al., 2004; Marquez et al., 2008; Andrade et al., 2004; Mohanty et al.,
2011; Carriquiriborde et al., 2008)
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IX. Conclusion

o La técnica fue implementada exitosamente, quedando estandarizada para estudios

posteriores en las condiciones actuales de laboratorio.

o En esta investigacion las aguas de las desembocaduras del rio Aconcagua, Maipo
y del estero de Catapilco presentaron efecto genotoxico sobre Mugil cephalus y
Odontesthes brevianalis.

o Los parametros fisicoquimicos medidos en las muestras de agua se encuentran
dentro del rango normal que permite la conservacion de la biodiversidad acuatica a
excepcién de la desembocadura del rio Maipo en donde el pH y el Pb sobrepasan los
limites maximos permitidos de la norma secundaria de calidad ambiental para la proteccién

de las aguas continentales superficiales de la cuenca del rio Maipo.

o Las concentraciones de metales no se correlacionaron con las respuestas
biolégicas, por lo que la concentracién de metales no puede ser utilizado para predecir el

dafio evidenciado.

o La prueba del ensayo del cometa utilizado en este estudio, es una herramienta
ecotoxicologica necesaria para la evaluacion de aguas potencialmente contaminadas y sus

posibles consecuencias.

o Las evidencias de gentoxicidad en este estudio constituyen sefiales de alerta
temprana, lo que sugiere que podrian surgir efectos a nivel organismos que aun no se

observan.
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Glosario

o Abiético: Medio en que no es posible la vida.
o Afluencia: Gran cantidad.
o Agarosa: Polisacarido que se extrae de las algas. Se caracteriza por formar una

matriz inerte y no toxica que supone una herramienta indispensable para una gran cantidad

de técnicas de biologia molécula.

o Aneugénico: Capaces de producir aneuploidia (cambios en el numero de
cromosomas).
o Antropogénicos: Efectos, procesos o materiales que son el resultado de actividades

humanas a diferencia de los que tienen causas naturales sin influencia humana.

o Bioacumulables: Caracteristica que presentan algunas sustancias que no se

disuelven ni se degradan.

o Bioensayo: Proceso mediante el cual se determinan las caracteristicas y la fuerza
de una sustancia potencialmente toxica atraves del estudio de sus efectos sobre

organismos cuidadosamente escogidos.

o Biodisponible: Capacidad de un medicamento u otra sustancia para que el cuerpo la
absorba y la use.

o Biomarcador: Es una medida de los niveles de contaminacion a que se han

expuesto los seres vivos.

o Biotico: Caracteristico de los seres vivos o0 que se refiere a ellos.
o Cataddromas: Especies que viven en agua dulce pero que se aparean o desovan en
agua salada.
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o Clastogénico: Los agentes clastogénicos son agentes fisicos o quimicos capaces
de inducir roturas cromosémicas.

o Desove: Epoca en la que los peces y anfibios colocan sus huevos.

o Ecotoxicologia: Estudia el destino y los efectos de los contaminantes en los

ecosistemas, intentando explicar las causas y prever los riesgos probables.

o Endolsulfan: Insecticida y acaricida organoclorado.
o Ensayo del cometa: Técnica que permite evaluar dafio en el DNA.
o Escorrentia: Lamina de agua que circula sobre la superficie en una cuenca de

drenaje, es decir la altura en milimetros del agua de lluvia escurrida y extendida.

o Especie reactiva de Oxigeno: Moléculas muy pequefias altamente reactivas que se

originan de forma natural y que tienen un importante papel en la sefalizacion celular.

. Floculacién: Proceso quimico mediante el cual, con la adicibn de sustancias
denominadas floculantes, se aglutinan las sustancias coloidales presentes en el agua,
facilitando de esta forma su decantacién y posterior filtrado.

o Genotoéxico: Toxico dafino para el DNA.

o Haloeurialina: Seres acuaticos que viven en un amplio rango de salinidades sin que

se vea modificado su metabolismo.
o Histona: Tipo de proteina asociada al ADN del ndcleo celular.
o Humedales: Zona de tierras, generalmente planas, en la que la superficie se inunda

permanente o intermitentemente. Al cubrirse regularmente de agua, el suelo se satura,

guedando desprovisto de oxigeno.
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o lliéfago: Se alimentan de detritos y sedimentos cominmente encontrados en el

agua.

o Lixiviado: Escurrimiento de liquidos a niveles inferiores de un suelo mediante

drenaje, arrastrando nutrientes, sales minerales y otros compuestos organicos.

o Nucleosoma: Estructura que constituye la unidad fundamental y esencial de
cromatina.
o Mutagénicos: Es un agente fisico, quimico o biolégico que altera o cambia la

informacién genética

o Precipitado: Materia sélida que por efecto de ciertas reacciones quimicas se forma

en el seno de una disolucién y se deposita mas o menos rapidamente.

o Quelato: Compuesto de coordinacién que resulta de la unién de un atomo central,

generalmente metélico, con una molécula organica formando una estructura ciclica.

o Sedimentos: Materia sélida que después de haber estado flotando en un liquido se

queda en el fondo.

o Xenobidticos: Se aplica a los compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza

es poco frecuente o inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el hombre.
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