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"Sou também como a agua:

Nenhuma barreira podera represar-me

e impedir que me torne um grande oceano;

se barrarem a minha passagem

colocando grandes pedras no meu leito,
converter-me-ei em torrente, cachoeira, e
saltarei impetuosamente;

se me fecharem todas as saidas

eu me infiltrarei no subsolo

permanecerei oculto por algum tempo,

mas ndo tardarei en reaparecer;

em breve estarei jorrando

através de fontes cristalinas,

para saciar deliciosamente a sede dos transeuntes;
se me impedirem também de penetrar no subsolo,
eu me transformarei em vapor,

formarei nuvens e cobrirei o céu;

e, chegando a hora,

atrairei furacdo, provocarei relampagos e trovoes,
desabarei torrencialmente,

inundarei e romperei quaisquer diques e

serei finalmente um grande oceano.”

Masaharu Taniguchi




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

AGRADECIMIENTOS

Son infinitas las gracias que tengo que dar, ha pasado mucho tiempo

desde el inicio de esta maestria en donde hubo muy buenos momentos.

Primeramente agradecer a los que financiaron la realizacion de esta
investigacion, al Laboratorio Tecnoldgico del Uruguay y el Laboratorio de
Fisiologia de la Reproduccién y Ecologia en Peces de la Facultad de

Ciencias en donde se desarrolld todo el trabajo de maestria.

Continlo con mis agradecimientos hacia mi tutora, la Dra. Denise
Vizziano-Cantonnet quien supo guiarme, valoro su tiempo y dedicacién y
sus aportes de conocimiento e ideas durante todo el trayecto de la
maestria.

También a la Ph.D. Diana Miguez impulsora original de la idea de esta
maestria, muchas gracias por el tiempo dedicado, por compartir su

conocimiento y su entusiasmo.

A los miembros del tribunal por su tiempo y dedicacidon en la lectura de

esta maestria.

A Karen Keel que formé parte de este grupo de investigacion en donde
compartimos muy buenos momentos de trabajo experimental e
intercambio de ideas

A Marlene y Guislena por su apoyo invalorable con la histologia.

A todos mis compaferos de trabajo del departamento de Aguas y

Productos Quimicos del LATU que me ayudaron muchisimo y me




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

impulsaron a seguir trabajando. Ellos son: Patricia, Karina, Marcelo,
Ricardo, Ignacio, Victoria, Maria José, Rosario, Laura, Leticia, Maria
Eugenia, Tania, Santiago y la Ing. Cecilia. Extiendo mis gracias a todos
aquellos ex-compaferos de trabajo que estuvieron en “Aguas” vy
principalmente a aquellos que me ayudaron en el desarrollo de las
experimentales: Anabel Martinez, Diego Charquero, Agustina Aizpun,

Shirley Cabrera y Marcelo Bado.

A Julio Berbejillo, Maite Letamendia, Santiago di Landro y Anabel
Martinez, grandes compafieros del FREP. A Anabel especialmente por
todas las horas compartidas en LATU y en FREP, siempre dispuesta a

ayudar y transmitir sus conocimientos.

A Gustavo Saona compafiero y amigo de la ecotoxicologia.

A mis ex - compaferos de trabajo y amigos del Colegio San José de la
Providencia, que siempre me motivaron para seguir adelante.
Especialmente a Uriel, Niko, Nico, Javier, Andy, Juana, Raul, Laura, Ana

y Félix.

A mis grandes amigos de toda la vida para que nos sigamos viendo

siempre y cada vez seamos mas.

Para lo ultimo quiero decirles gracias a: Natty, los Ramos y afines y a
todos los Carnikian Fernandez y afines. Con el apoyo de todos ustedes y
cada uno, con el aporte de todos ustedes y cada uno y con el carifio y el

amor de todos ustedes y cada uno es que pude llevar adelante todo.

Quiero agradecer especialmente a Natty. Por haber estado siempre, por

haberme bancado en los mejores y peores momentos y porque siempre



Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

quisiste lo mejor para mi. Sin vos haber hecho todo esto hubiera sido

inimaginable. Gracias por todo!



Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

CONTENIDOS
2 U 9
INTRODUGCCION.....ciiiiiiiiiiiisssnnsnssnsssessissssss s sssss s ssannsssssssssesssssssssssssnnnnnnnnnns 11
PimepRalES PrOMIEIAS............cccveieeeeeee ettt 14
REPIrOAUCCION N PECES......ocueceetecteeteeeee ettt ettt et ae e e eseeetestesteeteeaeere e 17
Eje Hipotalamo — Hipofisis — GOnada (HPG).......coveveeiieeeceeee e 19
[©1e] g 1= Te £ T3 RRRR 22
L0 17| Lo T SRR 23
Fases de la maduracion del ovario.........cccccoceieieie e, 27
Tejidos SOMALICOS A& SOPOIEE.....c.ciicvieiiieiiceie e e 35
TESHICUIOS ...ttt ettt et et et s e s b et e besbesbeeae e b sreene e 38
S o] g g =Y o e [<] aToTY [ R 38
Tejidos somaticos de teStiCUIOS.......ccciiiicicieece e 43
Esteroidogénesis gONAAAL.......cccooueeviiiiee ettt st 45
Efectos de perturbadores enddcrinos sobre Pimephales promelas........................ 48
HIipOtesis de trabajo........ccicuiiiciiececec et e 55
ODbJELIVO GENEIAL.....ci e et .55
ObjJetivos E@SPECITICOS. ......cuiiviicieieeeicteee et s ne e 56
MATERIALES & METODOS.....ccuttiiiiiiiiiiiisssssssssssnssssesimmssssssssssssssssssssssssmsm e 57
Desarrollo de ensayos de toxicidad CroniCa.........cccvveeceiceeeecieceee e e 57
DisSeN0 @XPerimMENtAL.....ccciiiiiieieieieseee et 57
ODbtencidn de EJEMPIATES ......ooviceecee ettt et 59
CUltivo de €JEMIPIATES ..o 60
SEleCCiON A& MUESEIAS......ocueceeceeeeeeeeee ettt ettt re e 60
Colecta del material bioldgico y obtencién de datos.........cccceveevvievieennnen. 61
Estudios histolégicos cualitativos y cuantitativos..........cccccoeveviiiciecciicicccee 62
Estudios morfologicos y puesta de OVUIOS...........cccueeveeeieeeeee e e, 65
ANALISIS B AALOS.....ccuiiiicieciecte ettt b e b b eaeebe e e aeaeas 67
RESULT ADO S ... ittt rasss s rssssasss s s ras s srassassnsnsssssssnssnsssnssnsnnnsnnnns 68
BIOBNSAYOS. ...ttt e a e anree s 68
(Or-] r=Toin=] g uTot= 1o g gTe] g (o] [ Yo LLot= T3 69
=11 SO SP 69
<o J SRR 71
| RaYs [Te{<WeTo] aF=Te [oX-Yo] 1 g F- L [clc I 73
TUDEIrCUIOS NUPCIAIES. ....cviuiciiicieeee ettt eae e re e 75
PUESEA B OVUIOS.....cuecuieiecece ettt bbb bbbt s ae e 76
Resultados histoldgicos cualitativos.........ccccecvieiciiciieceeec e 79
Analisis histoldgicos cuantitativos..........occccceiiiciceccce e 84
Experimento con el efluente urbano.........ccccoccveiievi s 84
Experimento con el efluente industrial.........ccoooi i, 87
Experimento de tratamiento con estradiol 17-B a 150 ng I™*........cc.c......... 90
Experimental de tratamiento con estradiol 17-B a 450 ng I™.....cccoeouc.... 93
[ £ o 113 Lo ] ¥ SR 97
CONCLUSIONES. ...t it trs s rs s s s s sra s s s sra s s s ra s s s aaasaansRasEsnsnmsssnsnnnnens 115
(234118 Qo T el 7Y o - N SR 116
2 1 T 131

Y = T I 132




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

WONOUNRAEWN =

41.
42.
43.

44.
45.

FIGURAS
Ejemplares de Pimephales promelas post-experimentacion...........cccoeveevveee cevevvvennnne. 15
Dimorfismo sexual en Pimephales promelas..............coeeeveeeecieeesieeeiieeeesieesei v 16
Representacion del eje Hipotalamo-Hipdfisis-Gdnada en peces..........ccccveu ... 21
Ovario de Pimephales Promelas..............c.couveeeiieecccie et 24
Ovario de Pimephales PromMeEIas..............oceeeveeceeiieeieeeeese ettt 24
FOIICUIO OVATICO. .....eieeee ettt ettt et teeteeteeteeteete et et eneenes 25
Ovogonia de Pimephales PromeElas.............ooueeeiieiiiiie e 28
Ovocito de Pimephales promelas en estadio de cromatina nucleolar ..................... 29
Ovocito de Pimephales promelas en estadio perinucleolar........ccccccoeeeciniieeccieen, 29
Ovocito de Pimephales promelas en estadio de alvéolo cortical.........ccccvvvvenne.... 30
Ovocitos de Pimephales promelas en vitelogénesis temprana y tardia.................. 31
Regulacién hormonal de la maduracion ovVOCIitaria.........cccoceevveieieeeeceeeeeee e 32
Ovocito de Pimephales promelas en estadio maduro..........cccccceeveveeeviie e e, 32
Foliculo post-ovulatorio de Pimephales promelas..............ccccccoceeeveeeceevieiesieseinaenns 34
Ovocito pre-ovulatorio en atresia temprana de Pimephales promelas..................... 35
Interaccion de las células de la teca y granulosa en esteroidogénesis.................. 37
Tubulo espermatogénico tipo CISTICO........cccvcivieiiiccc e 39
Testiculo irrestricto de telEOSLEOS. .....coi i, 40
Espermatocisto de Pimephales promelas............ccocooiiooiiiiiiii i 41
Tipos celulares testiculares de Pimephales promelas...........ccccccvoecoeicenccnenineccnennen. 42
Células de Sertoli de Pimephales PromeEIas............ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeereeireseean, 43
Células de Leydig de Pimephales promelas..............cccccceeeveveeeveseseeiesiesiaesivssaesienns 45
Eje Hipotalamo-Hipofisis-Godnada en hembras...........ccooveevieveeecece e 47
Esquema de disefio eXperimental........coouiiiiiiii e 59
Localizacion de lugar de muestreo y planta de produccion de celulosa.................. 61
Clasificacion de estadios gonadales en el ovario de Pimephales promelas............ 63
Clasificacion de estadios gonadales en el testiculo de Pimephales promelas......... 64
Tubérculos nupciales en Pimephales promelas...............c.ccccoceeveeeceieceeeseieeesesieenns 66
Ejemplares de Pimephales promelas post-exposicion con dimorfismo sexual......69
Longitud total de Pimephales promelas post-eXposiCiOn...........cccoevveeieieceeeeeenennns 71
Peso de Pimephales promelas post-eXpOSiCiON.........ccccccvvveiieiiiiieeiieece e 73
IGS de Pimephales promelas post-€XPOSICION..........c.ccveveiiecieee e 74
Tubérculos nupciales de Pimephales promelas post-exposicion............ccccceeuveue.... 76
Puesta de 6vulos de Pimephales promelas post-exposiCiOn...........ccoeveevvevevreiveinennn. 78
Histologia de testiculo de Pimephales promelas post-exposiCion..........cccoeeevevennen. 79
Estadios de desarrollo testicular de Pimephales promelas post-exposicion............ 80
Histologia de ovario de Pimephales promelas post-exposicidn ........c.cccccceevvevenenene. 82
Estadios de desarrollo ovarico de Pimephales promelas post-exposicion............... 83
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a un efluente
(8T o= o J PP 85
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a un efluente
(8] g o = o Lo TSRS 86
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a un efluente
Yo [0 1] o o = | P 88
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a un efluente
o 18 13 o o = | PP 89

Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a E2 17-B 150 ng I*...91
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a E2 17-8 150 ng 1192
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a E2 17-8 450 ng I...94




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

46.

XN A WN

©

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.

Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a E2 17-8 450 ng 1195

TABLAS
Efectos en Pimephales promelas expuestos a efluentes urbanos e
Yo 10 F1 o o = | 1= OO 51
Estadios gonadales en ovarios y testiculos de Pimephales promelas............ 62y 63
Talla de Pimephales promelas post-eXPOSICION..........cccecieveieeeecieeeceeee e 70
Peso de Pimephales promelas post-eXPOSICION...........ccoveeeeeiveeeeieiece e 72
IGS de Pimephales promelas post-eXPOSICION............ccecveueeeeeeieieiece e, 74
Tubérculos nupciales de Pimephales promelas post-exposicion.............ccccccueeueee... .75
Ovulos puestos de Pimephales promelas post-eXPOSICION.......o..weeeeeerrerereeeereeens 77
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a un efluente
8T 0= o T OSSR 84
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestas un efluente
(U] o 0 T=1 o o TO 86
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a un efluente
[ e 18 ] u = | PO RO UOR SRRt 87
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a un efluente
[ o 18 13 o o = SRS 89

Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a E2 17-8 150 ngl™...90
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a E2 17-B 150 ngl™...93
Histologia cuantitativa de machos de P. promelas expuestos a E2 17-B 450 ngl™...93
Histologia cuantitativa de hembras de P. promelas expuestos a E2 17-8 450 ngl*.95
Efectos observados en Pimephales promelas expuestos a un efluente urbano, un
efluente industrial y las dosis de E2 17-B 150 ngl™ y 450 ngl™.....coviiiiiieiiiiieciee e 96




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

RESUMEN

En esta tesis se evaluaron los efectos del agua del arroyo Fray
Bentos que recibe la descarga de efluentes de Fray Bentos (efluente
urbano) y del efluente industrial de una planta de producciéon de pulpa
de celulosa de la misma ciudad, utilizando como modelo de estudio
toxicoldgico a la especie de pez Pimephales promelas. Asumiendo que
este tipo de efluentes pueden ser estrogénicos o androgénicos y por lo
tanto actuar como perturbadores enddécrinos afectando al sistema
reproductivo, la hipdtesis de trabajo fue considerar que dichos efluentes
tenian actividad estrogénica. Se analizaron los efectos de la exposicion
de los efluentes mediante el estudio de la histologia gonadal, a niveles
cualitativos y cuantitativos. También se evalud el posible efecto sobre el
indice génado - somatico (IGS), los tubérculos nupciales y la puesta de
ovulos, caracteristicas que pueden ser afectadas por los perturbadores
enddcrinos y para conocer si los efluentes no afectan el normal
desarrollo de los peces se estudid su talla y peso en organismos control
y tratados.

La exposicion durante 21 dias de los peces al estradiol en dos
dosis (150 y 450 ngl?!), y a los efluentes urbanos e industrial no
produjeron alteraciones cualitativas a nivel gonadal como degeneracién

celular o el desarrollo de testis-ova u ova-testis. Solamente la dosis mas
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baja de estradiol (150 ngl!) tuvo efecto en alguna de las variables
analizadas. El estradiol no afect6 la talla, el peso total, el IGS, el nUmero
de tubérculos nupciales, ni indujo cambios en la histologia gonadal. Sin
embargo, dicha dosis indujo una disminucion significativa (p<0.05) del
42% en el numero de espermatozoides y un aumento significativo
(p<0.05) del 50% en los 6vulos liberados. Esta fue nuestra referencia
de estrogenicidad en las condiciones experimentales utilizadas. El Unico
efecto significativo observado en el efluente urbano fue una disminucién
en la talla de los machos, el resto de los elementos estudiados no
presentd una variacidn cualitativa o cuantitativa. El nUmero de 6vulos
liberados totales aumenté a partir del dia 13, pero la diferencia no fue
significativa (p>0.05). Este aumento del numero total de ovulos
emitidos al final del experimento es un dato que sugiere un posible
efecto estrogénico leve del efluente urbano.

Por su parte el efluente industrial no afectd las variables
estudiadas salvo el numero de ovulos liberados que disminuyeron
significativamente (p<0.05) a la mitad, lo que sugiere una actividad
androgénica que afecta a un parametro reproductivo fundamental como
lo es el nUumero de dvulos emitidos. Este resultado podria tener un
efecto a nivel poblacional de comprobarse efectos similares en estudios

en especies de peces nativas.
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INTRODUCCION

Muchos cuerpos de agua reciben cantidades significativas de
productos quimicos naturales y sintéticos (de fuentes puntuales y
difusas) que actuan como perturbadores endocrinos (EDCs) y que
constituyen una amenaza para la salud reproductiva de las poblaciones
de peces (Hutchinson et al. 2006) debido a que el sistema reproductivo
de los peces es sensible a sus efectos (Gregory et al. 2007).

Las fuentes comunes de EDCs incluyen efluentes urbanos (Nichols
1999, Todorov et al. 2002, Filby 2007), industriales (Parrot 2005, Mc

Master 2006, Hewitt 2008) y el uso de agroquimicos (Tillit et al. 2010).

La Organizacion Mundial para la Salud (OMS) en su programa
internacional de seguridad quimica (IPCS, 2002) define a los
perturbadores enddcrinos (EDCs) como “una sustancia o mezcla de
éstas que posee propiedades que podrian conllevar a la perturbacion
enddcrina en un organismo intacto, en su progenie, o en sus (sub)
poblaciones” (Heindel et al. 2012).

Cualquier alteracién de las senales enddcrinas o en el blogqueo de
sus funciones puede resultar en alteraciones en las funciones de este

sistema (Gregory et al. 2007).
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Comunmente hay dos vias por las cuales un compuesto quimico
puede alterar la accion de las hormonas: una via en la cual el
compuesto quimico interacciona con el complejo proteico hormona-
receptor y otra via en la el compuesto quimico ejerce su accion sobre
una proteina que controla o regula el envio de la hormona al lugar y
tiempo correcto (Heindel et al. 2012).

Los perturbadores enddcrinos tienen el potencial de modular o
interrumpir la sintesis, secrecién, transporte, unién, accion o eliminacion
de hormonas enddgenas en el organismo afectando la homeostasis, el
desarrollo, la reproduccién y el comportamiento de los organismos
(Segner et al. 2003).

Algunos EDCs pueden imitar a las hormonas sexuales en su
accionar y producir la alteraciéon de dichas hormonas llevando a cambios
o fallas en la reproduccion (Bernanke 2008). Sin embargo, los efectos
de la exposicidn a EDCs pueden llegar a ser dificiles de cuantificar y
evaluar porque el sistema enddcrino de los vertebrados es complejo

(Denslow & Sepulveda 2007).

Una de las formas de deteccién de efectos inducidos por un
perturbador endocrino potencial a nivel bioldgico es el uso de diferentes
modelos animales para comprobar si se dan alteraciones en las

funciones en los mismos como la reproduccidon, el crecimiento o el
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comportamiento.

Los “Bioensayos” son experimentos disefiados para utilizar el
organismo correcto, la variable a medir en un medio y tiempo deseado
(Taylor & Scroggins 2013). Permiten determinar la toxicidad de una
sustancia o un material mediante la medicién de los efectos que
producen en organismos vivos (Taylor & Scroggins 2013). Con el
incremento de la experiencia en bioensayos y en el cultivo de peces las

técnicas se han vuelto cada vez mas sofisticadas (Ankley et al 2001).

En Uruguay se ha instalado una industria de produccion de pulpa
de celulosa en las cercanias a la ciudad de Fray Bentos y la presencia de
compuestos quimicos capaces de comportarse como EDCs en el efluente
que es vertido al rio Uruguay (Miguez 2013) requiere de la evaluacién
ecotoxicoldgica del mismo.

El Laboratorio Tecnoldégico del Uruguay (LATU) impulsa el
desarrollo sustentable del pais (www.latu.org.uy) y realiza desde el afo
1998 bioensayos de toxicidad aguda y crdénica en agua dulce con el
microcrustaceo Daphnia magna y desde el ano 2007 con el pez
Pimephales promelas. Esta especie de pez es un modelo de estudio de
toxicologia validado previamente en América del Norte (Ankley et al.

2001, Wolf et al. 2004, Leino et al. 2005, USEPA 2006) para evaluar el
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posible impacto de los compuestos quimicos, efluentes industriales vy
urbanos sobre una parte de la biota.

Antecedentes de exposicion en Uruguay de P. promelas fueron
realizados por Keel (2012) como parte de este mismo proyecto de
investigacion sobre marcadores moleculares de la reproduccién en el
higado. A su vez, Saona et al. (2015) compararon la respuesta aguda de
distintos efluentes industriales sobre las larvas de la especie autdctona

de pez Cnesterodon decemmaculatus con larvas de P. promelas.

Pimephales promelas "Fathead minnow”

Pimephales promelas Rafinesque, 1820 (Teleostei:Cipriniformes)
es una especie presente en E-E.U-U. a través del medio-oeste, en la
cuenca superior del rio Missisipi, al oeste hasta el estado de Utah, al
norte hasta Canada y en el este hasta el estado de Maine (Page & Burr
2011).

Debido a su extensa distribucion y su facil cultivo en laboratorio se
la ha utilizado ampliamente en test de toxicidad aguda, crénica y
ensayos de ciclo de vida en América del Norte y Europa (Dietrich &

Krieger 2009).
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P. promelas es un pez pequefio de coloracion amarronada en la
region dorsal y plateada en la ventral (Fig. 1). Los adultos miden entre
3,5y 7,5 cm y alcanzan la madurez sexual a los 4 - 5 meses post-

eclosion (Jensen 2001; Dietrich y Krieger 2009).

Figura 1. Ejemplar macho (imagen superior) y hembra (imagen inferior) de P. promelas después de la

exposicidn a un ensayo de toxicidad cronica de 21 dias de duracién (Barra = 10 cm.).

Posee dimorfismo sexual bien marcado en la etapa de cortejo, en
el cual las hembras desarrollan el ovipositor y los machos presentan una
coloracion caracteristica de 1 franja lateral vertical oscura y 2 plateadas
(Fig 2). También los machos poseen tubérculos nupciales en el hocico y
en este periodo presentan el desarrollo de tejido esponjoso a manera de
cresta conocido como “cresta dorsal” o “Dorsal Pad” en la regidon dorsal

desde el espacio interorbital hasta la base de la aleta dorsal (Fig. 2).
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Su estrategia reproductiva corresponde a la de un desovante
fraccionado (la puesta de évulos de a 50 - 100 huevos cada 3 - 5 dias) y
la gametogénesis en ambos sexos ocurre asincrénicamente (Ankley et

al. 2001).

CD
B.L.

T.N.

Ov.

Figura 2. Dimorfismo sexual en P. promelas. Arriba un ejemplar macho y abajo hembra (Tomado de
http://aquaponicsnation.com) (B.L.: banda lateral; C.D.: cresta dorsal,; T.N.: tubérculos nupciales; Ov.:

ovipositor. Barra = 1cm.).
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Reproduccion en peces

Los peces teledsteos han sido ampliamente estudiados desde
inicios del siglo XX, desde el punto de vista morfoldgico, reproductivo y
endocrinoldgico (Fostier et al. 1983, Nagahama 1983, 1994, 2008,
Peter 1983) especialmente teniendo en cuenta el eje hipotalamo-
hipéfisis—-gonada tanto con objetivos basicos como aplicados a la
acuicultura.

Con el surgimiento de problemas de contaminacion ambiental y la
deteccion de productos quimicos capaces de comportarse como
perturbadores enddcrinos vertidos en el medio ambiente, la informacién
generada en peces resultdé muy importante para evaluar a través de los
mismos los posibles efectos de efluentes urbanos e industriales sobre
una parte de la biota. Es por ello que autores como Segner et al. (2003)
y Ankley et al. (2001) han recomendado el uso de estos vertebrados

para el desarrollo de test de estudios sobre disrupcion endécrina.

El Sistema enddcrino es, en conjunto con el sistema nervioso, el
encargado del mantenimiento de la homeostasis y del control del
ambiente interno. Funciona a través de la liberacidon de moléculas que
regulan a los o6rganos mediante su unién primaria a los receptores

celulares de dichos drganos. El sistema enddcrino incluye a todos los
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organos que funcionan exclusivamente como glandulas enddcrinas asi
como también a aquellos que secretan moléculas en conjunto con otras
funciones (Raven & Jhonson 2001). Este sistema se comunica a través
de mensajeros quimicos llamados hormonas (Hickman et al. 2001).

Las gonadas son glandulas exdcrinas y enddcrinas y estan
reguladas por el eje hipotalamo-hipdfisis-génada que asegura en peces
una actividad ciclica que permite la reproduccién y por lo tanto la
sobrevida de una especie.

La actividad reproductiva es estacional o ciclica porque se ha
acoplado desde el punto de vista ecoldgico con los factores ambientales
que permitan la sobrevida de los embriones y larvas y sea por tanto
exitosa. El proceso de la reproduccion sexual estd controlado por
hormonas y regulado por factores ambientales como la ingesta de
alimento, cambios en el fotoperiodo, patrones de lluvias, temperatura,
estimulos sociales (Hickman & Roberts 2001). El sistema reproductor de
es sensible a los efectos de los contaminantes ambientales (Gregory et
al. 2007).

El sistema nervioso central posee un rol fundamental en el
control de la reproduccion bajo dos aspectos principales: integra las
sefales externas (luz, temperatura, nutrientes, factores sociales) e
internas (hormonales) y transmite las senales a los efectores enddcrinos

a través de una accion moduladora sobre la actividad de la hipdfisis.
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Eje Hipotalamo - Hipofisis - Gonada (HPG)

Cada individuo cuenta con un sistema que reciba las
informaciones procedentes del exterior asi como del interior del
organismo, integrandolas y regulandolas. Estas complejas funciones se
llevan a cabo a lo largo del eje cerebro-hipdfisis-génada (Kah et al.
1993). Los estimulos ambientales son captados por el SNC y este

responde liberando neurohormonas (Munoz Cueto 2005).

Las neurohormonas relacionadas con el sistema gonadal en la
hipofisis se conocen como hormonas liberadoras de gonadotropinas o
por su sigla en inglés GnRH (gonadotropin releasing hormone). El GnRH
producido por el hipotdlamo es un decapéptido que en peces teledsteos
accede a la hipdfisis anterior por inervacién directa, y su interaccidon con
receptores especificos situados en las membranas de las células
gonaddtropas, los cuales, acoplados a sistemas de segundos mensajeros
estimulan la sintesis y secrecién de gonadotrofinas (Peter et al. 1991).

Las gonadotrofinas son hormonas de naturaleza glico-proteica y
dirigen el desarrollo gametogénico y la secrecion de esteroides

gonadales (Nagahama 1994).

En peces la gonadotrofina GTH I corresponde a la hormona
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foliculo estimulante (FSH) de tetrdpodos y GTH II a la hormona
luteinizante (LH) (Querat et al. 2000). La accidén de éstas en las gbnadas
estd mediada por la union de las mismas a receptores de membrana de
ciertas células gonadales e implica la activacidon de la ruta de sintesis y
secrecion de diferentes esteroides sexuales (Swanson 1991). Los
esteroides sexuales actuan sobre el higado, la gonada, la hipodfisis y el

cerebro en un circuito de retroalimentacion.

El eje HPG es un sistema dinamico con retroregulaciones positivas
y negativas que permiten un optimo control del proceso reproductivo
(Dietrich & Krieger 2009) (Fig. 3). Una de las definiciones mas utilizadas
de disruptores endocrinos desde una perspectiva regulatoria los
considera como: “agentes que causan alteraciones en la reproduccion o
el desarrollo a través de efectos directos sobre el eje hipotalamo-
hipofisis-gonada (HPG) o hipotalamo-hipdfisis-tiroide (HPT) (Ankley et
al. 2009).

Es por ello que una alteracién en cualquier parte del eje HPG
puede afectar el desarrollo final de la génada y en especial la produccion
de gametos viables que es el punto clave que permitird una

reproduccion exitosa.
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Figura 3. Representacion esquematica del Eje Hipotalamo - Hipdfisis - Gonada (HPG) en peces teledsteos y

en mamiferos. En los teledsteos las neuronas hipotalamicas alcanzan directamente a la hipdfisis/pituitaria

(tomado de http://physiologyonline.physiology.org/content/26/6/412).
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Gonadas

Considerando la complejidad del proceso de generacion de
gametos o gametogénesis y la capacidad de los disruptores enddcrinos
de afectar dicho proceso es necesario que las etapas que comprenden el
desarrollo de la gametogénesis en especies de peces modelo estén bien
caracterizadas a nivel histoldgico.

La comparacion de efectos observables a nivel gonadal a través de
la histologia (ej: ova-testis; retraso en la espermatogénesis) y la posible
relacién entre dicho efecto y el agente disruptor depende fuertemente
de los estudios de la biologia reproductiva de la especie de pez en
consideracion.

Para P. promelas los estudios de la biologia reproductiva son
numerosos (Yonkos et al. 2000, Jensen et al. 2001, Ankley et al. 2001,
USEPA 2006, Watanabe et al. 2007, Dietrich & Krieger 2009),
habiéndose desarrollado normas y protocolos de los efectos de EDCs
sobre la génada de esta especie de pez (USEPA 2002, OECD 2009).

Dado a que el interés es demostrar la presencia de alteraciones
morfoldgicas en ovarios y testiculos de P. promelas, asi como también
en algunos de sus parametros reproductivos se desarrolla en la préxima
seccidn una introduccidon sobre la morfologia gonadal del modelo de

estudio en base a trabajos previos realizados por diversos autores.
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Ovario

El sistema reproductor femenino de los peces teledsteos es
altamente variable (Dietrich & Krieger 2009). En P. promelas el ovario
es un organo formado por |ébulos elongados orientados
longitudinalmente dentro de la cavidad abdominal que contienen
ovocitos en varios estadios de madurez (Yonkos et al. 2000) (Fig 4). Los
ovarios estan rodeados por la tunica albuginea constituida por tejido
conjuntivo fibroso, en continuidad con el mesovario (Fig. 5). La tunica
albuginea se pliega dentro de las lamelas ovigeras, las cuales estan
orientadas perpendicularmente al eje mayor de cada Iébulo del ovario.
Las paredes de las lamelas ovigeras estan compuestas de epitelio

germinal y folicular sostenidas por el tejido conjuntivo estromal.
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Figura 4. Ovario de P. promelas. 1. Tejido conjuntivo de la tunica albuginea; 2. Ovocito en estadio II; 3.
ovocito en estadio III; 4. Ovocito en estadio IV; 5. Ovocito en estadio V; 6. Ovocito atrésico (Tomado de

Yonkos et al. 2000. Barra = 412 ym. http://aquaticpath.phhp.ufl.edu/fhm/female.html).

Figura 5. Ovario de P. promelas. 1. tejido conjuntivo de la tUnica albuginea; 2. ovocito en estadio III; 3.
ovocito en estadio IV 4. ovocito en estadio tardio V; 5. ovocito en estadio V temprano; 6. ovocito atrésico; 7.
vaso sanguineo (Tomado de Yonkos et al. 2000. Barra = 186 pm.

http://aquaticpath.phhp.ufl.edu/fhm/female.html).



http://aquaticpath.phhp.ufl.edu/fhm/female.html
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Los foliculos ovaricos (Fig. 6) se originan a partir del epitelio
germinal y estan formados por los ovocitos y las células somaticas que
lo rodean. Las células somaticas son las células de la granulosa y de la
teca y constituyen la envoltura folicular; éstas presentan un desarrollo
sincronico paralelo al de las células de la linea germinal. Los ovocitos
estan cubiertos por la envoltura vitelina, corion o zona radiata la cual es
una envoltura acelular que rodea al ovocito y se deposita entre la

membrana celular ovocitaria y las células de la granulosa, paralelamente

a la vitelogénesis.

Vitelline
envelope

Ooplasm

Zona radiata

Oocyte

Foliicle

Figura 6. Foliculo ovarico. Este término se utiliza cuando el ovocito se encuentra rodeado de las capas de

células de la teca y células de la granulosa (tomado de USEPA 2006).
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Muchos teledsteos son reproductivamente ciclicos por tanto el
ovario varia en apariencia durante el desarrollo del ciclo reproductivo. Se
reconocen tres tipos de ovarios segun sus estrategias de desove:
sincrénicos, de grupo sincrénico y asincrénico. En los sincrénicos todos
los ovocitos se desarrollan y ovulan al mismo tiempo, en los de grupo
sincrénico se reconocen por lo menos dos grupos de ovocitos presentes
para un mismo momento del ciclo y en los asincrénicos ovocitos en
todos los estadios de desarrollo estdan presentes en una etapa

determinada (Dietrich & Krieger 2009).

Pimephales promelas posee un ovario de tipo asincrénico (Fig. 4y
5) sin embargo, para esta especie se reconoce una variante (Dietrich &
Krieger 2009). P. promelas se define como desovante fraccionado cada
dos a tres dias. La frecuencia de tamafios de los ovocitos es continua
excepto en ovarios maduros, en donde hay una clara separacidon entre

los ovocitos maduros y en vitelogénesis (Dietrich & Krieger 2009).
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Fases de la maduracion del ovario

Después de la formacion de las células primordiales (PGCs) y su

posterior transformacién en ovogonias la ovogénesis puede ser descrita

en 4 pasos principales de acuerdo a Dietrich & Krieger (2009):

Transformacion de las ovogonias en ovocitos (inicio de la meiosis)
Crecimiento de los ovocitos, el ovocito acumula reservas
nutricionales necesarias para el desarrollo del embrién y también
ARN y completa la diferenciacion de sus envolturas celulares y no
celulares. El ovocito queda detenido en la primera profase
meiotica (Lubsenz et al. 2010).

Maduracion. Reanudacién de la meiosis, rompimiento de la
envoltura del nlcleo o vesicula germinal (GVBD), como
consecuencia del reinicio de la meiosis detenida en profase y
liberacion del primer corpusculo polar al final de la primera
division.

Ovulacién. Expulsidon del ovocito, detenido en metafase II, de su
foliculo hacia la cavidad ovarica o abdominal seglin la especie

(Lubsenz et al. 2010).
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Ovogonias - Después de la diferenciacion gonadal o en la vida
adulta, al inicio de cada ciclo reproductivo, una fraccion de ovogonias
(Fig. 7) presentes en los ovarios sufren divisiones mitdticas

transformandose en ovocitos lo cual da inicio a la meiosis.

10 pm

Figura 7. Ovogonia de P. promelas. El nucleo de una sola ovogonia es sefialado por la flecha (tomado y

modificado de USEPA 2006.)

Estadio cromatina nucleolar - los ovocitos surgen del epitelio
del ovario. En este estadio, en el cual se ha iniciado la meiosis, esta
division se detiene en el diploteno de la primera profase y se establece
el foliculo inicial o pre-foliculo. Las células del pre-foliculo
(presuntivamente células de la granulosa) y su membrana asociada
rodean cada ovocito formando un complejo o un foliculo primordial (Fig.

8).
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Figura 8. Ovocito en estadio de cromatina nucleolar en el epitelio germinal. (tomado y modificado de USEPA

2006.)

Estadio perinucleolar - concomitante al crecimiento del ovocito,
el nucleo o vesicula germinal, aumenta de tamafio y multiples nucléolos
comienzan a observarse en general en la periferia del nacleo (Fig. 9). El
citoplasma se tifie uniformemente a pesar de que en fase avanzada de
este estadio comienzan a visualizarse vacuolas en el citoplasma

caracterizando el comienzo de la préxima fase.

Figura 9. Ovocito de P. promelas en estadio perinucleolar. Las flechas indican el surgimiento de nucléolos en

la periferia de la vesicula germinal (tomado y modificado de USEPA 2006.)



Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

Alvéolos corticales - Formacidon de las vesiculas o alvéolos
corticales en el citoplasma. En las observaciones de cortes histolégicos
de ovarios coloreados con hematoxilina y eosina (H&E) estas
formaciones parecen vacias debido al alto contenido de polisialo-
glicoproteinas que son sintetizadas por el ovocito durante la mitad y
hacia el final del crecimiento previtelogénico. Las vesiculas incrementan
en numero y tamafio y forman columnas en la periferia del ovocito
dando origen a los alvéolos corticales (Fig. 10). El término vesicula de
vitelo (del inglés “yolk vesicle”) es considerado equivocado por Selman
et al. (1987) y Bromage & Cumaranatunga (1988); y Selman & Wallace
(1989) proponen su reemplazo por el de ‘alvéolos corticales” (Dietrich &

Krieger 2009).

Figura 10. Ovocitos de P. promelas en estadio de alvéolo cortical. El citoplasma de los ovocitos se comienza
a llenar de vesiculas que se denominan alvéolos corticales. Con flecha negra se sefiala un ovocito entrando

en la fase de vitelogénesis temprana (tomado y modificado de USEPA 2006).
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Vitelogénesis - La aparicién de proteinas de vitelinas formando
“granulos de vitelo”, es caracteristica del estado de vitelogénesis y para
P. promelas se reconocen los estadios de vitelogénesis temprana y
tardia (Fig. 11A y 11B). Los granulos son muy pequefos al inicio,
mantienen su estructura conforme el desarrollo del ovocito formando
una “masa” o “fluido” de vitelo. La fusidn de los granulos de vitelo
comienza en su formacién inicial y continla hasta la maduracion final. El
crecimiento del ovocito implica la captacion y acumulacion de la proteina
vitelogenina que llega a la superficie del foliculo a través de la
circulacién sanguinea proveniente del higado y atraviesa la envoltura

folicular y la membrana plasmatica del ovocito.

Figura 11. Ovocitos en vitelogénesis de P. promelas. Vitelogénesis temprana en A) donde se comienzan a
visualizar las vesiculas de vitelo en el ovocito. En flecha larga rosados y en flecha corta rojos. Vitelogénesis
tardia en b) los granulos de vitelo llenan el citoplasma y el nucleo tiene una localizacién central. Barra = 100

pm. (tomado y modificado de USEPA 2006).
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Maduracion - La maduracion del ovocito en peces es regulada
por tres mediadores: LH, hormona inductora de la maduracion (MIH), y
el factor promotor de la maduracion (MPF) (Fig. 12) (Nagahama &

Yamashita 2008).
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Figura 12. Diagrama esquematico de la regulacion hormonal de la maduracidn en ovocitos en peces. La
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gonadotrofina (hormona luteinizante, LH) liberada desde la pituitaria estimula la producciéon de la hormona
inductora de la maduracién (MIH) (17,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one, 17,20B-DP en muchos peces) por las
células foliculares de la teca y granulosa. La sefial del MIH induce la formacién del factor promotor de la
maduracion (MPF) induciendo el rompimiento de la vesicula germinal y la maduracién ovocitaria (tomado de

Nagahama y Yamashita 2008).

El inicio de la maduracion esta indicado por la migracion del nicleo
o vesicula germinal hacia el polo animal y la disolucidon de su envoltura
(Fig. 13). En esta etapa continla y se completa la primera division
meidtica, se inicia la segunda division la cual progresa hasta metafase

II. A esta altura los ovocitos estan prontos para ser liberados vy
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fecundados.

La fecundacion ademas de la unién de los gametos, induce la
liberacién del contenido de los alvéolos corticales en el espacio
perivitelino, promueve la hidratacién, en las especies que poseen este
fendmeno, y el endurecimiento de la membrana vitelina o corién asi
como el reinicio y la culminacion de la segunda divisidn meiodtica y la

expulsién del segundo cuerpo polar (Dietrich & Krieger 2009).

Figura 13. Ovocito en estadio maduro en el ovario de P. promelas. El crecimiento de los granulos de vitelo
alcanza su maximo y la migraciéon del nucleo hacia la periferia comenzé. Barra = 100 ym. (tomado y

modificado de USEPA 2006).

Foliculos post-ovulatorios - Los ovocitos en metafase II son
liberados de sus foliculos hacia la cavidad del ovario y las células
foliculares quedan en el ovario en forma de estructuras foliadas
denominadas foliculos post-ovulatorios (FPO). Generalmente, una capa
altamente vascularizada de células de la teca caracteriza a los FPO (Fig.

14).
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Figura 14. Foliculo post-ovulatorio (FPO) en P. promelas. Las flechas indican la ubicacidén del FPO rodeado de

3 ovocitos. Barra = 25 pym (tomado y modificado de USEPA 2006).

Foliculos atrésicos - Es comun la presencia de éstos en el ovario
(Fig. 15). Ademas de ser un fendémeno fisioldgico de la ovogénesis, el
estrés y otros factores ambientales como: mala nutricién, factores
fisicos, sobrepoblacion, xenobidticos, pueden aumentar la cantidad de
foliculos atrésicos (Dietrich & Krieger 2009). Este mecanismo es un
procesos altamente regulado que se considera esencial para el
mantenimiento de la homeostasis del ovario (Lubsenz et al. 2010).

El proceso de atresia y la resorcién de los foliculos ovaricos en
peces se caracterizan por cambios morfolégicos en el ovocito y las
células foliculares. Las Ultimas comienzan a fagocitar con vacuolas
digestivas que incorporan y digieren el vitelo del ovocito asi como
también otros componentes del mismo (Lubsenz et al. 2010). En

aquellas especies con ovarios asincrénicos pero con claro patrén de
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desove como P. promelas la atresia es un proceso de limpieza (Dietrich
& Krieger 2009).

La exposicion a estrégenos o similares, inhibidores de la enzima
aromatasa o compuestos de xenobidticos han inducido aumentos de
atresia folicular principalmente en aquellos foliculos en vitelogénesis
(Dietrich & Krieger 2009).

Este es uno de los procesos que tienen gran interés para la
identificacion de posibles efectos negativos de los efluentes a estudiar

sobre el desarrollo ovocitario y la gametogénesis.

Figura 15. Ovocito pre-ovulatorio en estado de atresia temprana en el ovario de P. promelas. Se observa la

degradacién en proceso de la zona radiata. Barra = 120 ym (Tomado y modificado de Leino et al. 2005)

Tejidos somaticos de soporte

La estructura basica del foliculo ovarico (Fig. 6) se establece

cuando las células pre-foliculares (futuras células de granulosa) y de su
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membrana basal envuelven al ovocito completamente en el estadio de
cromatina nucleolar. Las células de la granulosa forman una monocapa,
rodeando al ovocito y contactan con él por uniones comunicantes (en
inglés: “gap junctions”). A su vez, las células de la granulosa contactan
por fuera con las células de la teca, otra capa heterogénea que forma al
foliculo y las separa de ambas capas una membrana acelular. El ovocito
cuando es ovulado esta desprovisto de las células de la granulosa y de
la teca (Nagahama 1983).

Las células de la granulosa y de la teca producen y convierten los
esteroides en los ovarios de los peces (Fostier et al. 1983). En general,
las células de la teca son el lugar de la sintesis de los precursores y las
de la granulosa el lugar de la conversion de los precursores en sus

productos finales (Nagahama 1994).

Células de la teca

Las células de la teca son el lugar de mayor produccion de

testosterona y 17a-hidroxi-progesterona en los ovarios (Nagahama

1983) (Fig. 16).
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Células de la granulosa

Son el mayor lugar de produccién de estradiol (E2) y MIH. Posee
también actividad de 3B-HSD (3B-hidroxiesteroidedeshidrogenasa),
presencia de 17a-hidroxiprogesterona y progesterona. La actividad de la
aromatasa (conversion de testosterona en E,;) aumenta en la
vitelogénesis. A su vez, la unién de LH y FSH a sus receptores induce la

produccién de MIH.
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Figura 16. Interaccion de las capas de células de la teca y de la granulosa del foliculo ovarico en la
produccion de estradiol-17B y 17,20B-dihidroxiy-4-pregnen-3-ona en un foliculo en maduracion de
salmodnidos. Enzimas: P450scc, P450 enzima de clivaje de la cadena lateral; P450c17, 17-hidroxilasa/C17-
C20-liasa; 3B-HSD, 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; 17B-HSD, 17B-hidroxisteroide dehidrogenasa; 20

-HSD, 20B-hidroxisteroide dehidrogenasa; P450arom, P450 aromatasa (Tomado de Lubsenz et al. 2010).
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Testiculos

Los testiculos son estructuras pares, bilaterales, alargadas,
aplanadas y blanquecinas adyacentes a la vejiga natatoria y se
extienden por casi toda la cavidad peritoneal. Se fusionan
completamente hacia la region caudal y el mesorquio, pliegue peritoneal
formador por tejido conjuntivo, lo rodea y sostiene en la cavidad (Billard
1986).

Estan constituidos por una porcién intersticial y una lobular o
tubular. La intersticial se localiza entre los tubulos testiculares y posee
células de Leydig, fibroblastos, vasos sanguineos y vasos linfaticos. En la
porcidén intratubular se localizan las células de la linea germinal y las
células somaticas o de Sertoli que constituyen el epitelio germinal

(Billard 1986, Grier & Lo Nostro 1999).

Espermatogénesis

El compartimento tubular esta delimitado por la membrana basal y
células mioides peritubulares y contiene al epitelio germinal. El epitelio
germinal posee dos tipos de células: las células somaticas de Sertoli y
las de la linea germinal en diferentes estadios de desarrollo (Fig. 17)

(Schulz et al. 2010).
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Figura 17. Segmento de un tubulo espermatogénico tipo cistico. El epitelio germinal contiene células de
Sertoli (SE) y germinales delineados por la lamina basal (BL) y las células mioides peritubulares (MY).

Células intersticiales de Leydig (LE) y vasos sanguineos (BV) (Tomado de Schulz et al. 2010).

La distribucion de las espermatogonias dentro de los tubulos
permite clasificar a los testiculos en: restricto o irrestricto (Fig. 18). En
los del tipo restricto hay una progresion de los estadios de maduracion
de las células germinales hacia los ductos eferentes y las
espermatogonias estan restringidas en la region distal del tubulo,
mientras que en los de tipo irrestricto las espermatogonias estan
distribuidas al azar por todo el lI6bulo (Fig. 18) (Grier 1980).

Dentro del tubulo el epitelio estd organizado en cistos (Billard
1986; Grier 1993). Las células germinales dentro de los
espermatocistos (Fig. 19) se dividen y maduran. Los espermatocistos

crecen y la elongaciéon lobular se logra por la continua divisiéon de las
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Sertoli y de las células germinales en el lumen testicular. Considerando
la asociacion entre una espermatogonia y una célula de Sertoli formando
el espermatocisto el progreso de la espermatogénesis mediante
divisiones mitéticas y meidticas producira células mas pequefas y
haploides (Dietrich & Krieger 2009). Estos terminan en la periferia del

testiculo y liberan su contenido al espermiducto principal (Fig. 17).

SPz

Figura 18. Esquema de testiculo irrestricto de teledsteos. La distribucidén de las espermatogonias (sg) es a lo
largo del lébulo. Los cistos que contienen células germinales maduras estan ubicados sobre la luz del tubulo.
Durante la espermiacién el lumen del cisto y del tibulo se contindan. SC: espermatocitos; ST: espermatidas;

SPZ: espermatozoides (Tomado de Grier 1993).
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Figura 19. Espermatocisto de P. promelas. La unidad funcional del testiculo. Un grupo de espermatidas estan
rodeadas por los “brazos citoplasmaticos” de una Unica célula de Sertoli (flecha). Barra = 5 pym. (tomado y

modificado de USEPA 2006).

Las células germinales avanzan en seis distintos estados
citolégicos durante la espermatogénesis: espermatogonia A,
espermatogonia B, espermatocito 1°, espermatocito 2°, espermatidas y
espermatozoides (Figura 20)(Billard 1986). La espermatogonia primaria
o A es rodeada individualmente por la célula de Sertoli. Continua con
sucesivas divisiones mitdticas y produce un “cluster” o grupo de
espermatogonias secundarias o B encapsuladas dentro del
espermatocisto. Los estadios subsecuentes de division mitdtica ocurren
dentro del espermatocisto. La espermatogonia B es mas chica que la A,
con nucleo alargado y baséfilo y poco citoplasma. Los espermatocitos
primarios son mas pequefios que la espermatogonia B, estdn en meiosis

I y avanzan durante la meiosis produciendo espermatocitos secundarios.




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

Todavia estan contenidos dentro del espermatocisto, sufren una segunda
division meidtica de la cual surgen las espermatidas que tienen nucleo
intensamente basofilo y escaso citoplasma. La maduracion de las
espermatidas incluye cambios de forma y compactacion nuclear,
desarrollo flagelar, pérdida de volumen citoplasmatico y fagocitosis de
cuerpos residuales previos a la liberacion en el lumen lobular como
espermatozoides, proceso conocido como espermiacién (Billard 1986,

Schulz et al. 2010).

Figura 20. Espermatogonias (a), Espermatocitos primarios y secundarios (b), espermatidas (c) vy

espermatozoides (d) de P. promelas. Barra = 5 pm. (tomado y modificado de USEPA 2006).
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Tejidos somaticos de testiculos

Células de Sertoli

Las células de Sertoli en teledsteos envuelven a los
espermatocistos que estan localizados dentro de los tubulos (Billard

1986) (Fig. 21).

Figura 21. Células de Sertoli de P. promelas. Estas células tienden a tener nucleo elongado o triangular
(flechas negras). Estan presentes en bajo nimero y pueden parecerse a espermatogonias cuando estan

hipertrofiadas. Barra = 5 pm. (tomado de USEPA 2006).

Entre el proceso de formacién del espermatocisto y el de
maduracion de los espermatozoides, la morfologia y funciéon de las
células de Sertoli parece no alterarse sin embargo en la espermiacién la
célula se rompe y degenera. Debido a la estrecha relacidon entre las

células de Sertoli y la espermatogénesis, en fases iniciales de la misma
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hay un aumento en el numero de este tipo de células y una vez que los
espermatocitos prosiguen en la meiosis el nimero de células de Sertoli
se mantiene constante (Schulz et al. 2010).

Las funciones de las células de Sertoli son: mantener la viabilidad
de las células germinales, su desarrollo y fisiologia. A su vez secretan
fluidos que generan el lumen tubular y fagocitan células germinales en
apoptosis, cuerpos residuales desechados por las espermatidas durante
la espermiogénesis y esperma residual (Schulz et al. 2010). Son las

células en las cuales se asienta la barrera hematotesticular.

Células de Leydig

Las células de Leydig estan distribuidas en grupos o aisladas en
los intersticios entre los I6bulos de los testiculos de los peces teledsteos
(Billard 1986) (Fig. 22). Son células largas y poligonales, caracterizadas
por un reticulo endoplasmatico liso. Son células esteroidogénicas que
poseen la enzima 3B-HSD involucrada en la sintesis de hormonas

esteroideas (Nagahama 1983).
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Figura 22. Células de Leydig de P. promelas. Las células intersticiales de Leydig se presentan solas o

formando pequefios agregados (flechas). Presentan nucleo denso redondeado u ovalado. Barra = 5 pym

(tomado de USEPA 2006).

Esteroidogénesis gonadal

El ovario y el testiculo de teledsteos producen tres tipos de

esteroides que son importantes para la reproduccion (Fostier et al 1983)

1.

2.

Estrégenos o esteroides Cig: 17-Bestradiol (E,) y Estrona
Androgenos o esteroides Cig: testosterona (T), 11-
cetotestosterona (11-KT), andrdogenos 11-oxigenados.
Progestdgenos, o esteroides Coi: pregnenolona, 17a-
hidroxipregnenolona, progesterona, 17a-hidroxiprogesterona

(17aHP) actian como pasos en la via de sintesis mientras que la,
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17a,20B-dihidroxiprogesterona (17a20BDHP), 17a,20B-21

trihidroxiprogesterona (17a20B21THP) tienen actividad bioldgica.

Las gonadotropinas son las hormonas primarias en la regulacion
de la gametogénesis actuando a través de las hormonas esteroideas
gonadales sexuales (Fostier 1983, Nagahama 1994, Van der Kraak
2009). El colesterol es el precursor comun de las hormonas esteroideas
gonadales y la sintesis de las mismas en el ovario se da en las células de
la teca y en las de la granulosa (Nagahama 1983) (Fig 16). Las primeras
sintetizan y secretan T en vitelogénesis y 17aHP en la maduracién vy las
células de la granulosa son abastecidas de T y 17aHP siendo luego
transformados en E> y 1720BDHP respectivamente (Nagahama 1983).

Las hormonas esteroideas regulan mediante retroalimentacion
positiva o negativa al eje HPG, incidiendo sobre la sintesis y secrecion
de GnRHs, LH y FSH. En el ovario las hormonas esteroideas inciden
sobre la ovogénesis, la maduracidon ovocitaria y la ovulacién; en el
higado el E, estimula la sintesis de vitelogenina y de proteinas
constitutivas de la zona radiata del ovocito; y en el hipotdlamo controlan
la secrecién de gonadotrofinas actuando directamente sobre la hipdfisis
(Fig. 23) (Van der Kraak 2009).

Los EDCs son agentes que causan alteraciones en la reproduccion

a través de efectos directos sobre el eje HPG (Ankley et al. 2009). Es
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por ello que una alteraciéon del eje HPG puede afectar el desarrollo final
de la génada y en especial la produccion de gametos viables que es el

punto clave que permitird una reproduccion exitosa.

photoperiod
steroid hormones
brain ‘ amino acids
neurotransmitters
% ++
GnRH

plasma transport estradiol-17p

Vig estradiol-17p

synthesis
Vig

Figura 23. Representacion del eje HPG femenino en peces teledsteos (tomado y modificado de Arukwe y

Goksoyr 2003).
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Efecto de perturbadores endocrinos sobre Pimephales

promelas

En Pimephales promelas se han documentado diversas anomalias
en la estructura de la gdénada masculina y femenina frente a la
exposicion a distintos compuestos quimicos (Miles-Richardson et al.
1999, 1999, Ankley et al. 2001, 2002, Jensen et al. 2004, Villeneuve et
al. 2008, Mihaich et al. 2013). Alteraciones histomorfoldgicas
testiculares como hiperplasia e hipertrofia de las células de Sertoli;
pérdida y desarrollo de sincitios de células de la linea germinal y la
presencia de espermatozoides deformes fueron observadas cuando se
los expuso de manera cronica a 17B-estradiol (Miles Richardson et al.
1999; Wolf et al. 2004) y a 4-nonilfenol y nonilfenol etoxilado (Miles
Richardson et al. 1999). Otros efectos que se han reportado en P.
promelas frente a la exposicion a sustancias masculinizantes como la
17B-tenbolona o a inhibidores de la aromatasa como el procloraz y
fadrozole son la inhibicidn de los niveles circulantes de estrégenos y
andrégenos. Se han reportado también una serie de quimicos
contaminantes que poseen efecto de agonistas y antagonistas de los
receptores a los andrégenos (AR) en el eje hipotalamo-hipofisis-génada

(Ankley et al 2009).
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Como consecuencia del efecto de efluentes urbanos se han
constatado alteraciones en las génadas de P. promelas a nivel de la
produccién espermatica; sobre el indice gonadosomatico y también
sobre las caracteristicas sexuales secundarias (Vajda et al. 2011) que
sugieren efectos estrogénicos. Este tipo de efluentes también tuvo
impacto en la produccion y puesta de dvulos (Thorpe et al. 2009) como
se muestran en la Tabla 1.

El agua del arroyo Fray Bentos es receptora de los efluentes de la
red cloacal que posee los residuos generados por pequefas industrias,
actividad comercial y doméstica de la ciudad de Fray Bentos y posee
compuestos estrogénicos como nonilfenol y estradiol, estrona (Miguez
2013). Esta matriz compleja posee compuestos quimicos como
tensioactivos componentes de los detergentes, estrogenos provenientes
del uso de pastillas anticonceptivas y residuos plasticos utilizados en
envases, nylon, etc. que se comportan como perturbadores endocrinos
debido a su capacidad estrogénica. Es por ello que se hipotetizd que el

efluente urbano de Fray Bentos tiene un potencial efecto estrogénico.

Los efluentes provenientes de las plantas de produccién de pulpa
de celulosa son matrices complejas que pueden alterar procesos
bioldgicos como la reproduccidon en peces por su caracter estrogénico

androgénico o antiestrogénico. La reduccién en la puesta de ovulos y el




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

aumento del indice gonadosomatico se asocia con el -caracter
androgénico de este tipo de matriz. En la Tabla 1 se muestran los
efectos observados por Parrott et al. (2004), Rickwood & Dubé (2007),
Kovacs et al. (2013) y Waye (2014) cuando expusieron a Pimephales

promelas a efluentes de industrias de produccidon de pulpa de celulosa.



Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

Tabla 1. Efectos reproductivos resultantes de la exposicién de Pimephales promelas a efluentes urbanos y a

los generados por la industria de produccién de pulpa de celulosa.

Matriz

Efluente

Urbano

Pulpa de

Celulosa

Efectos

No hubo

Reduccién en la puesta de
ovulos

Reduccion en la produccion de
esperma. Atenuacion de
caracteres sexuales
secundarios en machos.
Reducciéon de tamaiio.
Atenuacion de caracteres
sexuales secundarios en
machos.

Aumento de crecimiento en
hembras. Caracteres sexuales

secundarios en sexos opuestos.

Reduccion en la puesta de
ovulos. Aumento de IGS en

machos.

Reduccion en la puesta de
ovulos
Reduccion en la puesta de

ovulos.

Duracion

3 semanas

3 semanas

4 semanas

In situ

140 dpe

3 semanas

5 dias

5 dias

Referencia

Nichols et al. 1999

Thorpe et al. 2009

Vajda et al. 2011

Tetreault et al. 2012

Parrott et al. 2004

Rickwood & Dubé 2007

Kovacs et el. 2013

Waye et el. 2014
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En el presente trabajo se propuso analizar los potenciales efectos
de la industria de produccion de pulpa de celulosa localizada sobre el
margen oriental del rio Uruguay en la ciudad de Fray Bentos asi como
también con el agua superficial del arroyo Fray Bentos que recibe la
descarga de los efluentes urbanos de dicha ciudad y que vierte sus
aguas a este gran rio de nuestro pais.

Debido a que los efluentes urbanos e industriales puede contener
sustancias quimicas que pueden comportarse como perturbadores
enddcrinos se eligid realizar bioensayos usando al pez Pimephales
promelas que es un modelo de estudio de toxicologia validado
previamente en América del Norte (Ankley et al. 2001, Wolf et al. 2004,
Leino et al. 2005, Ankley & Villeneuve 2006, USEPA 2002, 2006) para
evaluar el posible impacto de estas matrices sobre una parte de la biota.

Este tipo de elfuentes pueden tener efectos sobre el sistema
endocrino y como una de las funciones que puede ser afectada es la
reproduccion, se decidid estudiar si los efluentes producian alteraciones
histoldgicas en las gonadas que pudieran afectar la reproduccién de
Pimephales promelas. El modelo de pez elegido se han desarrollado los
protocolos de cultivo y produccién (USEPA 1988) con fines de soporte y
promocién de los programas regulatorios ambientales y de
investigacién. A su vez esta especie es recomendada por la USEPA

(2002), y OECD (2007) para evaluar los efectos de EDCs a diversos
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niveles de organizacion bioldgica.

La histopatologia es extremadamente Util como biomarcador en
ecotoxicologia en peces porque puede establecer vinculos
moleculares/celulares con respuestas patoldgicas de niveles de 6rganos
y de organismos (Chiang & Au 2013). El analisis histopatoldgico ha sido
empleado para la evaluacién de efectos mediados por EDCs en peces
(Van der Ven et al. 2003; Wolf et al. 2004; Dietrich y Krieger 2009)
debido a su sensibilidad para evidenciar efectos en la salud de los
mismos (Reddy & Rawat 2013).

La evaluacién del estadio de desarrollo gonadal y proporcidon
relativa de las células germinales en maduracion son foco de la mayoria
de los estudios de biologia reproductiva en peces (Dietrich & Krieger,
2009). Dicha evaluacién y su analisis histopatoldgico provee informacién
de la homogeneidad de poblaciones de peces en relacién al desarrollo de
células de la linea germinal facilitando la determinacién del impacto de
un agente quimico externo que afecte dicho desarrollo (Dietrich &
Krieger, 2009). El uso de software para el analisis de imagenes
microscopicas y el desarrollo de protocolos para la obtencién de las
mismas mejora la determinaciéon y cuantificacion de anomalias inducidas

por EDCs (Wolf et al. 2004, Dietrich & Krieger 2009).
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Considerando los efectos que los efluentes urbanos y los de la
produccién de pulpa de celulosa pueden tener sobre los cuerpos hidricos
receptores y su biota (Parrott et al. 2004, Rickwood & Dubé 2007,
Thorpe et al. 2009, Vajda et al. 2011, Kovacs et al. 2013 y Waye et al.
2014) y el gran desarrollo de bioensayos con organismos acuaticos, el
uso de Pimephales promelas en bioensayos crénicos permitira evidenciar
el caracter estrogénico de estos efluentes sobre este pez. A su vez, se
realizaron bioensayos de control positivo de estrogenicidad con el 17B-
estradiol en dosis de 150 y 450 ngl? para comparar las respuestas
obtenidas. Dosis de 2750 ngl™ de 17B-estradiol utilizadas por Miles-
Richardson et al. (1998) mostraron la capacidad de generar efectos
adversos histoldgicos en las gonadas. Dosis similares a las escogidas
para esta tesis de 17B-estradiol han mostrado diversos efectos sobre las
gonadas y otros parametros reproductivos (Panther et al. 1998, 2000;

Halm et al. 2002, Hindman et al. 2010, Damman et al. 2011).
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Hipotesis de trabajo

Los efluentes urbanos vertidos en el arroyo Fray Bentos y los
efluentes industriales resultantes de la produccidon de pulpa de celulosa
vertidos al rio Uruguay tienen la potencialidad de alterar la reproduccion
de peces adultos de la especie Pimephales promelas. Se plantea que
estos efluentes tienen un posible efecto estrogénico sobre P. promelas
con las consiguientes alteraciones que se podran detectar a nivel
histoldgico de las gdénadas y mediante el analisis de los parametros

reproductivos basicos.

Objetivo general

Estudiar los efectos in vivo de un efluente urbano, un efluente
industrial de una planta de produccion de pulpa de celulosa y del
estrégeno 17B-estradiol sobre el pez Pimephales promelas. Caracterizar
los posibles efectos mediante histopatologia cualitativa y cuantitativa
por medio de la utilizacién del analisis de imagenes celulares a nivel

gonadal.
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Objetivos especificos

> Comprobar o descartar los efectos histopatoldgicos en las gonadas
en ambos sexos derivados de la exposicién crénica de 21 dias a
aguas de un efluente urbano, un efluente de una planta de
produccién de pulpa de celulosa y a la concentracion del estrogeno

estradiol-17B (E2) a 150 y 450 ngl™.

> Verificar o descartar posibles efectos histopatologicos en las
gonadas en ambos sexos mediante la cuantificacion de los mismos

con analisis de imagenes celulares

> Constatar o descartar efectos derivados de la exposicidon crénica a
nivel de la talla del pez, el peso, el indice gbnado - somatico, los

tubérculos nupciales y la puesta de évulos.
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MATERIALES & METODOS

Desarrollo de ensayos de toxicidad cronica

Diseino experimental

Se realizaron bioensayos semi - estaticos de toxicidad crénica en
peces de la especie Pimephales promelas con un efluente urbano (EU)
de la ciudad de Fray bentos, Rio Negro y un efluente industrial (EI) de
una planta de produccidon de pulpa de celulosa de la misma ciudad para
la cual se poseen antecedentes de toxicidad aguda (Anexo II). Se
realizaron dos ensayos como controles positivos con el estrégeno natural
17B-estradiol (E2) (material certificado, Dr. Ehrenstorfer, Augsburg,
Alemania) en dos concentraciones diferentes de 150 ngl™ y 450 ngl*
que se denominaran E2-150 y E2-450. El 17B-estradiol se adicion6
mediante el agregado de una solucion acuosa de E2 al agua
reconstituida, lo cual asegura que no se usen solventes que causen

toxicidad (Arukwe & Goksoyr 2003) (Figura 24).

Los bioensayos se extendieron durante 21 dias y se realizaron en
el departamento de aguas y productos quimicos (PQAR) del Laboratorio
Tecnoldgico del Uruguay (LATU). Cada acuario experimental conté con

dos machos y cuatro hembras y dos sustratos de oviposicion. El
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experimento se realizd en lotes control (n = 3) y lotes tratados con las
matrices puras a analizar (n = 3). En total se utilizaron 36 peces por
cada bioensayo (Fig. 24). El disefio experimental se basé en lo
propuesto por Ankley et al. (2001) y EPA (2006)(Figura 24).

Se seleccionaron peces de similar tamafo intra sexos y se los
colocé en los acuarios de diez litros con volumen final de 8 litros. La
alimentacion de los peces fue igual a la etapa de cria, Artemia sp. en la
mafiana y escamas para peces tropicales Tetra® al mediodia y en la
tarde. Se renovo el 90% del agua cada 48 h y diariamente se limpio el
fondo del acuario para mantener las condiciones dptimas de calidad del
agua. Durante este periodo se evaluaron la mortalidad y salud de los
peces (movimientos letargicos y/o erraticos, presencia de heridas). En el
caso de que en el periodo de aclimatacidon los peces desarrollaran
enfermedades los mismos fueron descartados y no se utilizaron para el
desarrollo del bioensayo. Los acuarios experimentales fueron oxigenados
por burbujeo para evitar que la concentracion de oxigeno disuelto
estuviese por debajo del 50% del nivel de saturacion. El ajuste de pH se
realiz6 con HCI 1IN PPA y NaOH 1N PPA. Todos los dias durante la
realizacién de los ensayos se obtuvieron por conteo los datos de

ovoposicion y del estado de salud de los organismos (Figura 24).
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Pimephales promelas

Experimentosin vivo
21 dias / 2 machos:4 hembras
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Figura 24. Esquema de disefio experimental utilizado en la realizacion de los bioensayos crénicos con el pez

Fijacion

Histologia

Pimephales promelas para evaluar la toxicidad de un efluente urbano, un efluente industrial de una industria

de produccién de pulpa de celulosa y el estrogeno natural 17B-estradiol (E2) en 2 concentraciones diferentes

150 ng I y otro 450 ng I™.

Obtencion de ejemplares

Los ejemplares de peces utilizados en los bioensayos fueron

adultos (>6 meses) y estuvieron previamente aclimatados a

las

condiciones de los acuarios experimentales por una semana (volumen

de agua de 8 L, T°C = 25 + 2, pH = 7,0 - 8,0, fotoperiodo controlado
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16D:8N y calidad de agua segun protocolo U.S.E.P.A. (1988) (ver cultivo

de organismos).

Cultivo de los ejemplares

Los ejemplares de P. promelas que se utilizaron fueron criados en
PQAR del LATU. En PQAR se cria esta especie de peces desde el afio
2007 de acuerdo al protocolo de cultivo de peces y calidad de agua

reconstituida (AR) de U.S.E.P.A. (1988).

Seleccion de muestras

La muestra del efluente urbano fue colectada en marzo de 2010 y
se tomd agua superficial del arroyo Fray Bentos (33° 07’ 16” S, 58° 19’
02” W) que recibe la descarga de los residuos urbanos de la ciudad de
Fray Bentos, Rio Negro (Fig. 25).
El efluente industrial fue proporcionado en junio de 2010 por técnicos
del LATU y corresponde al efluente final de la planta de produccién de
pulpa de celulosa o descarga al rio. Esta industria esta localizada en la
ribera del Rio Uruguay, a 4 kildmetros al este de la ciudad de Fray
Bentos (Fig. 25). Su capacidad de produccién es de 1,2 millones de
toneladas de celulosa blanqueada de fibra corta de eucalipto

(www.upm.com/uy).
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Figura 25. Localizacion del arroyo Fray Bentos (triangulo) y de la planta de produccion de pulpa de

celulosa (estrella) en la ciudad de Fray Bentos, Rio Negro - Uruguay.

Colecta del material biolégico y obtenciéon de datos

Una vez finalizado el bioensayo se sacrificaron los peces por
incisiéon cervical siguiendo la guia normalizada de cuidados de
laboratorio de la UFAW (Handbook on the Care and Management of
Laboratory Animals en http://www.ufaw.org.uk/pubs) y las regulaciones
de la Comision Nacional de Experimentacion Animal (CNEA). Se
obtuvieron los parametros bioldgicos y reproductivos como: longitud
total (cm), peso total (g), peso gonadal (g). Se guardaron en formol al
10% las cabezas para su posterior conteo de tubérculos nupciales. Se
extrajeron las gonadas y se las guardd en el fijador Bouin para posterior
anadlisis de histologia clasica (Figura 24). Los conteos de puestas de
ovulos en los sustratos de oviposicidon se realizaron todos los dias

durante el transcurso de la experiencia (Figura 24).
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Estudios histoldgicos cualitativos y cuantitativos

Las gbénadas fijadas fueron procesadas para inclusién en parafina,
posterior secciéon en micrétomo (3 pm) y tincidn de Hematoxilina y
Eosina (HE) basado en el protocolo de USEPA (2006) (Anexo I). En las
gbénadas procesadas se clasificaron los grados de madurez de acuerdo a

USEPA (2006) y Dietrich & Krieger (2009) (Tabla 2a y 2b, Fig. 26 y 27).

Tabla 2a. Estadios gonadales de ovarios de P. promelas (tomado de USEPA 2006).

Estadio Caracteristicas

) Foliculos perinucleolares pre-vitelogénicos
0. Sin desarrollar _ ] _
exclusivamente. No hay alvéolos corticales.

Mas del 90% de los foliculos son pre-vitelogénicos,
1. Desarrollo temprano predomina el estado de foliculos perinucleolares

hacia alveolos corticales.

) Por lo menos la mitad de los foliculos esta en
2. Desarrollo medio ) o _
vitelogénesis temprana y media.

) La mayoria de los foliculos en desarrollo esta en
3. Desarrollo tardio ) o )
vitelogénesis tardia.

Mayoria de los foliculos en desarrollo esta en
4. Desarrollo ) ) ] .
, ) vitelogenesis tardia, foliculos son mas grandes que
tardio/Hidratacion
en estadio 3.

_ Foliculos vacios predominantemente, remanentes de
5. Post-Ovulatorio

las capas de la teca y granulosa.
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Figura 26. Ejemplo del sistema de clasificacion de estadios gonadales en el ovario de P. promelas. Barra =

100 pm. (Tomado de USEPA 2006).

Tabla 2b. Estadios gonadales de testiculos de P. promelas. (tomado de USEPA 2006).

Estadio ‘ Caracteristicas ‘

] Solo fases inmaduras. Espermatogonias y
0. Sin desarrollar.

espermatidas. No hay espermatozoides.

1. Espermatogénesis Predominan fases inmaduras. Se ven

temprana. espermatozoides.

Espermatocitos, espermatidas, y espermatozoides
, ) ) estan presentes en proporciones similares. El

2. Espermatogenesis media. o ) L )
epitelio germinal es mas fino que en estadio 1 pero

mas grueso que en el estadio 3.

Se observan todos los estadios sin embargo,
3. Espermatogénesis tardia. predominan los espermatozoides maduros vy el

epitelio germinal es mas fino que en el estadio 2.

. Pérdida de tejido conjuntivo con algo de esperma
4. Vacio

remanente.
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Figura 27. Ejemplo del sistema de clasificacion de estadios gonadales en el testiculo de P. promelas. Barra

= 25 ym. (Tomado de USEPA 2006).

La identificacion y clasificacion de anomalias gonadales
histoldogicas y el grado de severidad de las mismas se realiz6 segun EPA

(2006), OECD (2009) y Dietrich & Krieger (2009).

Para la cuantificacion de los tipos celulares se siguid la
metodologia de Wolf et al. (2004) y se utilizé el programa de analisis de
imagenes Image ] (https://imagej.nih.gov/ij/index.html) para conteo de

las poblaciones celulares.
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En hembras se trazd una linea por debajo del preparado
histoldgico con un marcador permanente para evitar solapamiento en la
toma de imagenes y se utilizaron 3 imagenes obtenidas a 4x por
individuo para realizar los analisis y conteo de los tipos celulares.

En machos se realizd una grilla de 22 x 29 mm por debajo del
preparado histoldgico con un marcador permanente y se seleccionaron 5
imagenes por individuo para conteo posterior obtenidos a 40x. Una vez
obtenidas las imagenes se realizd una grilla virtual con mas de 400
puntos de interseccidén. Todos los puntos de interseccién de cada imagen
fueron clasificados segun el tipo celular y se contabilizé en planilla
electronica. Aquellos puntos que no tuvieron tipo celulares asociados

fueron descartados y no se consideraron en el analisis de los datos.

Estudios morfologicos y de puesta de 6vulos

Se tomaron los datos de: talla (cm) y peso (g) de cada ejemplar,
peso gonadal (g), puesta de ovulos y presencia y numero de tubérculos
nupciales (TN)(Fig. 24). Los TN estan localizados en la cabeza de los
machos sexualmente activos de P. promelas (Fig. 28) y estan
usualmente distribuidos bilateralmente con un patron simétrico. Las
hembras y los machos juveniles no desarrollan TN. Se ha descrito un

rango normal de 18 - 28 TN aunque pueden llegar a contarse 30 en
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casos inusuales (Ankley et al. 2001). La adjudicacion de una puntuacion
a los TN es la siguiente: 0 - ausencia; 1 - presencia; 2 - presencia y
alargados; 3 - presencia y pronunciados. Usando este sistema de
puntuacién se generan resultados generalmente menores a 50 puntos

en machos normales de control (Ankley et al. 2001; OECD 2009).

Figura 28. Macho de P. promelas en donde se visualizan los tubérculos nupciales en la parte anterior de la

cabeza. Los nimeros 1, 2 y 3 muestran la puntuacion asignada al TN sefialado (tomado de OECD 2009).

Se calculdé la suma acumulada de la puesta de évulos durante la

exposicion y también el indice gébnado-somatico IGS.

IGS = Peso de la gonada (g) x 100
Peso total (g)

Se agrupd para cada analisis en grupo control y grupo objetivo y se los

comparo.
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Analisis de datos

Los analisis cuantitativos histoldgicos y los de longitud, peso, IGS,
y los tubérculos nupciales fueron analizados para cumplir con los
supuestos de estadistica paramétrica de distribucién normal vy
homogeneidad de varianza. Para ello se utilizd el test de Shapiro-Wilks
para comprobar si la distribucién de los datos era normal y el test de
Levene se utilizé para comprobar la homogeneidad de varianza de los
datos. En caso de que se cumplieran los supuestos anteriores se utilizd
el test de Student para comparar el grupo control frente al grupo
objetivo. En el caso de que no se cumplieran los supuestos de
distribucién normal u homogeneidad de varianza de la estadistica
paramétrica se utilizd estadistica no paramétrica. Se usd el test de
Mann-Whitney para comparar el grupo control frente al grupo objetivo
(Fig. 24)

El analisis de la suma acumulada dia a dia de la puesta de dévulos
se hizo con el test estadistico de Kolmogorov-Smirnov que permite la
comparacion de este tipo de datos del grupo control frente al grupo
objetivo (Sokal & Rohlf 1996).

Para todos los casos se utilizé un a = 0,05.

Para el analisis de datos y realizacion de graficos se utilizaron

hojas de calculo de Excel, del programa Past y de Gnumeric.
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RESULTADOS

Bioensayos

No se presentaron alteraciones morfoldgicas externas, sintomas de
enfermedad o muerte en ninguno de los organismos expuestos, tanto de
grupos control como grupos objetivo.

Los niveles de estrés de los peces fueron los usuales cuando se los
mantiene en cautiverio en buenas condiciones. Se considera que el
estrés fue muy leve ya que no se observaron alteraciones del
comportamiento, enfermedades o alteraciones morfoldgicas externas. Al
final del periodo de experimentacion se corroboro la salud externa de los

organismos y se los fotografio (Fig. 29).
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Figura 29. Ejemplares de P. promelas (A: macho; B: hembra) después de la exposicién a un bioensayo

crénico de 21 dias de duracion.

Caracteristicas morfologicas

Talla

En la Tabla 3 se muestran los valores de talla promedio (cm)
obtenidos con su desvio estdndar para machos y hembras de cada
experimento. En la Figura 30 se observan las representaciones en
Boxplot de las tallas a machos y hembras (nharanja) respecto a su grupo
control (celeste).

Los resultados estadisticos mostraron que el efluente urbano

indujo una disminucion significativa (p<0,05) de la talla promedio de los
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machos tratados respecto del control
30). Sin embargo, el efluente urbano no afecté la talla promedio de las
hembras tratadas respecto del

tratamientos no afectaron significativamente (p<0.05) la talla promedio

de machos y hembras tratados (Tabla 3).

Tabla 3. Talla promedio (cm), desvio estandar y p valor de machos y hembras de P. promelas de grupos

control y expuestos (objetivo) durante 21 dias a un efluente urbano; a un efluente industrial y al estradiol

control

(p=0,13>0,05).

(E2) en concentraciones de 150 y 450 ngl. S = test de Student; MW = test de Mann-Whitney.

(p=0,0082<0,05)(Tabla 3, Fig.

Los demas

Talla (cm)

Experimento

Machos

Hembras

Control Objetivo ‘ Test ‘ p valor | Control | Objetivo ‘ Test ‘ p valor
E. Urbano 5,70+0,08 5,45+0,10 S 0,0082* 4,84+0,24 4,97+0,22 S 0,13
E. Industrial 5,69+0,16 5,85+0,29 MW 0,53 4,75+0,32 4,83+0,28 MW 0,17
E2 150 ngl™* 5,46+0,34 5,61+0,15 MW 0,38 4,69+0,29 4,72+0,32 S 0,79
E2 450 ngl'1 5,34+0,18 5,23+0,14 S 0,38 4,53+0,27 4,60+0,30 0,62
6.6
e Machos
6.4
6.2
— 6—
£
§ 58 E;I
S 56
54 é o
5.2
5 T T 1 1 1
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Figura 30. Representaciones Boxplot de la talla en cm de los machos y hembras de P. promelas usados como
control (celeste) y expuestos durante 21 dias a un efluente urbano; a un efluente industrial y a estradiol (E2)
en concentraciones de 150 y 450 ngl! (naranja). La estrella muestra donde hubo diferencias significativas (p

0,05).

Peso

En la Tabla 4 se muestran los valores del peso promedio (g)
obtenidos con su desvio estandar para machos y hembras de cada
experimento. En la Figura 31 se observan las representaciones en
Boxplot del peso de machos y hembras (naranja) respecto a su grupo
control (celeste).

Ninguno de los efluentes estudiados afectd significativamente
(p<0,05) el peso de los machos y hembras usados en el ensayo respecto

del control (Tabla 4).
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Tabla 4. Peso promedio (g) y desvio estandar de machos y hembras de P. promelas control y expuestos

(objetivo) durante 21 dias a un efluente urbano, un efluente industrial y al estradiol (E2) en concentraciones

de 150 y 450 ngl?. S = test de Student; MW = test de Mann-Whitney.

Peso (g)
. Machos Hembras
Experimento
Control Objetivo ‘ Test ‘ p valor | Control | Objetivo ‘ Test ‘ p valor

E. Urbano 2,11+0,36 1,67+0,15 S 0,066 1,13+0,19 1,17+0,13 S 0,51
E. Industrial 2,3040,29 2,44+0,49 MW 0,60 1,2740,22 1,3540,22 S 0,44
E2 150 ngl™®  2,11£0,49 2,04+0,19 MW 0,94 1,1740,22 1,16+0,14 S 0,83
E2 450 ngl™>  2,16+0,27 2,1240,03 S 0,80 1,1440,18 1,1240,14 S 0,86

Machos

s 1 |
1 E T 1 e =

Peso(g)

1 2 3 4 5 6 7§ 8
Efluente Urbano Efluente Industrial E2150ngl? E2450ng|
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Figura 31. Representaciones Boxplot del peso (g) de los machos y hembras de P. promelas usados como
control (celeste) y expuestos durante 21 dias a un efluente urbano, a un efluente industrial y al estradiol
(E2) en concentraciones de 150 y 450 ngl? (naranja). No se detectaron diferencias significativas (p<0,05)

en los pesos entre los grupos control y tratados.

Indice Gonado-Somatico - IGS

En la Tabla 5 se muestran los valores de IGS promedio obtenidos
para machos y hembras en cada experimento. En la Figura 32 se
observan las representaciones en Boxplot de IGS de machos y hembras
(naranja) respecto a su grupo control (celeste). EI IGS no se vio
afectado significativamente (p<0,05) por los distintos efluentes

ensayados en las condiciones experimentales aplicadas.
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Tabla 5. Valores promedio con su desvio estandar del indice génado-somatico (IGS) de machos y hembras de

P. promelas control y expuestos (objetivo) durante 21 dias a un efluente urbano, un efluente industrial y al

estradiol (E2) en concentraciones de 150 y 450 ng I, S = test de Student; MW = test de Mann-Whitney.

IGS

Experimento

Machos

Hembras

Control | Objetivo ‘ Test ‘ p valor | Control ‘ Objetivo ‘ Test ‘ p valor
E. Urbano 1,27+0,35 1,23+0,24 S 0,87 10,55+4,07 10,3+3,11 S 0,85
E. Industrial 1,52+0,57 1,39+0,32 s 0,58 13,82+7,03 11,21%£5,69 S 0,40
E2 150 ngl'  1,36%0,16 1,15%0,41 MW 0,38 12,28+2,74 11,65+4,79 S 0,69
E2 450 ngl'1 1,05+0,43 1,49+0,30 S 0,14 14,78+3,61 11,73+2,72 S 0,078
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Figura 32. Representaciones Boxplot de los valores de IGS de los machos y hembras de P. promelas usados

como control (celeste) y expuestos durante 21 dias a un efluente urbano, a un efluente industrial y al
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estradiol (E2) en concentraciones de 150 y 450 ng I™! (naranja). No se detectaron diferencias significativas

(p<0,05) en el IGS entre los grupos control y tratados.

Tubérculos Nupciales

En ninguno de los experimentos las hembras del grupo control o
del grupo tratadas desarrollaron tubérculos nupciales. Los machos
adultos en periodo reproductivo desarrollan normalmente tubérculos
nupciales que fueron constatados en los peces control. El score de
tubérculos nupciales no se vio afectado en los machos tratados con el
efluente urbano, industrial o con las dos dosis de estradiol

experimentadas como se observa en la Tabla 6 y en la Figura 33.

Tabla 6. NiUmero de tubérculos nupciales promedio y su desvio estandar de machos de P. promelas control y
expuestos (objetivo) durante 21 dias a un efluente urbano, un efluente industrial y al estradiol (E2) en

concentraciones de 150 y 450 ng I'!. S = test de Student.

Tubérculos nupciales
] Machos

Experimento

Control Objetivo ‘ Test ‘ p valor
E. Urbano 42,25+7,41 43,50+4,51 S 0,78
E. Industrial 35,22+4,63 31,33+10,11 S 0,31
E2 150 ngl™* 3583+8,18 31,67+12,16 S 0,50
E2 450 ngl! 35,00+5,10 36,75+5,70 S 0,69
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Figura 33. Representaciones Boxplot del score de de tubérculos nupciales (TN) de los machos de P. promelas
usados como control (celeste) y expuestos durante 21 dias a un efluente urbano, a un efluente industrial y al
estradiol (E2) en concentraciones de 150 y 450 ng I* (naranja). No se detectaron diferencias significativas (p

< 0,05) en los TN entre los grupos control y tratados.

Puesta de 6vulos

El efluente urbano produjo un aumento en el nimero de o6vulos
puestos por hembra, pero el test estadistico no paramétrico
(Kolmogorov-Smirnov o KS) no arroj6o diferencias significativas
(p<0,05)(Tabla 7)(Fig. 34)

El efluente industrial indujo una disminucion significativa (KS =
0,0005<0,05) del nimero de dvulos liberados por hembra (Tabla 7)
(Fig. 34), de hecho el nimero de évulos disminuyd a la mitad. Cuando
se analizé el comportamiento de la liberacion de évulos en el tiempo se

observé que el efluente industrial deprimio la liberacién de évulos desde
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el tercer dia en adelante y en forma sostenida (Fig. 34).

El tratamiento con estradiol en la dosis de 150 ng I (E2-150)
indujo un aumento significativo (p<0,05) del numero de &vulos
liberados por hembra por dia, llegando a una duplicacién del mismo
(Tabla 7). Sin embargo, la dosis de 450 ng I"! (E2-450) de estradiol no
tuvo un efecto sobre esta variable (Tabla 7). Cuando se observo la
evolucién de la liberacién de 6vulos a lo largo del periodo de estudio se
constatd que el E2-150 induce un aumento de la liberacion de évulos a
partir del dia 7 mientras que el aumento inducido por el efluente urbano

ocurrio a partir del dia 13 (Fig. 34).

Tabla 7. Numero de dvulos liberados por hembra de P. promelas por dia en los animales controles y tratados
(objetivo) durante 21 dias a un efluente urbano, a un efluente industrial y al estradiol (E2) en
concentraciones de 150 y 450 ng I'!. La estrella muestra donde hubo diferencias significativas. KS = test de

Kolmogorov-Smirnov.

Puesta de 6vulos
. Hembras
Experimento
Control Objetivo ‘ Test ‘ p valor
E. Urbano 7,18 16,1 KS 0,071
E. Industrial 19,97 9,35 KS 0,001%*
E2 150 ngl*? 8,40 15,89 KS  0,0003*

E2 450 ngl? 13,14 15,33 KS 0,25
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Figura 34. Suma acumulada de las puestas de 6vulos de las hembras de P. promelas durante los 21 dias del
periodo de experimentaciéon. Se muestran los controles (celeste) y los resultados de la exposiciéon de las
hembras (naranja) a un efluente urbano, a un efluente industrial y al estradiol (E2) en concentraciones de
150 y 450 ng I''. La estrella muestra en donde se encontré diferencias significativas con el test Kolmogorov-

Smirnov (p<0,05).
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Resultados histoldgicos cualitativos

Machos

Los testiculos de todos los machos de todos los experimentos
estaban en espermatogénesis y contenian los tipos celulares
caracteristicos de ese proceso: espermatogonias, espermatocitos,

espermatidas y espermatozoides (Figura 35).

Figura 35. Corte histoldgico de un testiculo de un macho de P. promelas en espermatogénesis. Se observan
espermatogonias (flecha); espermatocitos (A), espermatidas (B), espermatozoides liberados a la luz tubular

(C). Barra = 50 pm. Hematoxilina & Eosina (H&E)(40x).

Los estadios gonadales encontrados fueron del tipo 1, 2 y 3y no

se encontraron individuos con estadios gonadales 0. En la Figura 36 se
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muestran estadios caracteristicos correspondientes a los estados de
desarrollo gonadal 2 y 3 para P. promelas. En los machos expuestos al
efluente urbano, industrial, o al estradiol (E2) no se observd la presencia

de ovocitos y no se detectd reversién del sexo ni parcial ni total.

Figura 36. Estadios de desarrollo gonadal en machos de P. promelas expuestos a bioensayo crénico semi-

estdtico de 21 dias de duracién. En (A) individuo de grupo control del experimento E2 150 ngl? en
espermatogénesis estadio tipo 2 ,en (B) individuo del grupo objetivo del experimento E2 150 ngl™ en estadio
tipo 2, en (C) individuo de grupo control del experimento E2 150 ngl? en espermatogénesis estadio tipo 3 y
en (D) individuo de grupo objetivo del experimento E2 150 ngl™ en espermatogénesis estadio tipo 3. Barra =

25 um.
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Hembras

Los ovarios de las hembras de todos los grupos de experimentos
estaban en proceso de ovogénesis y contenian los tipos celulares
caracteristicos de ese proceso: ovocitos perinucleolares, ovocitos
corticales, ovocitos en vitelogénesis temprana, ovocitos en vitelogénesis
tardia, ovocitos maduros, foliculos post-ovulatorios y ovocitos atrésicos

(Figura 36).




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

Figura 37. Cortes histologicos de ovarios de de hembras de P. promelas. Se observan en (A) ovocitos
perinucleolares (flecha larga), ovocitos con alvéolos corticales (flecha corta) y foliculo post ovulatorio (punta
de flecha). En (B) ovocitos en vitelogénesis temprana (flecha larga) y en inicio de maduracién como lo indica
la migracion del nucleo hacia la periferia (flecha corta). En (C) un ovocito maduro. En (D) un ovocito atrésico

con la descomposicidn de la membrana pellcida y del vitelo caracteristico de esta etapa. Barra = 50 ym.

Los estadios de desarrollo gonadal fueron del tipo 2, 3 y 4 (Fig.
38) y no se hallaron individuos con estadios 0, 1 y 5 mas alld de haber

encontrado ovocitos en todas las fases del desarrollo ovogénico.
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Figura 38. Estadios de desarrollo gonadal en hembras de P. promelas expuestas a bioensayo cronico semi-
estatico de 21 dias de duracidén. En (A) estadio tipo 2 de un individuo de grupo control y (B) objetivo del
experimento con E2 150 ngl™. En (C) estadio tipo 3 de un individuo de grupo control y (D) de objetivo del
experimento con E2 450 ngl™. En (E) ovario en estadio tipo 4 de un individuo de grupo control y (F) objetivo

del experimento con E2 150 ngl™. Barra = 100 pum.
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Analisis histologicos cuantitativos

Experimentos con el Efluente Urbano

Machos

En la tabla 8 se muestran los valores medios con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostré diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los grupos celulares considerados (espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas) respecto de su grupo control asi como
tampoco el test de Mann and Whitney en espermatozoides. En la Figura

39 se representan los boxplots de los conteos realizados.

Tabla 8. Valores promedio de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoos y el valor
probabilidad (p) para P. promelas expuestos durante 21 dias a un efluente urbano de la ciudad de Fray

Bentos. S = test de Student; MW = test de Mann Whitney.

Tipo celular Control Objetivo Test p valor
Espermatogonias 37,73£20,06 40,45+16,32 S 0,85
Espermatocitos 130,80+23,73 132,78+51,85 S 0,95
Espermatidas 43,27+13,05 40,32+18,06 S 0,82

Espermatozoos 89,27+55,30 46,03+10,64 MW 0,38
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Figura 39. Representaciones Boxplot de los conteos de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoos de los machos de P. promelas expuestos durante 21 dias a un efluente urbano (naranja) de

la ciudad de Fray Bentos y a su control negativo respectivamente (celeste).

Hembras

En la tabla 9 se muestran los valores promedios con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Mann and Whitney no mostré diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) entre los grupos celulares considerados (ovocitos
perinucleolares, corticales, en vitelogénesis tardia y atrésicos/foliculos
post ovulatorios (FPO) respecto de su grupo control asi como tampoco el
test de Student (p>0,05) en ovocitos en vitelogénesis temprana. En la

Figura 40 se representan los boxplots de los conteos realizados.
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Tabla 9. Valores promedio de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis temprana y tardia,
maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) y el valor probabiliad (p) para P. promelas expuestos
durante 21 dias a un efluente urbano de la ciudad de Fray Bentos. S = test de Student; MW = test de Mann

Whitney; NC = no corresponde.

Ovocitos Control Objetivo Test p valor
Perinucleolares 12,33 + 5,37 10,07 + 2,34 MW 0,28
Corticales 5,20 £ 1,99 5,71 + 2,52 MW 0,79
Vit. temprana 2,29 £1,19 1,74 £ 1,14 S 0,26
Vit. tardia 0,54 £ 0,93 0,55 + 0,47 MW 0,25
Maduros 0 0,04 £ 0,14 NC NC
Atrésicos/FPO 0,64 = 1,06 0,94 £ 0,99 MW 0,24
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Figura 40. Representaciones Boxplot de los conteos de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis
temprana y tardia, maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) de ovarios de P. promelas expuestos
durante 21 dias a un efluente urbano (naranja) de la ciudad de Fray Bentos y a su control negativo

respectivamente (celeste).
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Experimentos con el Efluente Industrial

Machos

En la Tabla 10 se muestran los valores promedios con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test no paramétrico de Mann and Whitney no mostrd diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) entre espermatogonias y su
grupo control y el test de Student (p>0,05) tampoco lo hizo con los
restantes tipos celulares (espermatocitos, espermatidas y
espermatozoos) (Tablal0). En la Figura 41 se representan los boxplots

de los conteos realizados.

Tabla 10. Valores promedio de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides y el valor
probabilidad (p) para P. promelas expuestos durante 21 dias a un efluente industrial de una planta de

produccion de pulpa de celulosa. S = test de Student; MW = test de Mann Whitney.

Tipo celular Control Objetivo Test p valor
Espermatogonias 57,99 + 25,44 57,91 £ 55,93 MW 0,31
Espermatocitos 131,94 + 28,82 103,42 + 33,85 S 0,08
Espermatidas 55,30 + 25,21 38,62 + 20,91 S 0,15

Espermatozoos 100,63 + 60,74 128,62 = 60,60 S 0,35
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Figura 41. Representaciones Boxplot de los conteos de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides de los machos de P. promelas expuestos durante 21 dias a un efluente industrial (naranja)

de una planta de produccién de pulpa de celulosa y a su control negativo respectivamente (celeste).

Hembras

En la Tabla 11 se muestran los valores promedio con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostré diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los grupos celulares considerados (ovocitos
perinucleolares, corticales y en vitelogénesis temprana). Tampoco el test
no paramétrico de Mann-Whitney mostré diferencias significativas
(p>0,05) entre ovocitos en vitelogénesis tardia, maduros vy
atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) con respecto a su grupo
control. En la Figura 42 se representan los boxplots de los conteos

realizados.
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Tabla 11. Valores promedio de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis temprana y tardia,
maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) y el valor probabilidad (p) para P. promelas expuestos
durante 21 dias a un efluente industrial de una planta de produccién de pulpa de celulosa. S = test de

Student; MW = test de Mann Whitney.

Ovocitos Control Objetivo Test p valor
Perinucleolares 11,44 £ 4,71 9,54 + 4,59 S 0,41
Corticales 8,06 = 3,53 7,58 + 3,49 S 0,78
Vit. temprana 1,93 £ 1,15 2,96 £ 1,71 S 0,16
Vit. tardia 0,93 + 0,97 1,08 + 1,00 MW 0,77
Maduros 0,04 £ 0,11 0,13 £ 0,25 MW 0,47
Atrésicos/FPO 0,98 £ 1,11 1,00 £ 0,76 MW 0,73
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Figura 42. Representaciones Boxplot de los conteos de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis
temprana y tardia, maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) de ovarios de P. promelas expuestos
durante 21 dias a un efluente industrial (naranja) de una planta de produccion de pulpa de celulosa y a su

control negativo respectivamente (celeste).
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Experimentos de tratamiento con estradiol 17-g a 150 ng I™?

Machos

En la Tabla 12 se muestran los valores promedio con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostré diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre espermatogonias, espermatocitos y espermatidas
respecto de su correspondiente grupo control. Sin embargo, el estradiol
indujo una disminucion clara (42 %) y significativa (p<0,05) del niumero
de espermatozoides respecto del control (Tabla 12). En la Figura 43 se

representan los boxplot de los conteos realizados.

Tabla 12. Valores promedio de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoos y el valor
probabilidad (p) para P. promelas expuestos durante 21 dias al estrégeno estradiol 17-B 150 ng It *

diferencia estadisticamente significativa. S = test de Student.

Tipo celular Control Objetivo Test p valor
Espermatogonias 49,03 + 18,00 66,42 + 18,41 S 0,12
Espermatocitos 83,70 + 36,23 119,25 + 30,08 S 0,09
Espermatidas 34,87 + 21,23 34,63 + 14,36 S 0,98
Espermatozoos 168,87 + 44,86 98,14 + 35,30 S 0,0012*
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Figura 43. Representaciones Boxplot de los conteos de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides de los machos de P. promelas expuestos durante 21 dias al estrégeno estradiol -178 a una

dosis de 150 ng I"* (naranja) y su control correspondiente (celeste).

Hembras

En la Tabla 13 se muestran los valores promedio con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostré diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los grupos celulares considerados (ovocitos
perinucleolares, en vitelogénesis temprana y atrésicos/foliculos post
ovulatorios. Tampoco el test no paramétrico de Mann and Whitney
mostré diferencias significativas (p>0,05) entre ovocitos corticales, en
vitelogénesis tardia y maduros respecto de su correspondiente grupo
control. En la Figura 44 se representan los boxplots de los conteos

realizados.




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

Tabla 13. Valores promedio de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis temprana y tardia,
maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios(FPO) y el valor probabilidad (p) para P. promelas expuestos
durante 21 dias al estrégeno estradiol-17B a una dosis de 150 ng I'* y el control correspondiente. S = test

de Student; MW = test de Mann Whitney.

Ovocitos Control Objetivo Test p valor
Perinucleolares 14,67 + 6,04 17,83 £ 5,97 S 0,21
Corticales 6,17 £ 1,76 7,25 + 4,24 MW 0,90
Vit. temprana 1,97 £ 0,83 2,17 £ 1,34 S 0,67
Vit. tardia 1,28 + 0,80 1,11 £ 1,14 MW 0,84
Maduros 0,11 £ 0,16 0,06 + 0,13 MW 0,38
Atrésicos/FPO 1,22 £ 0,77 1,75 £1,07 S 0,18
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Figura 44. Representaciones Boxplot de los conteos de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis
temprana y tardia, maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) de ovarios de P. promelas expuestos
durante 21 dias al estrégeno estradiol-17B a una dosis e 150 ng |I*(naranja) a su control correspondiente

(celeste).
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Experimentos de tratamiento con estradiol -17p a 450 ng I}

Machos

En la Tabla 14 se muestran los valores promedio con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostré diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre espermatogonias, espermatocitos, espermatidas vy
espermatozoos respecto de su grupo control. En la Figura 45 se

representan los boxplots de los conteos realizados.

Tabla 14. Valores promedio de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y espermatozoides y el valor
probabilidad (p) para P. promelas expuestos durante 21 dias al estrégeno estradiol-17Ba una dosis de 450

ng I't. S = test de Student.

Tipo celular Control Objetivo Test p valor
Espermatogonias 47,95 + 8,76 49,60 + 15,51 S 0,86
Espermatocitos 113,20 + 13,56 131,40 + 38,30 S 0,40
Espermatidas 50,35 £ 19,83 58,95 £ 12,00 S 0,48
Espermatozoos 143,60 + 60,87 134,85 + 68,14 S 0,85
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Figura 45. Representaciones Boxplot de los conteos de espermatogonias, espermatocitos, espermatidas y
espermatozoides de los machos de P. promelas expuestos durante 21 dias al estrogeno estradiol-178 a una

dosis de 450 ng I (naranja) y del control correspondiente (celeste).

Hembras

En la Tabla 15 se muestran los valores promedio con sus desvios
estandar para los tipos celulares considerados en el analisis cuantitativo.
El test de Student no mostrd diferencias estadisticamente significativas
(p>0,05) entre los grupos celulares considerados (ovocitos
perinucleolares, corticales, en vitelogénesis temprana y tardia). El test
no paramétrico de Mann-Whitney tampoco mostré diferencias
significativas (p>0,05) entre ovocitos atrésicos/foliculos post ovulatorios
(FPO) respecto de su control correspondiente. En la Figura 46 se

representan los boxplots de los conteos realizados.
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Tabla 15. Valores promedio de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis temprana y tardia,
maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) y el valor probabilidad (p) para P. promelas expuestos
durante 21 dias al estrégeno estradiol-17B a una dosis de 450 ng I'' y de su control correspondiente. S =

test de Student; MW = test de Mann Whitney.

Ovocitos Control Objetivo Test p valor
Perinucleolares 16,92 + 10,43 19,05 + 7,22 S 19,05 = 7,22
Corticales 6,62 + 4,24 7,24 £ 2,67 S 7,24 + 2,67
Vit. temprana 2,50 + 1,25 2,81 + 1,40 S 2,81 + 1,40
Vit. tardia 2,04 + 1,39 2,48 + 1,05 S 2,48 £ 1,05
Maduros 0,04 £ 0,12 0 MW 0
Atrésicos/FPO 1,21 +£ 1,62 0,57 + 0,42 MW 0,57 £ 0,42
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Figura 46. Representaciones Boxplot de los conteos de ovocitos perinucleolares, corticales, en vitelogénesis
temprana y tardia, maduros y atrésicos/foliculos post ovulatorios (FPO) de ovarios de P. promelas expuestos
durante 21 dias al estrégeno estradiol-17B a una dosis de 450 ng I (naranja)y de su su control

correspondiente (celeste).

En la tabla 16 se presentan a manera de resumen los resultados

obtenidos en todos los experimentos realizados.
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Tabla 16. Resultados obtenidos en los bioensayos crénicos de 21 dias con el pez P. promelas en las matrices
efluente urbano (EU), efluente industrial (EInd), estradiol-178 a una dosis de 150 ng I™* (E2 150) y 450 ng I
(E2 450). M = macho; H = hembra. - = respuesta disminuida; + = respuesta aumentada; 0 = no hubo

respuesta.

Variable / Experimental E2 450

Longitud
Peso

IGS

Tubérculos nupciales

Puesta de o6vulos

Histologia cualitativa

Histologia cuantitativa
Espermatogonias
Espermatocitos
Espermatidas

Espermatozoos

Ovocitos Perinucleolares
Corticales

Vit. temprana

Vit. tardia

Maduros

Atrésicos / FPO
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DISCUSION

En este trabajo se evaluaron los potenciales efectos sobre
aspectos de la reproduccién en el pez Pimephales promelas de dos
efluentes, uno urbano proveniente de la ciudad de Fray Bentos y uno
industrial perteneciente a la industria de produccidon de pulpa de celulosa
ubicada en la misma ciudad comparandolos con los efectos del estradiol
en dosis de 150 y 450 ngl. Para ello se consideraron los siguientes
indicadores en machos y hembras adultos: talla, peso, indice
gonadosomatico, presencia/ausencia de tubérculos nupciales, numero
de oOvulos liberados, cambios cualitativos y cuantitativos gonadales en
grupos control y grupos tratados.

Las variables bioldgicas consideradas, el peso, el indice
gonadosomatico y los tubérculos nupciales no se vieron alterados en
ninguno de los experimentos realizados y correspondieron a los valores
normales para la especie (Watanabe et al. 2007), mostrando que los
efluentes urbano e industrial y los estrégenos utilizados no tuvieron
efecto sobre las variables estudiadas.

A pesar de que en condiciones naturales se ha reportado la
ocurrencia de anomalias gonadales en P. promelas (Dietrich & Krieger
2009), no se evidenciaron anomalias en los individuos utilizados en

nuestros experimentos. No fue observado el desarrollo de anomalias
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gonadales cualitativas en ningun experimento cuando se utilizé el
efluente urbano, el efluente industrial y el estradiol. Las alteraciones
gonadales esperadas eran: presencia de ova-testis o testis-ova, sincitios
de células germinales, espermatozoides en degeneracién o restos
celulares de la espermatogénesis en el ducto espermatico y que pueden
producirse como respuesta frente a la exposicion de compuestos
quimicos con capacidad estrogénica (Miles-Richardson et al. 1998,
1998; Giesy et al. 1999; Wolf et al. 2004) y que también pueden
encontrarse condiciones naturales (Dietrich & Krieger 2009).

La ausencia de alteraciones histopatoldgicas cualitativas gonadales
como presencia de ova-testis o testis-ova asociadas a alteraciones en el
eje HPG sugiere que la capacidad estrogénica de los efluentes utilizados

en este trabajo es baja o nula para producir estas alteraciones.

Efectos de los estréogenos

No se observaron modificaciones inducidas por las dosis de
estrégeno en las variables: longitud, peso, IGS y tubérculos nupciales.

Los valores de longitud y peso hallados frente a la exposicidn a
estrédgenos en las dosis de 150 y 450 ngl™! no fueron alterados ni en los
machos ni en las hembras expuestas. Los valores hallados corresponden

con los normalmente encontrados para Pimephales promelas (Watanabe
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et al. 2007).

El crecimiento puede ser afectado por los compuestos
estrogénicos, estos pueden regular negativamente el eje GH/IGF-1 en
parte por la reduccién en abundancia de los receptores de la hormona
de crecimiento GH (Lerner et al. 2012). En investigaciones de ciclo de
vida con P. promelas, con inicio en etapas embrionarias, se han
observado alteraciones en el crecimiento (Parrot et al. 2004). Por lo
tanto, la ausencia de efecto sobre la talla y el peso de P. promelas
detectadas en los experimentos con estradiol utilizados sugieren que
esas dosis o el tiempo utilizado no fueron efectivos para alterar estos
parametros. Un disefio experimental incluyendo el ciclo de vida, desde la
etapa embrionaria hasta el adulto, podria aportar efectos sobre la

longitud y el peso.

Indice gonadosomatico

El indice gonadosomatico es una variable sensible a los
estrégenos. Panter et al. (2000), Hyndman et al. (2010), Shappell et al.
(2010) y Dammann et al. (2011) no encontraron alteraciones en el
indice gonadosomatico cuando utilizaron dosis de estradiol menores a
120 ngl™. Los resultados encontrados en este trabajo sobre el IGS en el
experimento E2-150 son acordes a los antecedentes.

Panter et al. (1998) expusieron machos de P. promelas a dosis




Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

elevadas de estradiol (320 y 1000 ngl!) obteniendo alteraciones en el
IGS. Considerando los hallazgos encontrados por Panter et al. (1998)
era esperable que la E2-450 tuviese un efecto de alteracién del IGS.
Pero la ausencia de efecto sobre el parametro IGS en el experimento
E2-450 no concuerda con Panter et al. (1998) y es por tanto una

interrogante a resolver.

Tubérculos nupciales

El desarrollo de caracteristicas sexuales secundarias como los
tubérculos nupciales no se vio afectado en ninguno de los machos
expuestos en ninguno de los experimentos de control positivo de
estrogenicidad. Asi como tampoco hubo desarrollo de tubérculos
nupciales en las hembras indicativo de androgenicidad o anti
estrogenicidad. En los machos la cantidad y distribucién de los mismos
fueron los caracteristicos para la especie (Jensen 2001, Watanabe 2007,
OECD 2009) y tampoco hubo ejemplares con un “score” de mas de 50
indicativo de alguna alteracion (OECD 2009).

Los estrégenos pueden alterar la expresién de los tubérculos
nupciales en machos y en hembras de P. promelas como reporta Miles-
Richardson et al. (1999) mediante la exposicidon a 17B-estradiol en dosis
de 2750 ngl™l. Sin embargo, Ankley et al. (2001) usando el estrégeno

metoxiclor no observo efectos ni en machos ni en hembras.
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La ausencia de efectos sobre los tubérculos nupciales sugiere que
las dosis analizadas de E2-150 y E2-450 no fueron suficientes para

alterar el desarrollo de los mismos.

Aspectos testiculares cualitativos y cuantitativos

No se observaron alteraciones testiculares indicativas de
exposicion al estradiol en E2-150 y E2-450. El 17B-estradiol esta
presente en la circulacion sanguinea de los peces machos a bajas
concentraciones (Miura et al. 1999) y es un fuerte agonista de los
receptores de estrogeno que afecta a los testiculos de P. promelas
(Leino et al. 2005). Los cambios que el 17B-estradiol pueden generar en
la gdénada masculina de adultos de P. promelas son variados (Miles-
Richardson et al. 1999, Wolf et al. 2004) y dependientes de la dosis,
produciendo por ej: degeneracion leve de los espermatozoides,
surgimiento de testis-ova (Leino et al. 2005) y atrofia de los mismos
(Panter et al. 1998, Leino et al. 2005). La ausencia de este tipo de
anomalias sugiere que las dosis utilizadas en los controles positivos de
estrogenicidad fueron bajas para afectar la estructura celular de los
testiculos.

El andlisis cuantitativo de las poblaciones celulares de los
testiculos de P. promelas mostré que la cantidad de espermatozoides

presentes fue afectada negativamente en los peces expuestos a 173-
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estradiol en el experimento E2-150. Este resultado es similar al hallado
por Marlatt et al. (2013) en donde obtuvieron alteraciones a nivel de la
gametogénesis masculina como el decrecimiento en la proporcidon de
espermatidas de P. promelas en dosis de 17B-estradiol de 100 ngl™ sin
observar lesiones testiculares.

En las condiciones experimentales que se realizé este trabajo, la
dosis del experimento E2-150 de estradiol tuvo un efecto significativo,
de tipo estrogénico y fue la disminucién del nUmero de espermatozoides
observados. También pudo haber habido una mayor liberacién de los
espermatozoides en este experimento como respuesta a que la

liberacion y puesta de évulos fue aumentada significativamente.

Aspectos ovaricos cualitativos y cuantitativos

No se observaron alteraciones ovaricas indicativas de exposicion al
estradiol en E2-150 y E2-450. Wolf et al. (2004) observaron atresia
folicular generada por el 17B-estradiol a 2750 ngl™ y a pesar de que la
presencia de ova-testis en P. promelas puede ocurrir naturalmente
(Dietrich & Krieger 2009), no se encontré esta anomalia en las hembras
expuestas a E2-150 y E2-450 ni en las de los grupos control. Otros
autores han demostrado que la exposicidon de P. promelas a nonilfenol y
nonilfenol etoxilado (0,5 - 3,4 pgl™!), ambos agonistas de estrégenos,

no indujeron alteraciones a nivel gonadal (Miles-Richardson 1999), vy el



Efectos de efluentes industriales y urbanos en Pimephales promelas

metoxiclor en alta concentracién (3,6 pugl?) produjo un leve aumento de
foliculos atrésicos en algunas hembras expuestas (Ankley et al. 2001).
Por tanto las dosis de E2 utilizadas en esta investigacién parecen no
poseer la suficiencia para generar cambios celulares en los ovarios de

los peces expuestos.

La puesta de ovulos fue incrementada significativamente en un
89% frente a la exposicidén en el control positivo de estrogenicidad E2-
150, mientras que en el experimento E2-450 la produccién de évulos no
se vio alterada. Dammann et al. (2011) muestran que a bajas
concentraciones (7 ngl™) de 17B-estradiol la produccién de évulos en P.
promelas es estimulada y reporta que a mayores concentraciones de
17B-estradiol (50 ngl™) esta produccién es disminuida e incluso podria
llegar a ser inhibida. Shappell et al. (2010) y Marlatt et al. (2013) que
expusieron a peces adultos de P. promelas a concentraciones de E2 44 y
100 ngl* respectivamente no encontraron diferencias significativas en la
produccion de oOvulos. En este trabajo, en el experimento E2-450 la
dosis de 17B-estradiol utilizada no afectd el nUmero de évulos liberados.

Un balance espacial y temporal adecuado de los estrégenos es
crucial para un correcto funcionamiento del organismo y la interferencia
de perturbadores enddcrinos con la expresion o actividad de la enzima

aromatasa cyp19 tiene consecuencias para la reproduccidn en peces
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teledsteos (Cheshenko et al. 2008). La dosis mas baja del estrégeno E2
utilizada en este trabajo muestra efecto sobre la produccion de évulos,
la alteracidon por medio de EDCs estrogénicos sobre cyp19 puede haber
causado los efectos observados en este parametro reproductivo.

Halm et al. (2002) demostraron en las génadas de P. promelas
gue el E2 supra-regulaba la expresion del ARNm p450aromB y que era
dosis dependiente, siendo la mayor expresion en los ovarios de las
hembras expuestos a 320 ngl. En especies de desove multiple como P.
promelas estos niveles de expresion se asocian con un nuevo ciclo de
desarrollo de los ovocitos (Halm et al. 2002).

Por tanto la dosis del experimento E2-150 puede haber acelerado
el proceso de conversién de testosterona a estradiol por medio de la
supra-regulacion de los genes de aromatasa y generar una mayor

produccion de évulos sin haber afectado la puesta.

Efluente urbano

En el experimento de exposicion al efluente urbano no se
observaron cambios en el peso y tubérculos nupciales. En cambio si se
observé una disminucién significativa pequefia de la talla de los machos
de 0,3 cm. Los valores de IGS de machos y hembras no fueron

afectados por el efluente urbano y estuvieron dentro del rango de
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valores normales de la especie (machos = 0,35 - 2,76; hembras = 1,4 -
25) (Watanabe et al. 2007). La ausencia de afectacion del indice
gonadosomatico en machos y hembras expuestas al efluente urbano
sugiere que este efluente no posee los niveles de compuestos quimicos
estrogénicos o androgénicos para poder afectar esta variable o a las
interacciones antagonicas que estos compuestos quimicos puedan tener

entre si.

Crecimiento

La variacion en la talla encontrada en este trabajo aunque
pequefia podria ser un efecto inducido por el efluente urbano con
capacidad estrogénica que actuaria sobre el eje GH/IGF-1. El analisis de
aguas del arroyo Fray Bentos (efluente urbano) utilizadas en este
estudio demostrd la presencia de los compuestos estrogénicos estradiol,
estrona, estriol, etinilestradiol, 4-nonilfenol y para-ter-octilfenol (Miguez
2013)(Anexo I). Lerner et al. (2012) mostraron que los compuestos
estrogénicos como los presentes en el agua superficial del arroyo Fray
Bentos (Miguez 2013), pueden regular negativamente el eje GH/IGF-1 y
comprometer el crecimiento. Thorpe et al. (2009) y Vajda et al. (2011)
expusieron a P. promelas frente a efluentes urbanos con capacidad
estrogénica similares al utilizado en este trabajo pero no encontraron

diferencias en el crecimiento en los organismos expuestos. Tal vez la
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concentracion de téxicos de los efluentes evaluados por dichos autores
no fue la suficiente como para alterar el crecimiento de los peces o
también a la posibilidad de las interacciones antagdnicas entre los
productos quimicos que este tipo de efluentes poseen y minimicen los
efectos.

En Pimephales promelas han habido efectos sobre el crecimiento
cuando los ensayos fueron utilizando el ciclo de vida iniciandose desde la
etapa embrionaria hasta el adulto (Parrot et al. 2004, 2005). La etapa
embrionaria es una etapa particularmente sensible en respuesta a
perturbadores enddcrinos (Warner et al. 2007) y otros contaminantes
(Jezierka et al. 2009). Se debe considerar un disefio experimental de
ciclo de vida iniciandose el mismo en la etapa embrionaria lo que
permitiria ahondar mejor sobre los efectos en el crecimiento de P.

promelas expuestos a distintos efluentes con capacidad estrogénica.

Aspectos testiculares cualitativos y cuantitativos

No se encontraron anomalias o alteraciones en los testiculos de los
peces que fueron expuestos al efluente urbano. La dosis de 170-
estradiol utilizada por Miles-Richardson et al. (1998) y Wolf et al. (2004)
fue 2750 ngl! y produjo alteraciones en las poblaciones celulares
testiculares de Pimephales promelas. La exposicion a nonilfenol y

nonilfenol etoxilado en dosis de hasta 5,5 pgl™ no produjo lesiones
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testiculares (Miles-Richardson et al. 1999). Estos compuestos quimicos
fueron caracterizados en el agua del arroyo Fray Bentos (Miguez 2013)
en niveles mas bajos que los autores citados lo que explicaria la

ausencia de anomalias testiculares.

El agua superficial del arroyo Fray Bentos indujo una disminucion
importante pero no significativa en la cantidad de espermatozoides
producidos. Si bien la tendencia a la disminucién era el efecto esperado
para un efluente de caracter estrogénico, el mismo no fue significativo,
por lo cual no se puede concluir sobre una posible alteracién cuantitativa
testicular.

Los estrégenos poseen un importante rol en la regulacién de la
expresion génica en los testiculos (Schulz et al. 2010) aunque su rol en
la espermiacion no esta claramente identificado (Vizziano et al. 2007).

La interaccién de los compuestos estrogénicos en las aguas que
reciben la descarga de efluentes cloacales son capaces de generar
efectos estrogénicos como la demasculinizacién gonadal en P. promelas
(Vajda et al. 2011). Si bien se constatd una disminucién del niumero de
espermatozoides en experimento con el efluente urbano, la misma no
fue significativa por lo cual no se puede concluir sobre un efecto

estrogénico de este efluente.
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Aspectos ovaricos cualitativos y cuantitativos

No se observaron alteraciones ovaricas cualitativas indicadoras de
efecto frente a la exposicidén al efluente urbano tales como ova-testis o
aumento de la atresia folicular. La exposicidon a altas dosis de estrogenos
afecta la atresia folicular (Wolf et al. 2004). Las bajas concentraciones
de los compuestos quimicos presentes en el efluente urbano (Miguez
2013) (Anexo I) que podrian inducir anomalias en el desarrollo ovarico o
las interacciones antagonicas entre ellos, explicarian la ausencia de
estas.

El agua superficial del arroyo Fray Bentos tuvo un efecto nivel de
produccion de los évulos, constatando la produccion del doble de su
respectivo grupo control, aunque dicho aumento no fue significativo (p
> 0,05). Se trata de un efecto de tipo estrogénico como se observo en
el experimento E2-150.

El efecto estrogénico en esta matriz que recibe la descarga de los
efluentes cloacales de Fray Bentos y que posee compuestos quimicos de
capacidad estrogénica, puede deberse a la contribucion individual de
cada uno o a la interaccién entre estos. Los estrogenos presentes en
esta matriz pueden interactuar con los receptores de estrégeno de
membrana o nucleares teniendo efectos sobre la activacion o supresion
a varios niveles del eje hipotdlamo - hipdfisis - gdnada, alterando de

esta manera la produccion de o6vulos y su puesta. A su vez, la
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produccién de estradiol puede también ser aumentada debido a que la
aromatasa es susceptible a perturbadores enddcrinos (Cheshenko et al.
2008). Filby et al. (2007) demostraron en Pimephales promelas que hay
supra-regulacion de la expresion ovarica del gen cyp19 que codifica para
la enzima aromatasa cuando hay exposicion a efluentes urbanos
estrogenizantes y una mezcla compleja de estrégenos (17B-estradiol -
17a-etinilestradiol).

La dindmica hidrica y pluvial que afectan al arroyo Fray Bentos y
las caracteristicas temporales de la descarga del efluente cloacal sobre
el arroyo Fray Bentos podrian sinergizar o antagonizar la interaccion de
los compuestos estrogénicos que fueron analizados y de otros
compuestos quimicos presentes en el arroyo que no fueron considerados

y que podrian alterar la produccion de dvulos.

Efluente Industrial

No se observaron cambios en la talla, el peso, el IGS y los
tubérculos nupciales. A su vez, tampoco se observaron alteraciones en
la estructura de los testiculos u ovarios. Hubo una disminucion
significativa (p < 0,05) en el nimero de 6vulos puestos del 54%

respecto al grupo control.
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Crecimiento

Los valores de longitud y peso hallados de Pimephales promelas
frente a la exposicion del efluente industrial no fueron alterados ni en
machos ni en hembras. Estos valores corresponden con Ilos
normalmente encontrados para la especie (Watanabe et al. 2007).

El anadlisis de compuestos quimicos del efluente industrial de
produccién de pulpa de celulosa utilizado en este estudio demostré la
presencia de los compuestos estrogénicos estradiol, estrona, 4-
nonilfenol y para-ter-octilfenol (Miguez 2013)(Anexo I). Los compuestos
estrogénicos pueden regular negativamente el eje GH/IGF-1,
comprometiendo de esta manera el crecimiento (Lerner et al. 2012).

Kovacs et al. (2013) no encontré diferencias en el crecimiento
frente a la exposicién por 5 dias de adultos de P. promelas a efluentes
industriales de produccién de pulpa de celulosa. Parrot et al. (2004) con
un disefio experimental de ciclo de vida, comenzando en la etapa
embrionaria, demostré efectos en el crecimiento inducidos por efluentes
industriales de produccién de pulpa de celulosa. Las alteraciones en las
funciones enddcrinas en el desarrollo temprano de un organismo pueden
tener implicancias en muchos procesos fisioldgicos de etapas posteriores
(Warner et al. 2007) como el crecimiento.

Los resultados hallados en esta investigacién son similares a los de

Kovacs et al. (2013) sin embargo, la posibilidad de afectar el
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crecimiento en embriones de P. promelas por efluentes de produccién de
pulpa de celulosa estd demostrada (Parrot et al. 2004). Por lo tanto
considerar un disefio experimental de ciclo de vida iniciandose en etapas

embrionarias podria dilucidar efectos sobre el crecimiento en este pez.

Aspectos testiculares cualitativos y cuantitativos

No se encontraron anomalias o alteraciones en los testiculos de los
peces que fueron expuestos al efluente industrial. La dosis de 17f-
estradiol reportados que producen alteraciones en las poblaciones
celulares testiculares de Pimephales promelas fue de 2750 ngl™! (Miles-
Richardson et al. 1998, Wolf et al. 2004). La metiltestosterona, un
potente agonista de andrégenos, indujo un epitelio germinal muy
delgado y actividad espermatogénica dispersa en los machos de P.
promelas expuestos (Ankley et al. 2001). Los compuestos quimicos que
fueron caracterizados en el efluente industrial (Miguez 2013), han
demostrado poseer capacidad de alterar variables reproductivas en P.
promelas como la reduccidon de los tubérculos nupciales e inducir
cambios a nivel testicular como la proliferacién de las células de Sertoli y
restos celulares en los tubulos espermaticos (Miles-Richardson et al.
1998, 1999). La ausencia de anomalias testiculares se deberia a los
bajos niveles de estos compuestos quimicos en el efluente industrial o a

la posible interaccion antagonista de estos que pueda minimizar sus
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efectos.

En ensayos de ciclo de vida autores como Parrott et al. (2004,
2005) han descrito efectos adversos de los efluentes de plantas de
produccién de pulpa de celulosa sobre la génada y la produccion de
ovulos en P. promelas. Nuestro disefio experimental de 21 dias y con
ejemplares adultos es distinto al usado por Parrott et al. (2004) y tal vez
explique la ausencia de anomalias macroscépicas e histopatoldgicas

gonadales.

Aspectos ovaricos cualitativos y cuantitativos

El efluente industrial presentd un efecto de disminucién en el
nimero de o6vulos puestos y esa reduccién fue del 54% vy
estadisticamente significativa (p < 0,05). Numerosos estudios previos
sostienen que los efluentes de plantas de produccion de pulpa de
celulosa afectan la producciéon de 6vulos en P. promelas (Hewitt et al.
2008) e inclusive alteran y disminuyen la puesta de évulos (Parrott et al.
2004, Popesku et al. 2010, Werner et al. 2010, Kovacs et al. 2013 y
Waye et al. 2014).

Ankley et al. (2001) demostré que la produccion de ovulos de
P. promelas frente a compuestos estrogénicos y androgénicos en altas
dosis es afectada negativamente. El analisis de compuestos quimicos

estrogénicos en el efluente industrial (Miguez 2013) mostré a 4-
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nonilfenol, un alquilfenol utilizado en procesos industriales, en
concentraciones que han producido efectos negativos sobre la gonada
de P. promelas (Miles-Richardson et al. 1999) y sobre la puesta de
ovulos (Giesy et al. 2000). El 4-nonilfenol es un agonista estrogénico
débil con capacidad de imitar a los estrogenos por su accidén directa
sobre los receptores de estrégeno (Giesy et al. 2000). El efluente
industrial resultante de la produccién de pulpa de celulosa puede estar
ejerciendo sobre el eje HPG de P. promelas efectos de disrupcion

enddcrina disminuyendo la puesta de évulos.

Estudios recientes muestran una relacion entre la demanda
bioquimica de oxigeno (DBO) en efluentes de plantas de produccién de
pulpa de celulosa con la puesta de Ovulos de P. promelas. Valores
mayores a 20 mg L' de DBO tienen un mayor potencial de afectar la
cantidad de o6vulos producidos (Kovacs et al. 2013). El valor de DBO
obtenido para el efluente industrial utilizado en esta investigacion
(Miguez 2013)(Anexo II) fue menor al valor estimado por Kovacs et al.
(2013). No obstante, nuestros resultados demostraron que se Vvio
afectada negativamente la produccidon de dévulos. Kovacs et al. (2013)
también encontraron efluentes de este tipo capaces de afectar la
producciéon de évulos con valores de DBO menores a los que sugiere

como probables de afectar este parametro reproductivo y concluye que
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las razones por las cuales estos efluentes afectan la reproduccion de
peces no esta resuelto aun.

Popesku et al. (2010) postulan que las hembras de P. promelas
expuestas a efluentes derivados de la produccion de pulpa de celulosa
son capaces de producir évulos pero incapaces de ovular. Postularon que
las sustancias que estos efluentes poseen afectan vias sensibles de
dopamina en el cerebro de los mismos.

Los numerosos compuestos quimicos que esta matriz posee y la
capacidad de interaccién entre ellos explicarian la alteracién en la

produccién de évulos aungue no dilucida la via por la cual la produce.

El eje Hipotdlamo - Pituitaria - Godnada, HPG, es un sistema
altamente dinamico. Responde a estresores ambientales incluyendo a
los contaminantes a través de varios mecanismos de retroalimentacion
manteniendo las condiciones que llevan a la reproduccion. Estas
respuestas compensatorias pueden ocurrir durante la exposicion al
agente estresor o una vez finalizada (Ankley et al. 2009). El estudio de
los modos de accidén de los compuestos quimicos sobre el eje HPG y con
el uso de nuevos enfoques de investigacion como la gendmica y la
transcriptomica en ensayos validados en especies referentes como
Pimephales promelas y otras permitirdn establecer enfoques integrales

de las respuestas de los organismos a los contaminantes ambientales.
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CONCLUSIONES

No se observaron alteraciones cualitativas a nivel gonadal frente a
las dos dosis de estradiol ensayadas (150 y 450 ng I'!), ni frente al

efluente urbano (arroyo Fray Bentos) ni al industrial.

La dosis de 17pB-estradiol (150ngl™?) indujo una disminucidn
significativa (p<0.05) del 42% en el numero de espermatozoides y

un aumento significativo (p<0.05) del 50% en los 6vulos liberados.

El Unico efecto significativo observado en el efluente urbano fue la

disminucion ligera en la talla de los machos.

El efluente industrial indujo una disminucién significativa (p<0.05)
del 50% en el numero de Ovulos liberados, siendo este el
comportamiento contrario al observado cuando se wusaron

estrégenos.

El efluente industrial afecta a un parametro reproductivo
fundamental como el nimero de évulos emitidos. Pudiendo tener
efectos poblacionales de comprobarse efectos similares en el

estudio con especies de peces nativas.
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Anexo 1
Esquema de procesamiento de tejidos para su inclusién en parafina y

tinciéon en hematoxilina y eosina. Tomado de USEPA 2006.

Prezzure/ GONAD WHOLE-FIsH
Stn_n'on Reazent 1'f:l.-c'1.1.u1.1:|. Heat (°C) PRG:GR—‘LEI PRE‘:‘GR_’LM
Na. Cwele (mimutes) (mmimutes)
1 10% NBF* On Ambient 40 60
2 T0%% ethyl alechol On Ambient 40 &0
3 0% ethyl alechol On Ambiant 40 60
4 25% ethyl alechol On Ambient 40 &0
5 95% ethyl alechol On Ambiant 40 60
& 100%% ethyl alcchol On Ambiant 40 60
T 100%% ethyl alcohol On Ambient 40 &0
8 100%% ethyl alcchol On Ambiant 40 60
9 Clear Fate 3 On Ambiant &0 30
10 Clear Fate 3 On Ambient &0 30
11 Paraffin On 60 45(60% 75(100%)
12 Paraffin On B0 45(60%) 75(100%)
13 Paraffin On 60 43(60%) 75(100%)
14 Paraffin On a0 43 73
Dram and Clean Cyele”
Reagent Maintenance
Reagent Minutes in Reagent After 1" Run | After 2* Run
Kylene 4 Remove Remove
Absolute Alcohol 2 Femove Femove
807 Alcohol 1 Renew Renew
Water 1 - —-
Hematoxylin 3 - Eemove
Water 2 -— —-
Clarifier 1 Eenew Fenew
Water 1 -— —
Bluing 1 Benew Renew
Water 2 - —-
05% Alcohol 1 Eenew Fenew
Eosin 1 - Renew
Absolute Alcohol 4 Femove Femove
Kylene 3 Eemove Remove
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Anexo 11

Caracterizacion fisicoquimica de las muestras

Los ensayos para la caracterizacion fisicoquimica de las muestras fueron
realizados mayormente en LATU y otros fueron enviados a laboratorios

del exterior. Los métodos y normas utilizados fueron los siguientes:

- pH- PEC.PQAR.101 basado en APHA 4500 H

- Grasas y aceites- PEC.PQAR.007 basado en APHA 5520 D

- Cianuros- PEC.PQAR.602 basado en EPA 335.4

- Demanda bioquimica de oxigeno (DBO)- PEC.PQAR.010 basado en APHA 5210 B

- DQO- ISO 15705-2002 (E)

- Turbiedad: basado en ISO 7027

- Oxigeno disuelto-APHA 4500 O G

- Color- ISO 7887 modificado con ASTM D 1205

- AOX- PEC.PQAR.604 basado en ISO 9562:2004

- Carbono organico total (como NPOC)- PEC.PQAR605 basado en norma ISO
8245:1999

- Tensioactivos anidnicos (MBAS): sustancias activas al azul de metileno- APHA 5540 C
- Sulfuros- APHA 4500 S D

- Amonio- PEC.PQAR.612 basado en APHA 4500 NH3 -D

- Fenoles- PEC.PQAR.603 QuickChemMethod 10-210-00-1-x basado en EPA 420.1
modificado

- Nitrégeno total- PEC.PQAR.606 basado en ISO 11905-2

- Fésforo total Quikchem Method 31-115-01-3-D

- Toxicidad aguda Pimephales promelas- PEC.PQAR.616 basado en EPA 821-R-02-012.
Test method 2000.0

- Toxicidad aguda (Daphnia magna)- PEC.PQAR.607 basado en EPS 1/RM/14

- Toxicidad aguda (Vibrio fischeri)

- Conductividad PEC.PQAR.112 basado en APHA 2510

- Taninos y ligninas

- Clorato - PEC.PQAR113 basado en EPA 300.1

- Peroxido
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Todos los reactivos utilizados en los ensayos fueron de grado ppa y el agua de calidad

ultrapura (resistividad>18MQ), (equipo de purificacién de agua - Milipore Simplicity

185).

Sulfuros (Como S) (mg/l) (LD: 0,1 mg/I)
Amonio (como N) (mg/Il) (LD: 0,01 mg/I)
Grasas y aceites (mg/l) (LD: 5 mg/I)

AOX (como CI) (pg/l) (LD: 10 mg/l)

Fenoles (como C5H60H) (LD: 1 pg/l)

Tensioactivos anidnicos (como LAS) (LD: 14ug/L)

cDBO5 (como 02) (mg/l)
DQO (como 02) (mg/)
Nitrégeno total (como N) (mg/I)

Fésforo total (como P) (mg/l)

Toxicidad aguda Pimephales promelas CL50gghs

Toxicidad aguda Daphnia magna CL504ghs
Toxicidad aguda Vibrio

pH

Turbierdad (NTU)

Color (unidadPt-Co)

Cianuro (Como CN) (pg/L) (LD: 4pg/L)
Carbono organico total (como C) (mg/I)
Oxigeno disuelto (como 02) (mg/l)
Conductividad (ms/cm)

Taninos y ligninas (como taninos) (mg/l)
Cloratos (como CIO3) (mg/I)

Peroxidos (como H202) (mg/I)
Di-n-octilftalato (DNOP) (pg/l)

Di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) (pg/l1)
4-para-nonilfenol (ug/l)
Para-tert-octilfenol(ug/I)

Estrona (E1)

Efluente

Industrial

ND
30 pg/L
ND

1,94

3,77
53,9 pg/L
18
194
1,14
1,12
>100%
>100%
>100%
7,77
375
ND

346
4,13
75,6
11,8
<100
28
44
0,19
3,5 pg/L

Efluente

Urbano

ND
ND
<17

Hg/L

ND
23
<14

0,5

>100%
>100%
7,44

11

43

<5
10,4
7,41

<1

2,7

8,3

12
2,2 ng/L
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Estradiol (E2)

Estriol (E3)

Etinil estradiol (EE2) (ng/I)
E1-3S (ng/l)

Bisfenol A (BPA) (ng/I)
ND: No detectable

1,2 pg/L
ND
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0,6 ng/L
1 ng/L
<0,2

0,5

<1





