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RESUMEN

Las actividades antrdpicas generan problemas ambientales tales como la
contaminacion, modificacion, fragmentacion y/o destruccion del hébitat, ocasionando
efectos adversos sobre la biota y los procesos bioldgicos y ecoldgicos que ocurren en los
ecosistemas. Estas actividades actian como factores de estrés, los cuales desencadenan
un conjunto de respuestas y provocan una alteracion en la normalidad de los organismos,
a la cual tienden a volver todo el tiempo a través de diversos mecanismos. La
ecotoxicologia es una disciplina que surge en respuesta a la necesidad de realizar
diagnosticos ambientales y proporcionar herramientas para proteger el ambiente frente a
las transformaciones generadas por los seres humanos. Para conocer el estado de los
ecosistemas evaluados, se requiere de un estudio integral e interdisciplinario, generando
informacion mediante estudios a diferentes niveles de organizacion ecologica reuniendo
ideas y métodos de numerosas y variadas disciplinas en un marco ordenado y unificado
de entendimiento (principio de consiliencia). Entre las estrategias de investigacion que
utiliza la ecotoxicologia para abordar las problematicas ambientales actuales se encuentra
el esquema de “concatenacion causa-efecto-significancia” que relaciona todos los niveles
de organizacion de manera integral. Ademads, propone el uso de bioindicadores,
biomarcadores y biomonitores como herramientas utiles para detectar, cuantificar y
monitorear el impacto de factores externos en los ecosistemas, y para comprender su
alcance temporal y espacial.

Los anfibios han sido propuestos como especies centinelas e indicadoras de la
calidad ambiental debido a sus caracteristicas ecologicas y biologicas. A pesar de ser un
grupo muy diverso y presentar una amplia distribucion, las poblaciones en diferentes
regiones del mundo estdn disminuyendo e incluso extinguiéndose. En ese sentido, el
objetivo general de la presente tesis doctoral fue desarrollar herramientas de diagnostico
clinico en anfibios anuros adultos empleando un enfoque multivariado a partir de la
evaluacion integral de biomarcadores a diferentes niveles de organizacion en dos especies
de anuros autdctonos, para su utilizacion como indicadores de la calidad ambiental. Al
considerar la complejidad de las problematicas ambientales actuales, desde la
Ecotoxicologia y la Medicina clinica, se propone la realizacion de estudios integrales
utilizando biomarcadores a diferentes niveles de organizacion para evaluar su objeto de
estudio, ya que estos son interdependientes, por lo que su estudio integral permite obtener

informacion con mayor representatividad y relevancia. Esto a su vez posibilitard mejorar



la comprension de los resultados, contextualizar la interpretacion de la informacion
obtenida para diagnosticar el estado de salud de los individuos, y realizar inferencias mas
confiables sobre el impacto que producen los factores estresantes sobre los ecosistemas y
sus componentes.

El presente trabajo de tesis presenta la informacion en 5 capitulos. En el primer
capitulo, se describe el area y especies de estudio. En el area de estudio, se identificaron
tres problematicas ambientales notorias: cinturdn florihorticola, industria petroquimica y
descargas de efluentes cloacales. Ademads, se identificaron sitios de referencia,
minimamente alterados por estas actividades. Se detallaron las problematicas ambientales
estudiadas, y se realizé una descripcion de los sitios de estudio a partir de la medicion de
caracteristicas fisicoquimicas del agua y sedimentos y de la busqueda bibliografica sobre
la presencia de contaminantes en dichos sitios; ademas, en cada sitio de estudio, se
registré la presencia de anuros. A partir de la informacion obtenida pudimos caracterizar
cada sitio de estudio y vincular dichas caracteristicas con las actividades antropicas que
alli se desarrollan. En el capitulo 2, se realizd una revision detallada de las publicaciones
que evaltan y reportan informacion sobre los parametros clinicos evaluados en la presente
tesis en especies de anuros, y se llevo a cabo un andlisis para conocer 1) la variabilidad
de los datos aportada por las variaciones metodologicas producto de los procedimientos
empleados por los diferentes grupos de investigacion, 2) la variabilidad asociada con el
grupo taxonomico, y 3) la variabilidad asociada con la procedencia de los individuos, con
el fin de obtener informacidn util que permita generar intervalos de referencia confiables
para las especies de estudio. El anélisis permiti6 evidenciar que los pardmetros evaluados
presentan una gran variabilidad, y que la utilizacion de las diferentes fuentes de
informacion nos llevaria a diagndsticos e interpretaciones diferentes. El analisis realizado
nos brindé elementos para seleccionar el grupo de datos a emplear al momento de
construir las tablas de intervalos de referencia, utilizando para dicho fin los datos
obtenidos de los individuos de cada especie de estudio provenientes de sitios de
referencia. En el capitulo 3, se desarrollé una herramienta para la evaluacion integral del
estado de salud de los anuros, utilizando individuos de Leptodactylus luctator como
organismos de prueba. Para esto, se colectaron individuos adultos provenientes del
cinturdn florihorticola, la industria petroquimica, las descargas cloacales y un sitio de
referencia. Se realiz6 el procesamiento y obtencion de muestras de los individuos, y se
midieron 27 parametros clinicos a diferentes niveles (individuo: indice de condicién

corporal, hepatosomatico, de cuerpos grasos y gonadosomatico; sanguineo: hematocrito,
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recuento de globulos rojos, hemoglobina, y los indices volumen corpuscular medio,
hemoglobina corpuscular media, concentraciéon de hemoglobina corpuscular media;
inmunolégico: porcentaje de neutrdfilos, eosinodfilos, basofilos, monocitos, linfocitos,
recuento total de globulos blancos, recuento total de trombocitos, indice N:L; bioquimico:
actividad glutation S transferasa, catalasa y acetilcolinesterasa en higado, rifion, muasculo
y plasma). Se analiz6 la respuesta individual y conjunta de los pardmetros clinicos a partir
de la aplicacion de dos enfoques estadisticos (univariado y mutivariado) para interpretar
e integrar la informacion proveniente de diferentes niveles. Ademas, se determinaron y
evaluaron parametros como la condicion del sitio y la condicién del individuo, a partir de
la comparacion de los valores de los parametros clinicos con los intervalos de referencia
obtenidos en el capitulo 2. Los analisis realizados permitieron determinar la efectividad
y especificidad de los parametros clinicos evaluados y las relaciones existentes entre ellos.
En este capitulo se presenta una herramienta compuesta por un protocolo de
procesamiento y obtencion de muestras, la aplicacion de dos enfoques estadisticos (uni y
multivariado) para integrar la informacion obtenida, una lista de pardmetros que permiten
distinguir entre sitios, y recomendaciones de pardmetros para ser utilizados en un indice
de salud, el cual se puso a prueba en el capitulo 5. A partir de los resultados obtenidos
pudimos determinar que los individuos provenientes del cinturdn florihorticola, la
industria petroquimica y las descargas cloacales presentan el estado de salud afectado.
Considerando el empleo de la especie estudiada como bioindicador, pudimos realizar
inferencias sobre la condicidon de los ecosistemas estudiados a partir del diagnostico del
estado de salud.

En el capitulo 4, se puso a prueba la herramienta propuesta en el capitulo 3 en
diferentes escenarios, que incluyeron nuevos sitios, y la incorporacion de una segunda
especie de estudio (Rhinella arenarum), y se sumo la evaluacion de parametros a nivel
plasmatico. Al realizar una interpretacion de los resultados obtenidos, pudimos observar
que ambas especies resultaron adecuadas como objeto de estudio, ya que el procesamiento
y obtencion de muestras pudo ser realizado correctamente, obteniendo las muestras
necesarias para la medicion de cada pardmetro clinico propuesto. En cuanto a los
resultados obtenidos de los analisis estadisticos, pudimos observar que el empleo de los
dos enfoques de analisis estadisticos propuestos brinda informacion complementaria y
valiosa al momento de aplicar la herramienta propuesta, funcionando la herramienta como

un todo. Tal como sucedi6 en el capitulo 3, a partir de los resultados obtenidos pudimos
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determinar que los individuos provenientes del cinturéon florihorticola, la industria
petroquimica y las descargas cloacales presentan el estado de salud afectado.

Por ultimo, en el capitulo 5, correspondiente a las consideraciones finales, se
discutio y contextualizé la informacion obtenida, se plantearon nuevas preguntas de
investigacion, se discutieron los resultados, sus alcances, sus limitaciones, y se presentd
un modelo conceptual (forma gréfica) disefado a partir del aprendizaje logrado a lo largo
de la tesis, el cual resulta interesante para entender y transmitir de manera simple, visual
y didéctica los resultados de la tesis.

El presente estudio aporta elementos para la realizacion de estudios de calidad del
ambiente de ecosistemas asociados con problematicas ambientales complejas, empleando
un conjunto de biomarcadores a diferentes niveles de organizacion, utilizando anuros
autdctonos como bioindicadores a partir del diagnostico integral del estado de salud de
los individuos, resultando L. luctator y R. arenarum especies adecuadas para realizar este

tipo de estudios.

12



ABSTRACT

Anthropogenic activities generate environmental problems such as pollution,
modification, fragmentation and/or destruction of habitat, causing adverse effects on the
biota and the biological and ecological processes occurring in ecosystems. These
activities act as stress factors, which trigger a set of responses and cause alterations in the
normality of organisms, to which they tend to return through various mechanisms.
Ecotoxicology is a discipline that arose in response to the need to perform environmental
diagnoses and provides tools to protect the environment from human-generated
transformations. In order to know the state of the ecosystems being evaluated, an integral
and interdisciplinary study is required, generating information through studies at different
levels of ecological organization, bringing together ideas and methods from numerous
and varied disciplines in an orderly and unified framework of understanding (principle of
consilience). Among the research strategies used by ecotoxicology to address current
environmental issues is the "cause-effect-significance concatenation" scheme that links
all levels of organization in an integrated manner. It also proposes the use of bioindicators,
biomarkers and biomonitors as useful tools to detect, quantify and monitor the impact of
external factors on ecosystems, and to understand their temporal and spatial extent.

Amphibians have been proposed as sentinel species and indicators of
environmental quality due to their ecological and biological characteristics. Despite being
a very diverse and widely distributed group, populations in different regions of the world
are declining, and even becoming extinct. In this sense, the general objective of this
doctoral thesis was to develop clinical diagnostic tools in adult anuran amphibians using
a multivariate approach based on the integral evaluation of biomarkers at different levels
of organization in two species of native anurans, to be used as indicators of environmental
quality. Considering the complexity of current environmental problems, from
Ecotoxicology and Clinical medicine, it is proposed to carry out integral studies using
biomarkers at different levels of organization to evaluate their object of study, as these
are interdependent, allowing their integral study to obtain information with greater
representativeness and relevance. This in turn will make it possible to improve the
understanding of the results, contextualize the interpretation of the information obtained
to diagnose the state of health of individuals, and make more reliable inferences about the

impact of stressors on ecosystems and their components.
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This thesis presents the information in 5 chapters. In the first chapter, the study
area and selected species are described. In the study area, three environmental problems
were identified: periurban green belt with intensive cultivation under cover,
petrochemical industry, and sewage effluent discharges. In addition, reference sites,
minimally altered by these activities, were identified. The environmental problems
studied were detailed, and a description of the study sites was made based on the
measurement of physicochemical characteristics of water and sediments, and a
bibliographic search on the presence of pollutants; in addition, in each study site, the
presence of anuran species was recorded. From the information obtained, we were able
to characterize each study site and link these characteristics to the anthropic activities that
take place there. In chapter 2, a detailed review was made of the publications that report
information on the clinical parameters evaluated in this thesis in anuran species, and an
analysis was carried out to determine i) the variability of the data provided by the
methodological variations resulting from the procedures used by the different research
groups, ii) the variability associated with the taxonomic group, and iii) the variability
associated with the origin of the individuals, in order to obtain useful information to
generate reliable reference intervals for the study species. The analysis showed that the
parameters evaluated show great variability, and that the use of different sources of
information would lead to different diagnoses and interpretations. The analysis provided
us with elements to select the group of data to be used when constructing the reference
intervals, using data obtained from individuals belonging to reference sites.

In chapter 3, a tool for the comprehensive assessment of anuran health status was
developed, using individuals of Leptodactylus luctator as test organisms. For this
purpose, adult individuals were collected from the periurban green belt, the petrochemical
industry, a sewage discharges site, and a reference site. Individuals were processed and

sampled, and 27 clinical parameters were measured at different levels (individual level:

body condition index, hepatosomatic index, body fat index, and gonadosomatic index;

hematological level: hematocrit, red blood cells, hemoglobin, mean corpuscular volume,

mean corpuscular hemoglobin, and mean corpuscular hemoglobin concentration;

immunological level: relative percentages of neutrophils, eosinophils basophils,

monocytes, and lymphocytes, total white blood cells, total thrombocyte counts, N:L

index; biochemical level: enzymatic activities of GST, CAT and AChE in liver, kidney,

muscle and plasma). The individual and joint response of clinical parameters were

analyzed by applying two statistical approaches (univariate and multivariate) to interpret
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and integrate information from different levels. In addition, parameters such as site
condition and individual condition were determined and evaluated by comparing the
clinical parameter values with the reference intervals obtained in chapter 2. The analyses
performed allowed determining the effectiveness and specificity of the clinical
parameters evaluated and the relationships between them. This chapter presents a tool
composed of a protocol for processing and obtaining samples, the application of two
statistical approaches (univariate and multivariate) to integrate the information obtained,
a list of parameters to distinguish between sites, and recommendations of parameters to
be used in a health index, which was tested in Chapter 5. From the results obtained, we
were able to determine that individuals from the periurban green belt, the petrochemical
industry and sewage discharges sites have an affected state of health. Considering the use
of the studied species as a bioindicator, we were able to make inferences about the
condition of the ecosystems studied based on the diagnosis of the state of health.

In chapter 4, the proposed tool was tested in different scenarios, including new
sites, the incorporation of a second study species (Rhinella arenarum), and the evaluation
of parameters at the plasma level. Results showed that both species were suitable as test
organisms since the processing and collection of samples could be carried out correctly,
obtaining the necessary samples for the measurement of each proposed clinical parameter.
In addition, the use of the two proposed statistical analysis approaches provides
complementary and valuable information when applying the proposed tool. As indicated
in the preceding chapter, we were able to determine that individuals from the periurban
green belt, the petrochemical industry and sewage discharges sites have the most affected
health status.

Finally, in chapter 5, corresponding to the final considerations, the information
obtained was discussed and contextualized, new research questions were formulated, the
results, their scope and limitations were discussed, and a conceptual model (graphic form)
based on the learning achieved throughout the thesis was presented, which is interesting
for understanding and transmitting the results of the thesis in a simple, visual, and didactic
way.

The present study provides elements for carrying out studies of the environmental
quality of ecosystems associated with complex environmental problems, using a set of
biomarkers at different levels of organization, using native anurans as bioindicators from
the comprehensive diagnosis of the health status of individuals, resulting L. luctator and

R. arenarum species suitable for this type of studies.
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ABREVIATURAS

A continuacion, se presenta una lista de las abreviaturas y/o siglas utilizadas a lo largo de

la presente tesis doctoral.

A/G: albumina/globulina

AC: analisis de contingencia

ACHhE: acetilcolinesterasa

ACP: analisis de components principales

AD: analisis discriminante

Alb: albimina

Ami: amilasa

ANuc: anormalidades nucleares

Bas: basofilos

Ca: calcio

CAT: catalasa

CFH: cinturén florihorticola

CHCM: concentracion de hemoglobina corpuscular media
CICUAL: Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
COL.: colesterol total

Cond: conductividad

CPK: creatin fosfoquinasa

Creat: creatinina

CV: coeficiente de variacion

DC: descargas cloacales

DE: desvio estandar

DQO: demanda quimica de oxigeno

Eos: eosinofilos

F: estadistico de prueba para el test de AVOVA
FA: fosfatasa alcalina

FRS: fosforo reactivo soluble

FT: fésforo total

Glob: globulinas
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GST: glutation S- transferasa

H estadistico de prueba para el test de Kruskal-Wallis
Hb : hemoglobina

HCM: hemoglobina corpuscular media
HDL.: lipoproteinas de alta densidad
Hto: hematocrito

IC: intervalo de confianza

ICC: indice de condicion corporal

ICG: indice de cuerpos grasos

IGS: indice gonadosomatico

IHS: indice hepatosomatico

IP: industria petroquimica

LDH: lactatodeshidrogenasa

LDL.: lipoproteinas de baja densidad
Lin: linfocitos

LOI: materia organica total (perdida por ignicion)
Mg: magnesio

MNs: micronucleos

Mon: monocitos

MS222: metanosulfonato de tricaina 222
N:L: indice neutrofilos/linfocitos

Neu: neutrofilos

NH4+: amonio

NO2-: nitrito

NT: nitrégeno total

NTT: nitrogeno total filtrado

OD: oxigeno disuleto

OMS: organizacion mundial de la salud
P: fosforo

PT: proteinas totales

Ql: cuartil 1

Q3: cuartil 3
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RGR: recuento de glébulos rojos
RTGB: recuento total de globulos blancos
RTT: recuento total de trombocitos
SD: s6lidos disueltos

SMS sangre minima segura

SR: sitio de referencia

SS: sélidos en suspension

ST: s6lidos totales

Temp: temperatura

TGC: triglicéridos

TGO: aspartato aminotransferasa

TGP: alanina aminotransferasa

UICN: Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza

Ur: urea
VCM: volumen ccorpuscular medio
VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad

VTS volumen total de sangre
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INTRODUCCION

Biologia y ecologia de los anfibios

La Clase Amphibia estd compuesta por aproximadamente 8178 especies. Los
anfibios ocupan casi todos los habitats disponibles en la tierra, excepto los océanos
abiertos, las islas oceanicas distantes y los confines del Artico y la Antartida. Su modo de
vida se puede describir de manera generalizada como terrestre, acuatico, semiacuatico,
fosorial, arboricola, y ocupan una gran cantidad de habitats asociados a charcas
temporales o permanentes, pajonales inundables, ambientes forestales, urbanos,
desérticos (Stebbin y Cohen, 1995; Wells, 2010).

La piel de los anfibios es desnuda, muy vascularizada y altamente permeable, lo
que permite el paso del agua y gases respiratorios, pero les impide vivir en ambientes
salados o estar activos en ambientes muy secos (Heatwole y Barthalmus 1994). La piel
participa en la proteccion contra la abrasion y agentes patdgenos, en la respiracion y en
la osmorregulacion. En la tierra, al menos que el aire esté saturado de humedad, los
anfibios generalmente pierden agua principalmente a través de la piel por evaporacion,
por lo que incorporan agua mediante la absorcion cutanea desde un ambiente acuatico o
de lugares himedos en la tierra, y también a partir de la ingesta. Cuando se encuentran en
el agua, se enfrentan al problema opuesto: la absorcion excesiva de agua por ésmosis
(pasaje de agua de una region de baja concentracion de soluto a una de mayor
concentracion). En este caso es el sistema excretor el que se encarga de eliminar el exceso
de agua, y ademas en algunos casos de individuos mayormente acudticos, existen
modificaciones en la piel para hacer frente a este problema (Toledo y Jared, 1993). La
piel también estd involucrada en otros aspectos de la ecologia de los anfibios. Presenta
glandulas, las cuales son importantes para el cortejo, el reconocimiento sexual, y para la
proteccion frente a sus depredadores (Barthalmus, 1994; Houck y Sever, 1994), ademas,
los pigmentos presentes en la piel estan involucrados en los cambios en la coloracion, lo
cual es importante para la comunicacion, la regulacion de la temperatura, y la proteccion
contra los depredadores (Duellman y Trueb, 1994).

Si bien las diferentes especies poseen numerosos modos de vida, la mayoria
dependen en cierta medida del agua para la reproduccién incluso cuando los adultos son
terrestres. Los anfibios presentan un ciclo de vida bifasico. Generalmente, inician la
actividad reproductiva en respuesta a la lluvia, el aumento de la temperatura y los cambios

en la duracion del dia, siendo la respuesta a estos factores variable seglin la especie. El
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ciclo reproductivo comienza con movimientos migratorios de los machos hacia los
cuerpos de agua, los cuales al llegar al sitio comienzan a agruparse y formar los coros
reproductivos. Una vez formada la pareja, el macho “abraza” a la hembra en el momento
de la puesta de huevos para asegurar la transferencia casi directa de los espermatozoides
para la fertilizacion de los huevos en el medio acuatico (fecundacion externa). Los huevos
no presentan cascara, estan unidos entre si y protegidos por una sustancia gelatinosa. De
los huevos eclosionan larvas de vida libre (renacuajos) que luego de la metamorfosis
alcanza el estadio adulto, generalmente terrestre (Stebbin y Cohen, 1995; Wells, 2007).

Los anfibios poseen un rol importante en los ecosistemas acudticos y terrestres
como depredadores y presas (Crump, 2010). Las larvas son filtradoras, canibales,
depredadoras o herbivoras, mientras que los adultos se alimentan generalmente de
artropodos y en algunas ocasiones de pequeios vertebrados; y son presa de un gran
numero de especies de vertebrados (Stebbin y Cohen, 1995).

La pérdida de agua por evaporacion a través de su piel, y el hecho de ser
ectotérmicos y por lo tanto depender del entorno para controlar su metabolismo,
contribuye a que los anfibios no migren grandes distancias (Brown y col., 2012). Estos
tienden a permanecer dentro de areas pequenas (“home range”), y no migran grandes
distancias desde el sitio donde eclosionaron y en caso de hacerlo, regresan con gran
fidelidad a estos sitios para reproducirse (completando su ciclo de vida en ese lugar).

Todas las caracteristicas bioldgicas y ecoldgicas mencionadas anteriormente
hacen que los anfibios estén relacionados directa o indirectamente con el medio acuético,
ya sea para la reproduccion, el desarrollo de embriones y larvas, la alimentacion, y el

mantenimiento de la homeostasis, y que sean sensibles a cualquier cambio en el ambiente.

Actividades antropicas y efectos en ecosistemas

Un ecosistema es el conjunto de organismos que viven en un area, su entorno
fisico y las interacciones entre ellos. Historicamente, los seres humanos han transformado
los ecosistemas segiin sus necesidades. Desde la quema controlada por parte de las
primeras sociedades cazadoras-recolectoras para facilitar la caza, transformando los
paisajes cerrados en pastizales y bosques abiertos y alterando los hébitats para las especies
nativas (Denevan 1992; Pyne 1995), hasta la transformacion de la cobertura de los suelos
para la domesticacion de animales y plantas hace 10000 afios que fue expandiéndose y
perfeccionandose con el paso del tiempo. Hasta ese entonces, las transformaciones

ambientales inducidas por el hombre eran pequefias, locales o regionales. A partir de fines
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del siglo X VIII, hubo un cambio social, econémico y tecnolégico que generd un aumento
en el consumo de recursos naturales, con el consecuente impacto sobre el estado,
composicion y el funcionamiento de los sistemas naturales a nivel global (Turner y col.,
1990). En los ultimos tres siglos, la poblaciéon humana aumenté 10 veces y se espera que
en 2050 aumente a mas de 9 000 millones (UNFPA 2001), por lo que se espera también

un aumento en el uso de los recursos de los ecosistemas (Carpenter y col., 2009).

Las presiones generadas por las actividades humanas sobre los ecosistemas ponen
en riesgo su capacidad de sustentar a las generaciones futuras (MA, 2005). Actualmente,
mas del 50 % de la superficie terrestre estd transformada por accion humana directa
(Vitousek y col., 1997), mas de la mitad del agua dulce disponible en el planeta esta
destinada a uso humano (Postel y col., 1996), se perdieron més del 50% de los humedales
costeros (IPCC, 2019); muchas especies animales estan siendo explotadas o
sobreexplotadas (WWF, 2020), han aumentado los gases de efecto invernadero (IPCC,
2019); y existe un aumento en la cantidad de contaminantes ambientales liberados en los

ecosistemas (Steffen y col., 2003).

Entre las actividades antropicas que transforman los ecosistemas se encuentran el
establecimiento y expansion de centros urbanos, el establecimiento de industrias, y la
practica de la agricultura (Li y Huang, 2007; Wilson, 2013; Brito y col., 2015). Cada una
de estas actividades genera estrés a través de diferentes factores fisicos y quimicos que
pueden actuar solos o en conjunto sobre los sistemas naturales (McKinney, 2002; Haddad
y col., 2015), considerando estrés a la respuesta o efectos perjudiciales en cualquier nivel
de organizacion bioldgica, y factores de estrés a aquellos factores que causan esa
respuesta o efecto (Newman, 2013). Si bien la magnitud y escala de estas actividades
varia en todo el mundo segin las demandas, el resultado final es el mismo: la
transformacion y degradacion de los ecosistemas naturales y sus componentes a partir del
uso indiscriminado de los recursos naturales para cubrir las necesidades humanas (Foley,

2005).

La contaminacion se produce por el vertido voluntario o no, de sustancias a los
ecosistemas, que pueden causar efectos adversos en los mismos. Los contaminantes se
definen como sustancias que ingresan a un sistema natural por causa de la actividad
antropica directa o indirecta, o que se encuentran presentes en una concentracion mas
elevada a lo normal y causa un efecto negativo sobre algin componente del ambiente

(Orozco Barrenetxea, 2003). Las vias de ingreso méas comunes de los contaminantes a los
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ecosistemas son la aplicacion directa, escorrentia desde zonas de aplicacion de
plaguicidas, aguas residuales urbanas o industriales y deposicion atmosférica (Vitousek
y col., 1997; Linder y Grillitsch 2000; Hill, 2010). Una vez que los contaminantes
ingresan a los ecosistemas, segun sus propiedades fisicoquimicas y las caracteristicas del
ambiente, interactuan con los diferentes compartimientos (aire, suelo, agua, biota) y para
que un contaminante sea incorporado a un organismo, este debe estar biodisponible. La
biodisponibilidad es la fraccion de un contaminante en el medio que esta libre para ser
incorporada e interaccionar con una parte o el total del organismo expuesto (Newman and
Jagoe, 1994) a través de las siguientes rutas de exposicion: dieta, absorcion dérmica,

transporte a través de superficies respiratorias.

Ecotoxicologia

La ecotoxicologia surge en respuesta a la necesidad de realizar diagnésticos
ambientales y proporcionar herramientas para proteger el ambiente frente a las
transformaciones generadas por los seres humanos. Aunque se sabe que existen cambios
que se dan de manera natural en el ambiente, el planeta Tierra ha sido alterado por el ser
humano y la tasa e intensidad de los cambios ocurridos en los tltimos afios es motivo de
profunda preocupacion ya que pone en riesgo su integridad (Cairns Jr., 2014).

La Ecotoxicologia es una disciplina que surge en la década de 1970 tomando
conocimientos derivados de la Toxicologia y de la Ecologia, definida en ese momento
como “la rama de la Toxicologia que comprende el estudio de los efectos tdxicos
causados por contaminantes naturales o sintéticos sobre los componentes de los
ecosistemas (incluyendo al hombre) en un contexto integrado” (Truhaut, 1977). A lo largo
de los anos han ido surgiendo diferentes definiciones, siendo algunas de las tltimas la
propuesta por Walker (2012) quien define a la ecotoxicologia como “el estudio de los
efectos nocivos de los productos quimicos sobre los ecosistemas e incluye los efectos en
los individuos y los consiguientes efectos en los niveles de poblacion y superiores” y la
propuesta por Newman (2014) quien la define como “la ciencia de los contaminantes en
la biosfera y sus efectos sobre sus componentes, incluidos los humanos”.

En una definicion mas amplia, la Ecotoxicologia es definida como “una ciencia
jerarquica con muchos niveles” (Newman y Clement, 2008), los cuales corresponden a
los niveles de organizacidon bioldgica (nivel genético, molecular, bioquimico, celular,
tisular, organismo, poblacional, paisaje, biosfera). La ecotoxicologia tiene como objeto

de estudio los efectos adversos provocados por contaminantes fisicos, quimicos o
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biologicos sobre los diferentes componentes de un ecosistema, y también el destino y
transporte de los mismos entre los compartimentos bidticos y abidticos (Newman y
Clements, 2008). Para abordar el objeto de estudio, la ecotoxicologia retine ideas y
métodos de otras disciplinas en un marco ordenado y unificado de entendimiento
(principio de consiliencia), siendo las diferentes escalas de estudios las que condicionaran
junto con la técnica aplicada para su estudio, su pertenencia a una u otra disciplina.

En este contexto, y para evitar confusiones en las escalas y especialidades
asociadas, la ecotoxicologia propone el esquema ‘“concatenacion causa-efecto-
significancia” (figura 1) y lo utiliza como estrategia de investigacion para abordar las
problematicas ambientales actuales relacionando todos los niveles de manera integral. En
este esquema, se realiza una observacion de procesos o efectos en un nivel, se buscan
explicaciones en el nivel inferior y se predicen efectos en el nivel ecoldgico

inmediatamente superior (Caswell, 1996).

Holon
Biosfera
Hemisferio
Regién
Paisaje
Ecosistema
Comunidad
Significancia
———  Poblacién
Observacion
—  Organismo
Explicacién

———~  Suborganismo

Molécula

Figura 1: esquema “concatenacion causa-efecto-significancia”.

Todos los niveles aportan diferente informacion y poseen ventajas y desventajas
en cuanto a su abordaje. El estudio de los niveles de organizacion inferiores tiende a ser
mas sencillo y de facil vinculacion a una causa especifica. Los efectos a niveles inferiores
se manifiestan mas rapido en respuesta a la exposicion al factor estresor los que se
evidencian a través de la medicion de cambios en los biomarcadores. Estos cambios son
reversibles, es decir que los biomarcadores evaluados vuelven a sus valores normales ante

la ausencia o disminucion en la intensidad del factor estresor. Ademas, pueden indicar la
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posibilidad de aparicion de un futuro efecto adverso (alerta temprana) o proporcionar una
idea de la causa de los efectos observados en los niveles superiores. Por otro lado, los
estudios de efectos en niveles de organizacion superiores son mas complejos, en general
solo se pueden medir después de que haya ocurrido un dafio significativo o permanente,
por lo que son utiles para documentar y regular un problema existente (Newman, 2014).

La ecotoxicologia propone el uso de bioindicadores, biomonitores Yy
biomarcadores como herramientas utiles para detectar, cuantificar y monitorear el
impacto de factores externos en los ecosistemas, y para comprender su alcance temporal
y espacial. Un bioindicador es un organismo (o parte de un organismo o una comunidad
de organismos) que contiene informacion sobre la calidad del medio ambiente (o una
parte del medio ambiente). Un biomonitor, por otro lado, es un organismo (o una parte de
un organismo o una comunidad de organismos) que brinda informacion cuantitativa sobre
la calidad del medio ambiente. Un biomonitor siempre es un bioindicador, pero un
bioindicador no siempre cumple los requisitos necesarios para ser un biomonitor. Los
biomarcadores son parametros medibles a nivel suborganismo (genético, enzimatico,
fisiologico, morfolégico) en los que los cambios estructurales o funcionales indican
influencias ambientales en general y la accion de los contaminantes en particular, siendo
utiles como sefales de alerta temprana (Huggett y col., 2018). Los biomarcadores
complementan los datos de monitoreo quimico al ofrecer una evaluacion integrada de los
efectos de los contaminantes en la salud de los organismos (Van der Oost y col., 2003,

Cazenave y col., 2009).

Anfibios bioindicadores

Como mencionamos previamente, los anfibios estan estrechamente vinculados
con los ambientes acudticos y presentan ciertas caracteristicas que los hacen sensibles a
los cambios en el ambiente. La presencia de piel permeable y vascularizada los hace
sensibles a la presencia de contaminantes en el ambiente, los cambios en las propiedades
fisicoquimicas del agua, y ademas los hace susceptibles a las enfermedades de la piel. La
dependencia del agua para su reproduccion y desarrollo, la embriogénesis expuesta por
la ausencia de cascara en sus huevos y la presencia de una larva de vida libre acuatica los
hace sensibles a diferentes factores fisicos, quimicos y bioldgicos desde las etapas mas
tempranas de su desarrollo. Ademds, la dependencia de los ambientes acuaticos y
terrestres en las distintas etapas de su desarrollo hace que los individuos estén expuestos

a diferentes perturbaciones en su hébitat durante todo su ciclo de vida. Y el hecho de que
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no migran grandes distancias y que generalmente utilizan los mismos sitios para
reproducirse, hace que permanezcan dentro de areas pequenas estando expuestos a los
mismos factores de manera sostenida en el tiempo. Por ultimo, el rol que ocupan en los
ecosistemas acuaticos y terrestres como depredadores y presas los convierte en un enlace
critico en las redes troficas, entre los niveles tréficos mas bajos y altos de una comunidad
(Blaustein y col., 1994; Briihl y col., 2013).

Cualquier factor de estrés que actlie sobre los ambientes en los que habitan los
anfibios, provocard directa o indirectamente efectos en los individuos como la
modificacion de diversos procesos fisioldogicos y una alteracion de la homeostasis,
generando un impacto negativo tanto en los individuos como en niveles ecoldgicos
superiores (poblaciones, comunidades y ecosistema) (Blaustein y col., 2012).

Tal como describen Beketov y col. (2013) y Haddad y col. (2015) existe una crisis
en la biodiversidad a nivel global y en ese contexto, existen evidencias que senalan a los
anfibios como al grupo de vertebrados mas amenazados (Stuart y col., 2004; Wake and
Vredenburg, 2008: ITUCN 2020). Los anfibios son uno de los primeros grupos en ser
afectados por los estresores ambientales debido a sus caracteristicas biolodgicas y
ecoldgicas oportunamente mencionadas (Stebbin y Cohen, 1995; Wells, 2007).
Considerando la sensibilidad de este grupo, y las particularidades ecologicas
mencionadas anteriormente como su diversidad morfolédgica, el variado uso de habitats,
su presencia en la mayor parte de los ecosistemas y el hecho de que a pesar ser un grupo
muy diverso y presentar una amplia distribucion, las poblaciones en diferentes regiones
del mundo estan disminuyendo e incluso extinguiéndose (ver Blaustein y Wake, 1990;
Carey y Bryant, 1995; Bee Bee y Griffiths, 2005; Houlahan y col., 2000; Davidson, 2004;
Suarez y col., 2016) han sido propuestos como indicadores de la calidad del ambiente
(Blaustein y col., 1994; Blaustein y Kiesecker, 2002).

La alteracion y destruccion del hébitat y la contaminacion ambiental se encuentran
entre los factores que afectan las poblaciones de anfibios (Blaustein y col., 2011). A
medida que ocurren estas alteraciones, las poblaciones quedan aisladas en fragmentos
mas pequenos, sin posibilidad de migrar. Esto genera vulnerabilidad a los factores que
actian sobre los ecosistemas fragmentados, quedando mas expuestas a contaminantes
ambientales, falta de alimento, competencia intra e interespecifica. Esta exposicion
provoca una respuesta de los individuos como parte del esfuerzo por mantener la
homeostasis, conocida como estrés, aumentando la susceptibilidad a las enfermedades,

las cuales pueden causar disminucién e incluso desaparicion de una poblacionestresada y
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aislada, siendo en muchos casos la causa de extinciones locales y regionales (Blaustein y
col., 2012). Es por esto que el monitoreo a largo plazo se ha convertido en una herramienta
muy valiosa para el estudio de las poblaciones naturales a partir de la evaluacion del
estado de salud, generando informacion util para conocer las poblaciones en riesgo y
proveer herramientas para protegerlas (Aguirre y col., 2008).

Como se menciond anteriormente, un biomonitor es un organismo empleado en
seguimientos cuantitativos y cualitativos de los niveles de contaminantes de un
ecosistema y sus posibles repercusiones sobre el mismo. Los factores de estrés afectan a
los anfibios a nivel molecular, fisioldgico, individual, poblacional y comunidad
(Blaustein 2012), por lo que es fundamental identificar y determinar la influencia y
magnitud de los efectos producidos por las amenazas sobre las poblaciones de anfibios a
partir de la obtencion de datos de campo para evaluar el estado de salud de una poblacion
mediante técnicas de biomonitoreo (Egea-Serrano y col., 2012). La eleccion de individuos
adultos estd basada en que los individuos que habitan en los ecosistemas estudiados
atravesaron todas las etapas sensibles de su ciclo de vida: estuvieron expuestos a diversos
factores de estrés a través de numerosas vias (absorcion por membrana del huevo; por
piel, branquias y alimento en estadio larval, y por piel y alimento en estadio juvenil-
adulto) y experimentaron los cambios del ecosistema en su historia reciente. Por otro lado,
se asume que los efectos evaluados son producto de la exposicion en un escenario real,
que incluye tanto las interacciones de los individuos con los contaminantes a lo largo de
su vida, como la influencia de factores intrinsecos y extrinsecos (de origen natural o
antropico), lo que resulta representativo de la problematica ambiental particular, y por lo

tanto le da realismo ecoldgico al estudio (Bridges y Semlitsch, 2005).

Uso de biomarcadores

Los bioindicadores, biomonitores y biomarcadores constituyen herramientas
importantes para la evaluacion de los efectos que los contaminantes ambientales provocan
sobre los ecosistemas y sus componentes. Como se menciond anteriormente, los anfibios
tienen ciertas caracteristicas para ser utilizados como bioindicadores y biomonitores. Los
biomarcadores son respuestas bioldgicas a nivel sub-individual (nivel molecular,
bioquimico, fisioldgico, histologico) por exposicion a un factor de estrés. Debido a que
los cambios subindividuales generalmente son detectables antes de que se observen
efectos adversos en los niveles mas altos de organizacion bioldgica (individuo, poblacion,

comunidad, ecosistema), los biomarcadores han sido propuestos como senales de alerta

26



temprana (Venturino y col. 2003, Sparling y col. 2010, Newman 2014). Esto representa
una gran ventaja debido a que las respuestas a niveles mas altos generalmente se pueden
medir solo después de que se haya producido un dafo significativo o permanente.
Ademas, como las respuestas biologicas comienzan luego de la interaccion de estresor
con las biomoléculas en su sitio o célula diana, al evaluar los efectos toxicos producidos
desde niveles inferiores hasta niveles de organizacion superiores, se puede obtener
informacion valiosa que permita hacer inferencias sobre efectos a niveles superiores (Van
der Oost y col. 2003, Newman 2014). Més alla de la teoria que relaciona los niveles,
existen evidencias que vinculan efectos a diferentes niveles. Por ejemplo, Medina y col.
(2016) evidenciaron alteraciones en parametros plasmaticos indicadores de dafio hepatico
y renal, alteraciones en higado y rifidn mediante andlisis histopatologicos y alteraciones
en parametros sanguineos e inmunoldgicos en individuos expuestos a Cadmio; por otro
lado, Jayawardena y col. (2017) relacionaron alteraciones en parametros plasmaticos con
evidencia histopatolégica de dafio hepatico y renal en anfibios expuestos a metales
pesados. Por lo tanto, detectar relaciones entre los biomarcadores pertenecientes a los
diferentes niveles a partir de un estudio integral, teniendo en cuenta que los niveles de
estudio son interdependientes, nos permitird contextualizar e interpretar la informacion
obtenida de un conjunto de biomarcadores para diagnosticar el estado de salud de los
individuos (Cohen y col.2012; Warne y col., 2014).

Entre los biomarcadores empleados para evaluar efectos de estresores ambientales
en anfibios podemos mencionar biomarcadores a nivel individual: efectos en el
crecimiento, frecuencia de anormalidades, alteraciones en el comportamiento, presencia
de parasitos; biomarcadores histologicos: presencia de histopatologias en diversos
organos; biomarcadores bioquimicos: alteracion de actividad enzimatica, alteracion en la
concentracion de biomoléculas; biomarcadores genéticos: presencia de anormalidades
nucleares (Sparling y col., 2010).

El estudio de muchos de los biomarcadores sub-individuales (genético,
bioquimico, histolégico), presenta como desventaja el uso de practicas cruentas que
requieren el sacrificio del animal, vinculado en parte con la disciplina y en parte con la
técnica de medicion utilizada y la cantidad de muestra necesaria. La utilizacion de
animales en trabajos de investigacion ha sido crucial en el desarrollo de la ciencia
(medicina, biologia, etc). En términos éticos, el fin de la investigacion con animales debe
ser beneficioso para el ser humano o los propios animales, y debe utilizar los animales

racionalmente, con una metodologia de trabajo adecuada. Es por eso que el uso de
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animales para la investigacion ha sido legislado a nivel internacional, para procurar su
bienestar y evitar el sufrimiento y el uso indiscriminado. En el afio 1977 se publicé la
Declaracion Universal de los Derechos del Animal, aprobada por UNESCO y ONU, con
14 articulos entre los que se incluye el cuidado y proteccion de los animales utilizados
con fines cientificos. En los ultimos afios ha aumentado el interés por el bienestar animal
(compartido por nuestro grupo de trabajo), y se ha comenzado a investigar sobre
alternativas que permiten evitar el sacrificio animal. Es en este contexto que los
biomarcadores no destructivos han cobrado gran importancia, porque permiten estudiar
efectos de los contaminantes en los individuos sin sacrificarlos, y de este modo se pueden
desarrollar programas de biomonitoreo, permitiendo a través de técnicas de captura y
recaptura el estudio de un mismo individuo en muestreos sucesivos, € incluso estudiar el
estado de las poblaciones de especies que estan en peligro de extincion o presentan pocos
individuos. Entre los biomarcadores no destructivos, uno de los mas utilizados son los
parametros hematologicos y plasmaticos, los cuales se pueden estudiar a partir de la toma
de una muestra de sangre (Cabagna y col., 2005; Davis y col., 2009; Wilson y col., 2011;
Young y col., 2012), utilizando técnicas de andlisis rutinarios en medicina humana para
evaluar el estado de salud.

En resumen, las problematicas ambientales representan un ambiente complejo,
donde en cada una intervienen numerosos factores de estrés a los que estan expuestos los
individuos. Por lo que, para conocer el estado de los ecosistemas evaluados, se requiere
de un estudio integral e interdisciplinario, generando informacion mediante estudios a
diferentes niveles provenientes de diferentes disciplinas ambientales e interpretar los
resultados y la informacion generadas basdndonos en las ciencias ambientales y la
Ecotoxicologia (Newman y Clements, 2008; Newman, 2014). El uso combinado de las
herramientas ecotoxicoldgicas como bioindicadores biomonitores y biomarcadores,
permite evaluar la magnitud de la respuesta de un individuo a un factor de estrés,
diagnosticar el estado de salud de los individuos y utilizarlos como sefial de alerta

temprana (Shugart y col., 1992, Markert y col., 2003).

En ese sentido, la presente tesis doctoral tuvo como objetivo general desarrollar
herramientas de diagnostico en anfibios anuros a partir de la evaluacion integral de
biomarcadores a diferentes niveles de organizacion en dos especies de anfibios

anuros autoctonos, para su utilizacion como indicadores de la calidad ambiental.
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El presente trabajo de tesis presenta la informacion en 5 capitulos. En el primer
capitulo, se describe el area y especies de estudio. Se detallan las problematicas
ambientales estudiadas y se realiza una descripcion de los sitios de estudio a partir de la
evaluacion de caracteristicas fisicoquimicas del agua y sedimentos, y la presencia de
contaminantes; y, ademas, se registra la presencia de especies de anfibios en cada sitio de
estudio. En el segundo capitulo, se realiza una revision de las publicaciones que evaltan
y reportan datos de los diferentes parametros clinicos en especies de anuros, y se lleva a
cabo un analisis estadistico para conocer la variabilidad de los datos para cada parametro
clinico estudiado, teniendo en cuenta diferentes agrupamientos (I-todos los datos
(bibliografia, base de datos del grupo de trabajo y datos de la tesis), 2- datos provenientes
de la bibliografia (datos de la bibliografia y los datos obtenidos de la base de datos del
grupo de trabajo), 3- datos de individuos de L. luctator de la tesis, 4-datos de individuos
de L. luctator provenientes de los sitios de referencia, 5- datos de individuos de R.
arenarum de la tesis, y 6- datos de individuos de R. arenarum provenientes de los sitios
de referencia). Este andlisis fue realizado para evaluar la variabilidad de los datos segun
los agrupamientos, y definir intervalos de referencia para cada parametro clinico evaluado
en L. luctatory R. arenarum para ser utilizados en el desarrollo de los préximos capitulos.
En el tercer capitulo, se realiza la evaluacion del estado de salud en individuos
provenientes de sitios alterados por las actividades antropicas (cinturon florihorticola, la
industria petroquimica, las descargas cloacales, y un sitio de referencia) a partir de un
estudio integral. Aqui se propone una herramienta que consiste en el procesamiento y
obtencion de muestras bioldgicas en individuos de L. luctator y posterior analisis
estadistico integral que incluye un enfoque univariado y un enfoque multivariado. En el
capitulo 4, se pone a prueba la herramienta propuesta en el capitulo 3 en diferentes
escenarios, que incluyen nuevos sitios, e incluso otra especie de estudio (R. arenarum).
Por ultimo, en el capitulo 5, correspondiente a las consideraciones finales, se discute y se

contextualiza la informacion obtenida, para presentar las conclusiones finales.
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CAPITULO 1: AREA Y ESPECIES DE ESTUDIO

1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Ecosistemas

Los ecosistemas juegan un papel fundamental en el suministro de bienes y
servicios para la supervivencia de los seres humanos (Daily, 1997; Sandhu, 2017). Estos
bienes y servicios a menudo se denominan servicios ecosistémicos e incluyen diversos
recursos y procesos. Se clasifican en cuatro categorias: 1) servicios de provision: aquellos
productos obtenidos del ecosistema, como alimento, agua, fibras, madera, combustible;
2) servicios de regulacion: aquellos beneficios obtenidos de la regulacion de los procesos
de los ecosistemas como por ejemplo regulacion del clima, regulacion de perturbaciones
como inundaciones o sequias, control de erosion y retencion de sedimentos; 3) servicios
culturales: aquellos beneficios obtenidos a través del enriquecimiento espiritual,
recreacion, experiencias estéticas y 4) servicios de soporte: aquellos servicios que son
necesarios para la produccion de todos los servicios, como ciclo de nutrientes, formacion
del suelo (Costanza y col, 1997; Daily, 1997).

En los tultimos afios ha aumentado la preocupacioén por ciertos sectores de la
sociedad por el estado de los ecosistemas y se ha intentado documentar, analizar y
comprender los efectos del cambio a partir de estudios integrales sobre el estado del
planeta. Estos estudios incluyen la biodiversidad, los ecosistemas y sus servicios, asi
como las consecuencias de los cambios sobre el bienestar humano y la vida silvestre, y
las acciones de conservacion y uso sostenible de estos sistemas (MA, 2005; WWF, 2020).
Estos estudios muestran que en los tltimos afios el ser humano ha producido cambios sin
precedentes en los ecosistemas para satisfacer sus necesidades (alimentos, agua, energia)
a expensas de la naturaleza, reduciendo su capacidad de brindar otros servicios claves
como la purificacion de aire y agua, la proteccion contra desastres naturales, causando
una disminucion de las poblaciones de diversas especies, la cual es mas marcada en los
tropicos (MA, 2005; Carpenter y col., 2009; WWF, 2018, 2020). Si bien se esta creando
conciencia sobre la importancia de mantener los ecosistemas y sus servicios, estos

continllan degradandose a un ritmo acelerado.
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1.1.2 Actividades antropicas

Entre las principales actividades que modifican los ecosistemas se encuentra el
uso de la tierra para producir bienes y servicios. Estas actividades producen una alteracion
en la estructura y normal funcionamiento de los ecosistemas, y en la forma en la que estos
ecosistemas interactiian con la atmosfera, los sistemas acuaticos y la tierra circundante, y
es una de las principales causas de la pérdida de biodiversidad en todo el mundo (Vitousek
y col., 1997). La transformacion de la tierra comprende una gran cantidad de actividades
que varian en su intensidad y consecuencias. Desde la revolucion industrial, las
actividades humanas han destruido y degradado cada vez mas bosques, praderas,
humedales y otros ecosistemas importantes. El desarrollo de estas actividades genera
problemas ambientales tales como la contaminacion y modificacion, fragmentacion y/o
destruccion del habitat, ocasionando efectos adversos sobre los componentes de la biota
y los procesos que ocurren en los ecosistemas, como asi también en la poblaciéon humana
(Steffen y col., 2005). Se ha alterado el 75% de la superficie terrestre, la mayoria de los
océanos estan contaminados y se ha perdido mas del 85% de la superficie de humedales
(WWF, 2020).

En la ciudad de La Plata (Buenos Aires, Argentina) y en la ciudad de Chascomus
se desarrollan diversas actividades que generan modificaciones del suelo para producir
bienes y servicios, por lo que resultan representativas para el estudio de las problematicas
ambientales relacionadas con los diferentes usos del suelo como el avance de la frontera
agricola, el desarrollo industrial, y la descarga de efluentes cloacales relacionada con el
crecimiento urbano (Hurtado y col., 2006; Torremorell y col., 2007). La regién del Gran
La Plata se ubica en el extremo sur del litoral de la region metropolitana de Buenos Aires,
ocupando una superficie de 1162 km? Su poblacion es de 702.449 habitantes y
comprende los partidos de Ensenada, Berisso y La Plata, mientras que la ciudad de
Chascomus se ubica en el centro — oeste de la Provincia de Buenos Aires, a 80 km de la
ciudad de La Plata, con una poblacion de aproximadamente 35.000 habitantes. Para el
desarrollo de la presente tesis se han seleccionado tres problematicas ambientales
evidentes, desarrolladas en el area de estudio correspondiente a la ciudad de La Plata y
alrededores y en la ciudad de Chascomus, las cuales se enumeran y describen a

continuacion: (figura 1.1):

31



Chasgcomiis

SITIOS DE ESTUDIO
4 CFH (cinturén florihorticolay
. DC (descargas cloacales)

IP (industria petroquimica)
@ SR (sitio de referencia)

Figura 1.1: Mapa del area de estudio y sitios de muestreo correspondientes a cinturén
florihorticola (CFH), descargas cloacales (DC), industria petroquimica (IP) y sitio de referencia
(SR).

Florihorticultura
La agricultura afecta a los ecosistemas naturales debido a su dependencia del uso

de plaguicidas y el uso intensivo de las tierras. Entre los problemas ecoldgicos que causa
se encuentran la fragmentacion y destruccion del habitat, 1a llegada de los contaminantes
a los diferentes compartimientos de la biosfera (agua, suelo, aire, biota), pérdida de
diversidad genética de los cultivos, eutrofizacion de cuerpos de agua, cambios en las
estructuras de las redes alimentarias, pérdida de fertilidad y erosion del suelo (Matson,
1997; Lasiery col., 2016). En el partido de La Plata (Buenos Aires, Argentina) predomina
el cultivo horticola por sobre la agricultura extensiva, por lo que se estudiara la
problematica relacionada a este tipo de cultivo, a partir de la seleccion del Cinturon
Horticola y Floricola Platense (CFH) como sitio de estudio. EI CFH es uno de los mas

importantes del pais, que abastece entre el 60% y 90% de la verdura fresca que consume
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la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y alrededores (Benencia 2002) y concentra mas del
50 % de la produccion del pais de floricultura. Estd ubicado en la zona periurbana al
suroeste de la ciudad de La Plata con una superficie de 3709 hectareas de las cuales
aproximadamente el 65,5% se utiliza para la siembra a campo, y el 34,5% para cultivo
bajo cubierta, y produce alrededor de 78860 toneladas por ano (CHFB, 2005). Entre los
principales cultivos horticolas se encuentran acelga, alcaucil, brocoli, choclo, espinaca,
lechuga, pimiento, repollo y tomate (Sarandoén y col., 2015) y el principal destino de la
produccién es el mercado interno. El periodo de cultivo va desde agosto hasta mayo y
coincide con el periodo reproductivo de los anfibios (Peltzer y col., 2008). Segun un
relevamiento de la utilizaciéon de agroquimicos en la Provincia de Buenos Aires,
elaborado entre el Defensor del Pueblo y profesionales de la Universidad Nacional de La
Plata en al afio 2015, en el CFH se aplican 168 compuestos activos, de distintas categorias
toxicologicas, presentando el valor mas alto de indice de peligrosidad horticola. La
mayoria de los productores optan por utilizar plaguicidas organofosforados, carbamatos
y piretroides, buscando aquellos de amplio espectro, y de menor precio, los cuales son
riesgosos no solo para el ambiente sino también para la salud de los trabajadores y

consumidores (Souza Casadinho, 2009).

Industria petroquimica
Para el estudio de esta problematica se seleccionaron sitios que se encuentran en

la zona de influencia de la industria petroquimica. El Polo Petroquimico comenz6 su
actividad en el afio 1925 y esta formado por varias industrias dedicadas mayoritariamente
a procesos derivados de la explotacion del petroleo para la elaboracion de productos
basicos intermedios o finales (Velazco y col., 2006). El procesamiento de petréleo genera
emisiones de gases y vuelcos de productos que si no tienen alglin tipo de tratamiento,
pueden producir contaminacion tanto del suelo, por enterramiento de desechos toxicos;
del aire, por emisiones de material particulado, compuestos organicos volatiles,
hidrocarburos aromaticos, compuestos de azufre, entre otros; como del agua, por el
vertido de hidrocarburos aromaticos, metales pesados y aceites a los canales adyacentes
a la refineria (Botkin y Keller, 2010; Olawoyin y col., 2014; Santucci y col., 2017).

El Polo Petroquimico de La Plata es uno de los mas importantes de América del
Sur y el de mayor actividad industrial del pais (Velazco y col., 2006). Ocupa una
superficie de 300 hectareas y esta conformado por 27 plantas industriales divididas en

tres grupos: unidades de petroquimicas, lubricantes, refineria y destileria. Su actividad se
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basa en procesar todas las variedades de crudo que se extraen en el pais y elaborar
productos de mayor valor agregado (bases lubricantes, parafinas, extractos aromaticos y
asfaltos y productos petroquimicos), pudiendo llegar a procesar 38.000 m* de crudo por
dia y alcanzando una capacidad de refinacion de 189 mil barriles por dia (Cabrera
Christiansen y Scandizzo, 2015), siendo los productos de mayor produccién los
polipropilenos, polibutenos, bencenos, n-hexanos, n-pentanos, toluenos, xilenos y carboén
de petroleo, los cuales representa un considerable riesgo para la salud publica (Colman y

col., 2018).

Descarga de efluentes cloacales
Las descargas de efluentes cloacales y domésticos pueden afectar la salud de los

seres vivos y la calidad del ambiente ya que alcanzan los cuerpos de agua con escaso o
nulo tratamiento (Walker y col., 2012). Entre las sustancias contaminantes presentes en
aguas residuales encontramos no solo los desechos fisioldgicos, sino también metabolitos
de farmacos, hormonas naturales y sintéticas, y productos relacionados con el cuidado
personal (Halling-Sorensen y col, 1998; Hirsch y col, 1999; Kolpin y col, 2002; Fabbri
2015; Baiy col., 2018). Estos desechos pueden encontrarse tanto en las fases liquidas de
los medios acudticos como en las s6lidas asociadas (sedimentos). La alta concentracion
de bacterias coliformes y otros microorganismos patdégenos trae aparejado enfermedades
como la hepatitis, colera, disenteria, diarreas, giardiasis (Marifielarena, 2006; Molina y
col., 2011). Con respecto a los productos farmacéuticos y las hormonas, estos no son
completamente metabolizados por el organismo, sino que son excretados por heces y
orina tanto en su forma original como sus formas metabolizadas o conjugadas y terminan
desechados a través de los desagiies cloacales domiciliarios en forma continua (Ankley y
col., 2007; Kamrath y col., 2014).

Para el estudio de esta problemadtica se escogieron dos sitios de descarga de
efluentes cloacales puntuales: el Rio de La Plata, ubicado en la Avenida Rio de La Plata,
en la ciudad de Berisso, al cual se producen las descargas de efluentes cloacales
provenientes de las ciudades de La Plata, Berisso, Ensenada y alrededores con un escaso
o nulo tratamiento (Ministerio de Infraestructura y Servicios Publicos, 2004). Este se
encuentra roto hace mas de 40 afios, por lo que existe un permanente contacto con la
costa. El otro sitio seleccionado, se ubica en la ciudad de Chascomus, y corresponde a la
zona de descarga de efluentes cloacales provenientes de la misma ciudad. Los desechos

cloacales son conducidos a una estacion depuradora de aguas residuales con tratamientos
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convencionales primarios y secundarios, y el efluente se vacia por una tuberia de 6 km de
longitud a un canal artificial de 200 metros que desemboca en el arroyo Girado, que se
encuentra 300 metros aguas debajo de una compuerta que controla los niveles de agua de
la Laguna de Chascomus, de uso recreacional. Sin embargo, la planta se encuentra
afectada en cuanto a su capacidad para depurar eficazmente los efluentes cloacales ya que
no cuenta con el equipamiento necesario en funcionamiento para lograr rendimientos de

depuracion que permitan cumplir las normas de vertido en condiciones normales

(DINAPREM, 2018).

Sitios de referencia
Estos sitios son fundamentales para comparar los resultados obtenidos de las

problematicas ambientales estudiadas. Actualmente, es poco probable hallar sitios libres
de contaminacion, por lo que se toman como tales a los sitios lo suficientemente alejados
de las problematicas ambientales estudiadas, que no reciban influencia directa de las
problematicas a evaluar, considerandose como minimamente perturbados. De los cinco
sitios escogidos como referencia, dos se encuentran en la planicie de inundacion del
arroyo El Pescado, en los cuales se forman charcas temporarias luego de las lluvias, o por
ingreso de agua del arroyo. Los otros tres sitios restantes, se ubican en el partido de
Magdalena, uno corresponde a la Reserva Natural “El Destino”, y los otros dos
corresponden a caminos de tierra con escaso transito automovilistico, y sin urbanizacion
cercana, por lo que se espera que tengan minima influencia de las actividades antropicas

mencionadas anteriormente.

1.1.3 Especies de estudio

Como se mencion6 en la introduccion, los anfibios presentan ciertas
caracteristicas anatomicas y ecoldgicas que los hacen buenos candidatos para ser
bioindicadores de la calidad ambiental ya que son vulnerables a los factores que actiian
sobre los ecosistemas donde habitan (Steven and Cohen, 1995; Blaustein y col., 2011).
Las especies seleccionadas para el presente estudio corresponden a una rana, de habitos
semiacuaticos, Leptodactylus luctator, y un sapo de hébitos principalmente terrestre,
Rhinella arenarum.

Leptodactylus luctator (figura 1.2a), comiinmente llamada “rana criolla”, es una

especie de rana semiacudtica perteneciente a la familia Leptodactylidae, cuya distribucion
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abarca desde el centro-sur de Brasil, Uruguay, sudeste de Paraguay, extremo este de
Bolivia, y Argentina, hasta la provincia de San Juan (Magalhaes y col., 2020).

Es una especie de tamafio grande, cuya longitud hocico-cloaca alcanza los 12 cm
en hembras y 14 cm en los machos (Cei 1980; Magalhaes y col., 2020). El dimorfismo
sexual es marcado, el macho presenta un mayor tamafio corporal que la hembra, y
desarrolla hipertrofia de los miembros anteriores y pectorales, junto con la presencia de
espinas corneas en el dedo I de miembros anteriores y en los pectorales. Ambos sexos
presentan dorso verdoso o pardo amarillento, con varias cadenas glandulares
longitudinales y manchas grandes oscuras con bordes claros. Se alimentan de artrépodos
terrestres 'y acuaticos como coledpteros, isopteros e himendpteros, y pequeios
vertebrados como otros anuros, roedores y aves (Gallardo, 1974; Sanabria y col., 2005).
La reproduccion ocurre en la primavera y principios del verano, en coincidencia con la
estacion de lluvias y el aumento de la temperatura (Lavilla y Rouges 1992). La
oviposicion ocurre en el cuerpo de agua y se forma un nido de espuma que se adhiere a
la vegetacion. Este se forma a partir de la secrecion de sustancias producidas en el
oviducto, las cuales, al ser batidas con los miembros posteriores del macho y la hembra,
forman una espuma blanca que flota, donde se depositan y fecundan los ovocitos (Lavilla
y Rouges 1992). Este nido de espuma posee forma circular con un hueco en el centro
donde, generalmente, permanece la hembra cuidando el nido. Las larvas eclosionan y
mantienen un comportamiento gregario, cuidadas por la hembra. La especie es utilizada
con fines culinarios, sin embargo, su estado de conservacion es de “menor preocupacion”
(UICN, 2020).

Rhinella arenarum (figura 1.2b) comunmente llamado “sapo comun” es una
especie de sapo terrestre perteneciente a la familia Bufonidae, que tiene amplia
distribucion por el sur de Brasil, Uruguay, este de Bolivia y Argentina, hasta el norte de
Chubut (Kwet y col., 2004). Es una especie de tamafio grande, presentando los individuos
adultos una longitud hocico-cloaca entre 8 y 11 cm en machos y entre 9 y 12 cm en
hembras (Cei, 1980). Ambos sexos tienen manchas oscuras diseminadas
dorsoventralmente y un vientre blanquecino. Los machos presentan colores marrén o
verdoso en el dorso, mientras que las hembras son de color marron claro o grisaceo (Cei,
1980). Se alimentan de insectos, lombrices y crustaceos terrestres. La reproduccion ocurre
durante la primavera y principios del verano, lo cual coincide con la estacion de lluvias.
La reproduccion se lleva a cabo en cuerpos de agua temporales o charcas que suelen

formarse por desbordes de arroyos o directamente a campo inundado en ocasion de lluvia
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intensa, aunque también aprovechan zanjas y cualquier tipo de depdsito de agua a ras del
suelo generados artificialmente por el hombre. Los machos comienzan a cantar desde el
agua o desde el borde de la charca. La fecundacion es externa, la hembra comienza a
expulsar los huevos, pequefios y oscuros en cordones gelatinosos, que son fecundados
por el macho en los cuerpos de agua (Cei, 1980). La especie es utilizada para fines
educativos y cientificos, sin embargo, su estado de conservacion es de “menor
preocupacion” (UICN, 2020).

En lo que respecta a estudios ecotoxicologicos, varios autores han trabajado
utilizando R. arenarum como modelo de estudio, utilizando embriones y larvas en
bioensayos de toxicidad (Ferrari y col., 2008; Lascano y col., 2011; Liendro y col., 2015;
Peltzer y col., 2017); y evaluando efectos de contaminantes en adultos (Rosemberg y col.,
2003; Cabagna y col., 2005; Chiesa y col., 2006). Por otro lado, son escasos los estudios
realizados empleando L. luctator, (en larvas: Bach y col., 2016; en adultos: Brodeur y

col., 2011).

Figura. 1.2: Especies de estudio. a) Leptodactylus luctator; b) Rhinella arenarum

1.1.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
Los sitios seleccionados para el presente estudio presentan caracteristicas
fisicoquimicas del agua y sedimento asociadas a cada problematica estudiada
(florihorticultura, industria petroquimica, descargas de efluentes cloacales, sitios de
referencia).

Las especies de anfibios se encuentran presentes en los sitios de estudio.
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Objetivos
1- Realizar una descripcion de los sitios de estudios mediante la evaluacion de las
caracteristicas fisicoquimicas del agua y sedimentos, y la presencia de
contaminantes.

2- Registrar la presencia de especies de anfibios en cada sitio de estudio.

1.2 MATERIALES Y METODOS

1.2.1 Seleccion y descripcion de los sitios de estudio

Para la eleccion de los sitios de estudio, en primer lugar, se identificaron las zonas
de la ciudad de La Plata y alrededores y de la ciudad de Chascomus donde se desarrollan
las actividades antropicas estudiadas: florihorticultura, industria petroquimica, descargas
de efluentes cloacales, y ademas sitios que se encuentren alejados de dichas actividades,
minimamente perturbados, considerados como sitios de referencia. Una vez identificadas
las zonas, se realizaron recorridos para la seleccion de los sitios de estudio para lo cual se
tuvieron en cuenta los siguientes criterios:
Uso del suelo. Se identificaron sitios con diferentes usos del suelo considerando las
actividades antropicas estudiadas.
Grado de contaminacion. Se consideraron sitios que contaran con informacion
previamente publicada, con evidencia de contaminacion especifica de cada actividad.
Ademas, se tuvieron en cuenta aquellos sitios que actualmente estan siendo estudiados
por otros investigadores de nuestra universidad.
Factibilidad y accesibilidad. Se consideraron las distancias y la accesibilidad a los sitios
y, en caso de ser propiedad privada, también se consideraron los permisos de acceso por
parte de los propietarios. Se priorizaron sitios en zonas relativamente cercanas, de facil
acceso, con caminos en buen estado (calles asfaltadas que permitan el acceso durante y/o
luego de lluvias) y en los cuales se contara con los permisos y autorizaciones por parte
del propietario, o de instituciones gubernamentales.
Calificacion de los ambientes. Se seleccionaron ambientes que presenten caracteristicas

necesarias para la presencia y reproduccion de las especies de anuros de la region.

De un total de 35 sitios visitados, se seleccionaron 18 segtn los criterios tenidos
en cuenta para el desarrollo de la presente tesis. En la figura 1.1 y tabla 1.1, se muestran

su ubicacion y coordenadas, respectivamente.
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Tabla 1.: Sitios de estudio seleccionados indicando.

Problematica Sitio Latitud Longitud

(SRO) Control - Frison -34.9850°  -57.8562°

(SR1) Control - El Destino -35.1513°  -57.3891°

Referencia (SR2) Control - Eden -35.0218°  -57.8565°

(SR3) Control - Punta Indio -35.2747°  -57.2274°

(SR4) Control - R20 -35.4066°  -57.6418°

(SRS5) Control — Molfesa -35.0206°  -57.8573°

o (CFH1) Florihorticola - S5 -34.9201°  -58.1143°
Florihorticola _

(CFH2) Florihorticola - S1 -34.9301°  -58.1128°

(DC1) Cloaca Chascomus -35.6308°  -58.0046°

lzf’;::;ia: (DC2) Cloaca Berisso -34.8668°  -57.8163°

(DC3) Cloaca Chascomus (fondo) -35.6332°  -58.0071°

(IP1) Petroquimica - Pelotas -34.8919°  -57.9364°

(IP2) Petroquimica - Gesa -34.8744°  -57.9312°

Petroquimica  (IP3) Petroquimica - Cementerio -34.8612°  -57.9252°

(IP4) Petroquimica - Extremo -34.8680°  -57.9227°

(IP5) Petroquimica - Arenal -34.8578°  -57.8998°

(IP6) Petroquimica — C. Este 1 -34.8928°  -57.9136°

(IP/) Petroquimica — C. Este 2 -34.8812° -57.9005°

*Entre paréntesis figura el nimero de referencia de cada sitio, utilizado a lo largo de la tesis

Como Referencia se seleccionaron seis sitios (figura 1.3). Los sitios SR0, SR2 y
SRS se encuentran en la planicie de inundacion del arroyo “El pescado” entre 11 y 14 km
del centro de la ciudad de La Plata. El sitio SR0 se ubica en un campo privado sobre
avenida 7 a la altura de la calle 536. Esto le confiere un facil acceso, con calle asfaltada,
y se cuenta con permiso para ingresar por parte del dueo. Estd ubicado en un sector
topograficamente bajo y presenta un bloqueo artificial del escurrimiento natural del agua,
lo que favorece la acumulacion de agua de lluvia formandose una charca semi permanente
con una superficie aproximada de 1 ha y una profundidad méaxima de 60 cm. La
vegetacion predominante es de pastizal, con pocos arboles en su mayoria talas y
abundantes plantas acuaticas. El sitio SR2 se ubica en un campo al costado del puente
que conduce a la localidad de Ignacio Correa. Corresponde a un sector topograficamente
bajo, en el cual se acumula agua luego de las lluvias y por desborde del arroyo “El
Pescado”, lo que favorece la formacion de una charca semi permanente con una superficie
aproximada de 1 ha y una profundidad méaxima de 90 cm, cuya vegetacion predominante
es de pastizal. En las zonas mas altas se forman canales rodeados de gramineas con una

profundidad maxima de 40 cm. El sitio SRS se ubica en un campo privado a 100 m del
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puente que conduce a la localidad de Ignacio Correa, a 200 metros del SR2. El acceso es
facil ya que la calle principal esta asfaltada y ademads se cuenta con los permisos por parte
de los duefios del campo. Corresponde a una charca semipermanente de 200 m?’
aproximadamente, la cual esta rodeada por un pajonal de cardas donde predominan
pastizales, juncos, totoras, y presenta con una zona central con una profundidad maxima
de 90 cm donde predominan Lemna sp., helechitos de agua. Por otro lado, los sitios SR1,
SR3 y SR4 se ubican en el partido de Magdalena. El acceso a estos sitios es relativamente
facil ya que se accede por camino de tierra, lo que favorece la baja circulacion de
automoviles, pero luego de copiosas lluvias queda anegado. El sitio SR1 se encuentra en
las inmediaciones de una Reserva Natural y corresponde a los margenes del arroyo
Primera Estancia, cerca de su desembocadura en el Rio de La Plata. La vegetacion
predominante es de pastizal, y presenta abundantes plantas acuéaticas (totoras, repollitos
de agua). El sitio SR3 se ubica en la localidad de Punta Indio, partido de Magdalena,
Buenos Aires. A 500 metros del Rio de La Plata, con la vegetacion tipica de pastizales.
El sitio SR4 se ubica al margen de la Ruta 20; corresponde a charcas temporarias de
aproximadamente 100 m? y 50 cm de profundidad, formadas con agua de lluvia y por
desborde de arroyos que atraviesan la zona donde predominan cola de zorro, lentejas de
agua y saetas y helechito de agua, y la vegetacion tipica de pastizales. En todos los sitios

de referencia, menos en el sitio SRO, se observo pastoreo de ganado vacuno.

SR3 SR4 SRS

Figura 1.3: Sitios de estudio seleccionados como sitio de referencia. SR: sitio de referencia.
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Para el estudio de la problematica florihorticultura (figura 1.4), se seleccionaron
sitios ubicados en la planicie de inundacion del arroyo “El Carnaval” totalmente inmerso
en el cinturdn florihorticola platense (sitio CFH1 y CFH2), al cual se asocian numerosos
invernaderos que escurren el agua de riego. Para acceder a ambos sitios contamos con
permiso del duefio del campo, pero luego de fuertes lluvias se dificulta el ingreso ya que
no cuentan con calles asfaltadas. En dicho campo existen charcas temporarias que se
forman a lo largo del recorrido del arroyo, a partir de las lluvias e ingreso de agua del
arroyo con una profundidad maxima de 50 cm. La vegetacion tipica de estos sitios es de
pastizal, en el arroyo se observan totoras y repollitos de agua tanto en los margenes como
en la superficie. Un sector del arroyo se encuentra inmerso en una zona de cultivo de soja
y no presenta ningun tipo de vegetacion, ya que los cultivos se extienden hasta el margen
del arroyo, y los productos de fumigacion llegan a este tanto por escorrentia como por

aplicacion directa (observacion personal).

—

CFH2 CFH2

Figura 1.4: Sitios de estudio seleccionados para la problematica Florihorticultura. CFH: cinturén

florihorticola.

Para la problematica correspondiente a la industria petroquimica se
seleccionaron cinco sitios localizados en la zona de influencia del Polo Petroquimico.

(figuras 1.5 y 1.6). Todos los sitios son de facil acceso ya que cuentan con calles
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asfaltadas. El sitio IP1, corresponde a una zanja de desagiie que se encuentra al costado
del Camino Vergara a 5 km del centro de la Ciudad de La Plata, y 2.5 km de la puerta de
acceso principal a la petroquimica. La zanja tiene un ancho de dos metros y una
profundidad maxima de 60 cm y se puede encontrar una vegetacion variada, observandose
gramineas, saetas, junquillos y eucaliptos. En el afio 2017 este sitio sufrid alteracion por
la realizacion de diversas obras, por lo que solamente pudo ser estudiado en el afio 2016.
El sitio IP2 se encuentra ubicado sobre camino Rivadavia que une la ciudad de La Plata
con la ciudad de Ensenada. Se encuentra en el camino de ingreso de una empresa, y
contamos con el permiso del jefe de Planta. Este sitio corresponde a una zona baja de
inundacion que recibe agua de lluvia y en cuyo sitio hay varias charcas de 30 cm de
profundidad, y esta conectado a una zanja de desagiie que estd ubicada al costado de la
ruta que presenta una profundidad de 110 metros en el centro. Presenta gran cantidad de
eucaliptos, cuyas hojas caen a la charca y tifien el agua de color marron. El sitio IP3, esta
ubicado sobre el Camino Rivadavia, en frente a la industria petroquimica. En este sitio se
forman charcas semipermanentes por agua de lluvia, rodeadas por vegetacion tipica de
pastizal, las cuales se secan a los pocos dias. En el afio 2018 comenzaron a realizarse
obras de relleno, motivo por el cual no fue posible realizar estudios durante los afios
siguientes. El sitio IP4 esta ubicado a 200 m del sitio 12, en la calle llamada “By pass”
que une el camino Rivadavia y el Camino Vergara. Corresponde a un campo ubicado en
frente de la industria petroquimica. En este sitio se forman charcas semipermanentes por
agua de lluvia, las cuales presentan una superficie de 100 m? y una profundidad
aproximada de 10 a 30 cm y predominan las gramineas. Es un campo utilizado para
alimentacion del ganado equino. El sitio IPS esta ubicado a 9 km del centro de la ciudad
de La Plata, frente a la arenera de Ensenada con acceso por calle asfaltada. Se encuentra
a 2,6 km de la puerta de acceso principal de la petroquimica. Este sitio corresponde a una
zona baja de inundacidn que recibe agua de lluvia y en cuyo sitio hay un basural formado
por desechos domiciliarios. En sus alrededores se pudo observar la presencia de tala,
gramineas y lirios amarillos. Los sitios IP6 e IP7 se ubican sobre el canal ubicado sobre
la Avenida del Petréleo Argentino lo cual les confiere facil accesibilidad. El 1P6
corresponde a un sector del canal que esta siendo remediado, con un sistema de aireacion
continua, mientras que IP7 no presenta ningln tipo de remediacion. Ambos canales se
corresponden con ambientes 16ticos, presentan un ancho de 2, 3 metros y una profundidad

que varia segun la abertura de compuertas que permiten el ingreso del agua del rio de La
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Plata. En los bordes del canal se puede observar la presencia de gran cantidad de

gramineas y plantas de [pomea palmata y en la superficie del agua se ve una capa aceitosa.

IP1 (después) IP3 (después)

Figura. 1.5: Sitios de estudio seleccionados para la problematica petroquimica, donde se observa
el antes y después de las modificaciones. IP: industria petroquimica.
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Figura 1.6: Sitios de estudio seleccionados para la problematica petroquimica. IP: industria

petroquimica.

Para la problematica de descargas cloacales se seleccionaron tres sitios (figura
1.7). El sitio DC1 se encuentra ubicado en la ciudad de Chascomus. El acceso es sencillo,
por calle asfaltada. La zanja de desagiie tiene aproximadamente 200 metros de largo, 2
metros de ancho y 1,5 metros de profundidad, y desemboca en el arroyo Girado, a 200
metros de las compuertas que separan el arroyo de la Laguna de Chascomus. En su
cercania se observan arboles de tala y sauces, y en el borde del arroyo se observan algunas
gramineas y plantas arbustivas. El sitio DC3 corresponde a una zona de inundacion del
arroyo Girado, a 300 metros de la zona de descarga, donde se mezcla el contenido del
desagiie cloacal, con el agua del arroyo, y predominan las gramineas. El sitio DC2 esta
ubicado en la costa del Rio de la Plata, en la desembocadura de las descargas de efluentes
cloacales provenientes de las ciudades de La Plata, Berisso y Ensenada. El acceso a este
sitio se dificulta en periodos de lluvia y crecidas del Rio ya que el tltimo tramo de la calle
Avenida Rio de la Plata no se encuentra asfaltada y se inunda facilmente. El cafio que
desemboca en el Rio se encuentra roto hace 40 afios formando una charca donde se
mezclan los efluentes cloacales y el agua de rio, con una superficie aproximada de 20 m?

y una profundidad maxima de 40 cm, entre la vegetacion costera predominan los juncos.
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DC1

Figura 1.7: Sitios de estudio seleccionados para la problematica de descargas cloacales. DC:

descargas cloacales.

1.2.2 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento

Para la caracterizacion fisicoquimica del agua, se realizd un muestreo en el que se
seleccionaron sitios de cada problematica evaluada que cumplan con los criterios
mencionados previamente, y se registraron diferentes parametros in-situ, como la
temperatura, conductividad, oxigeno disuelto y pH utilizando multiparamétrico modelo
WA-2017SD. Ademas, se tomaron muestras de agua por triplicado en botellas de vidrio
color caramelo y muestras de 200 gr de sedimento compuestas en bolsas de polipropileno
para realizar determinaciones fisicoquimicas en laboratorio, siguiendo los métodos
analiticos normalizados, descritos en APHA (1998). Para la matriz agua se determinaron:
fosforo total (4500-PC), fosforo reactivo soluble (4500-PC), nitritos (4500-NO2-B),
nitrogeno amoniacal (4500-NH3F), nitrogeno total (4500-NB), sélidos totales (2540B
ST), solidos disueltos (2540-C), sélidos suspendidos (2540-D). DQO (EPA, 410.4),
dureza (2340-C) y alcalinidad (2320); mientras que para el sedimento se determino el

contenido de materia organica (LOI).
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1.2.3 Presencia de contaminantes en los sitios de estudio
Para conocer la presencia de contaminantes ambientales como pesticidas, metales
pesados, hidrocarburos y/o contaminantes emergentes en los sitios de estudio, se realizo

una busqueda bibliografica y se confeccion6 una base de datos.

1.2.4 Relevamiento de anfibios

Se realizaron un total de 30 salidas diurnas y nocturnas a los sitios de estudio
durante el periodo de agosto-abril en los afos 2016-2019 con mayor frecuencia en los
meses de primavera (septiembre-diciembre) para constatar la presencia de las diferentes
especies de anfibios. Para la identificacion de especies presentes se utilizaron dos
métodos: encuentros visuales (Crump y Scott, 1994), identificando las especies segun sus
caracteristicas morfoldgicas (Cei, 1980) y el método auditivo (Zimmerman, 1994),
mediante la audicion de las vocalizaciones de anfibios (Heyer y col., 2004). El tiempo de
duracién de los relevamientos fue de 1-2 horas para todos los sitios de estudio. En estas
salidas, se colectaron individuos adultos de R. arenarum y L. luctator (ver capitulos 3 y

4).

1.2.5 Analisis estadisticos

Los datos de los parametros fisicoquimicos medidos en el punto 1.2.2 fueron
analizados mediante estadistica descriptiva (media y desvio estandar). Ademas, se
realizaron tests Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de los datos y tests
de Barlett para comprobar la homogeneidad de varianza. En los casos que se cumplieron
estos supuestos, los datos fueron analizados mediante tests de ANOVA, y en caso de no
cumplirse los supuestos, mediante tests no paramétricos Kruskall-Wallis (a=0,05).
Posteriormente se realizd un andlisis de componentes principales para describir las

relaciones del conjunto de parametros analizados.

1.3 RESULTADOS

1.3.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua y sedimento
En la tabla 1.2, se muestra la media + desvio estdndar de los pardmetros
fisicoquimicos determinados en agua y sedimento de los sitios pertenecientes a las

diferentes problematicas evaluadas.

46



Tabla 1.2: Media y desvio estandar de los parametros fisicoquimicos evaluados en agua y sedimento.

Referencia Descargas cloacales Industria petroquimica Florihorticultura
SR4 SR5 SRO DC2 DC1 1P6 1P7 1P2 CFH2 CFH1
Media + DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE Media £ DE Media + DE Media + DE Media £ DE Media £ DE

Temp 23,75 + 0,63 16,56 + 0,51 17,3 + 0 24,7 + 0,19 23,53 + 0,05 |[258 + 0,09 26.03 + 0,15 25.43 + 0,05 21,9 + 0,09 24,8 + 0,17
pH 7,89 + 0,02 6,12 + 0,014 6,07 + 0,01 7,03 + 0,02 7,54 + 0,009 | 7,12 + 0,009 7,9 + 0,01 6,59 + 0,03 7,56 + 0,15 6,75 + 0,01
Cond 0,626 + 0,01 0,143 + 0,137 + 1,297 £ 0,021 0,291 + 0,001 | 1081 + 0,001 0,618 + 0,006 | 0,381 + 0.001 |0,274 + 0,209 + 0,001
oD 6,93 + 0,15 1,8 + 0,1 0,9 + 0,66 + 0,05 0,9 + 0,1 0,8 + 0,2 8,7 + 0,1 1,1 + 7,56 + 0,15 5,4 + 0,17
Dureza |55,12 =+ 424 5512 £ 599 104,58 =+ 2,44 2332+ 0 308,1 £ 244 [11448 £ 599 1484 =+ 21,2 + 67,84 + 67,84 + 424
Alcalin. | 130,66 + 11,31 98, + 104,53 + 11,31 307,06 + 11,31 816,66 + 11,31 | 176,44 + 490,0 + 313,6 + 156,8 + 147,0 + 13,85
NH4+ 0,094 + 0,004 0,01 + 5,43 + 0,106 |2,57 + 0,307 | 0,04 + 1,44 + 0,29 0,035 + 0,007 | 0,047 + 0,017 0,026 + 0,003
NO2- 0,014 + 0,0004 | 0,04 + 0,0009 |0,01 + 0,0008 |0,0268 =+ 0,0004 | 1,86 + 0,0816 + 0,0005 | 0,022 + 0,002 0,005 + 0,0004 |0,016 +

NTf 1,45 + 0,03 2,28 £ 0,11 1,69 £ 0,11 1,19  + 0,19 7,94 £ 0,18 |1,07 £ 0,02 1,47 + 0,08 | 1,31 £ 0,13 | 1,31 £ 0,09 1,81 £ 0,11
NT 1,49 + 0,21 2,19 + 0,16 2,12 + 0,23 30,07 + 4,05 26,31 + 1,05 | 142 + 0,10 2,76 + 0,31 1,54 + 0,06 1,11 + 0,02 2,16 + 0,24
DQO 96,69 + 1,75 70,52 £ 1,07 80,13  + 4,02 5342  + 7,29 75,94 + 10,28 [ 17,48 £ 098 4545 £ 458 |73,65 £ 7,54 |52,71 £ 342 56,06 = 191
ST 563,33 + 1747 169,0 + 6,08 22233 + 6,65 746,0 + 424 2018,33 + 1,15 |67433 <+ 7,09 402,33 £ 7,76 |33566 + 23,6 |308,66 =+ 9,01 330,33 + 12,09
SS 253,66 + 1,96 4,5 + 0,70 25,0 + 7,21 10,5 + 6,36 28,5 + 2,19 |35 + 0,70 16,33 + 0,57 80,33 + 493 44,33 + 3,78 71,0 + 1,21
SD 309,66 =+ 10,78 163,66 =+ 6,11 197,33 =+ 8,96 737,0 £ 424 1996,66 + 18,82 | 667,66 + 3,21 386,0 + 8,18 267,5 + 13,43 [264,33 + 12,34 259,33 + 23,58
LOI 2,65 £ 021 9,25 + 0,54 11,07 = 1,99 3,76  + 1,66 |23,97 £ 0,16 9,95 £ 0,71 |432 £ 057 4,44 £ 0,80
FRS 0.074 + 0.004 0.260 + 0.025 0.664 + 0.016 1,63 + 0,29 2,65 + 0,067 | 0.053 + 0.000 0.305 + 0.040 | 0.732 + 0.053 | 1.952 + 0.106 1.925 + 0.873
FT 0,57 £ 0,04 0,87 £ 0,06 1,14 = 0,14 1,77+ 0,05 4,38 £ 0,03 |0,63 £ 01 0,99 £ 0,1 1,49 £ 0,19 [187 £ 0,15 2,48 £ 0,59

*La Temperatura (Temp.) fue expresada en °C; la Conductividad (Cond) en pSimens/m; el Oxigeno disuelto (OD) en mg/l; la dureza y la alcalinidad (Alcalin) en mg CaCO3/1;
NH4+ (amoniaco), NO2- (nitrito), NTTf (nitrogeno total filtrado) y NT (nitrégeno total) en mg/l; DQO (demanda quimica de oxigeno) en mg O»/1; ST (solidos totales), SS (so6lidos
en suspension) y SD (solidos disueltos) en mg/l; el LOI (peso seco) como % de pérdida de peso en ignicion; y el FRS (fosforo reactivo soluble) y FT (fosforo total) en mg/1.
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Las temperaturas registradas estuvieron en un rango entre 16 y 26°C. A partir de
los andlisis realizados se detectaron diferencias significativas (H (9) =27.51; p<0,01)
entre los sitios SRO y SRS y los sitios IP6 y IP7, presentando estos ultimos una mayor
temperatura. Los valores de pH estuvieron en un rango entre 6 y 7,9. Los andlisis
realizados mostraron valores significativamente mayores en el sitio IP7 con respecto al
sitio SRO (H (9) = 26,38; p<0,01). Los valores de conductividad se encontraron entre
0,137 y 1,297 mS/m. El sitio DC2 present6 valores significativamente mayores que los
sitios SRO y SRS (H (9) =27,67; p<0,01). Los valores de oxigeno disuelto se registraron
en un rango entre 0,6 y 8,7 mg/L, siendo el sitio DC2 el que presentd valores
significativamente menores (H (9) = 26,03; p<0,01).

Por otro lado, la dureza y alcalinidad se registraron en un rango de 21,2-308,1 y
98-490 mg CaCO3/L, respectivamente, presentando el sitio DC1 los mayores valores de
estos parametros (H (9) = 23,61; p<0.01 para dureza y H (9) = 23,57; p<0,01 para
alcalinidad).

En cuanto a NH4+, se registro en un rango de concentracion entre 0y 5,43, siendo
el sitio DC2 el que present6 valores significativamente mayores (H (9) = 21,6; p<0,01).
El NO:>- se registré en un rango entre 0 y 1,86, siendo el sitio DC1 el que presento los
valores mas elevados de este parametro (H (9) = 27,78; p<0,01). En cuanto a los
pardmetros NTf y NT, estos se registraron en un rango de 1,77-11,9 y 1,11-30,07,
respectivamente, presentando los sitios DC1 y DC2 los mayores valores de estos
parametros (H (9) = 26,73; p<0,01 para NTfy H (9) = 20,37; p<0,01 para NT).

La DQO se registrd entre 17,48 y 96,69 mg O2/L, siendo significativamente
mayor en el sitio SR4 respecto a todos los sitios (F (9,) = 33,42; p<0,001). Los sitios IP6
y IP7 fueron los que presentaron los menores valores de este parametro.

Con respecto a ST y SD estos se registraron en un rango de 169-2018,3 y 3,5-
253,66 mg/L, respectivamente, siendo el sitio DC1 el que presentd los valores mas
elevados de estos parametros (H (9) = 27,45; p<0,01 para ST y H (9) = 26,21; p<0,01
para SD).

Los parametros FRS y FT, presentaron valores entre 0,05-2,65 y 0,63-4,38,
respectivamente, siendo los sitios CFHI, DC1 y DC2 los que presentaron los mayores
valores (H (9) = 27,42; p<0,01 para FRS y H (9) = 28,13; p<0,01 para FT).

En la figura 1.8, se muestra el analisis de componentes principales realizado para
evaluar el comportamiento del conjunto de los parametros estudiados, y conocer la

relacion entre los mismos. El factor 1 explico un 48,21% y el factor 2 un 16,17% de la
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variabilidad total de los datos. En el biplot se distingui6 la siguiente separacion de los
sitios: en el cuadrante superior derecho, los sitios SRO y SRS correspondientes a sitios de
referencias, relacionados con valores mas altos de DQO; en el cuadrante superior
izquierdo e inferior izquierdo, los sitios DC1 y DC2, respectivamente, asociados con
valores elevados de la mayoria de los parametros evaluados (conductividad; dureza,
alcalinidad, NH4+, NO»-, NTf, NT, ST, SD, FRS y FT). En el cuadrante inferior derecho
se agrupan los sitios IP6 y IP7 correspondientes a la petroquimica, asociado a valores
elevados de conductividad y pH. En el medio del grafico se encuentran los sitios CFHI y
CFH2 correspondientes a la problemadtica florihorticola y el sitio IP2 correspondiente a la

problematica petroquimica.
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Figura 1.8: Analisis de componentes principales (ACP) para los parametros fisicoquimicos de los sitios de estudio. A-Proyeccion de las variables en el plano segin los
factores 1 y 2. B- Proyeccion de los sitios en el plano segun lo factores 1 y 2. Abreviaturas: Temperatura (Temp), Conductividad (Cond), Oxigeno disuelto (OD), Demanda
bioquimica de oxigeno (DQO) Solidos totales (ST), Solidos en suspension (SS) y Solidos disueltos (SD), nitritos (NO2-), Amonio (NH4+), Nitrogeno total (NT), Nitrogeno
total filtrado (NTT), PT (fosforo total), PRS (fosforo reactivo soluble). Sitios de Referencia (SR0, SR4, SRS), Florihorticultura (CFH1, CFH2), Industria petroquimica (IP2,
IP6, IP7) y Descargas cloacales (DC1, DC2).
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1.3.2 Presencia de contaminantes en los sitios de estudio
Luego de una rigurosa busqueda bibliografica sobre la presencia de contaminantes
en los sitios de estudio, se arm¢ la tabla 1.3, en la que se presentan las concentraciones

de los diferentes contaminantes medidas por diversos autores.
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Tabla 1.3: Concentraciones de contaminantes detectados en las zonas de estudio.

Sitios de referencia

Fe (mg/L)Mn (mg/L) Cd (mg/L) Cr (mg/L) Cu (ng/L)Pb (mg/L)Zn (mg/L)Cu (mg/kg)Pb (mg/kg)Zn (mg/kg)

Camiliony col., 2003 (S) 16.4 20 36
Natale 2006 0.89 0.6 <0.02 =0.01 <0.01 =0.02 0.15
Natale 2006 247 032 <0.02 =0.01 <0.01 =0.02 0.1
Roncoy col., 2001 17.5
Cinturon frutihorticola
Cu (mg/kg) Pb (ng/kg)Zn (ng/kg) cr (mg/kg) GLY (ng/g) AMPA (ng/g) ATZ (ng/g) TRF (ng/g) ACET (ng/g) CYP (ng/g) LMD (ng/g) CLP (ng/g) END (ng/g) EPX (ng/g)
Agostini v col., 2013 (S) 3 5 11
Camiliony col., 2003 (S) 304 225 499
Hunt v col., 2016 (S) 0.67 2.67 7.71
Mac Loughlin v col., 2017 (S) 404 225 32.7 649.04 14.8 649 2258 14.8 2143
Roncov col., 2001 (S) 13.85
Sansifiena v col., 2018 (5) 55.9 17.7 265 26 16.6
I ria petroquimica
Cu (mg/kg) Pb (mg/kg)Zn (mg/kg)As (mg/kg) Hg (mg/kg)Cd (mg/kg) Cr (mg/kg)Ni (mg/kg) Mn (ng/kg) V (mg/kg) HC totalesFe (mg/kg) Co (mg/kg) PCB Lind heptacl Hepoxidot-clord DDE DDT
Colomboy col., 1990 (A-ng/1) 56.5 16.2 0.8 82
Colomboy col., 1990 (S-ng/g) 998 122 156 18.7 37 914
Greenpeace 2000 (S) 143 236 626 4.3 <20 32 51 90
Manassero y col., 2013 (S) 329 52 142.17
Palermoycol., 2011 (S) 116 61 610 275 72
Peluso 2011; Roneco y col., 2008 (S) 55.8 125 387 18.2 6.8 32 <25 39.7 22361
Roncoy col., 2001 (8) 86.2
Santucciy col., 2017 (S) 88.6 16.1 96.5 70 1273.6 1014 1104
Descargas cloacales
cd n n pb pb Cr Cr Fe El E2 EE2 E3 DHT T P 170HP Caf Carba Ibu

PCE Lind Heptclt-clord DDE DDT (ug/L) (ug/L) (ug/g) (ug/L) (ug/g) (ug/L) (ug/g) (mg/L (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (ng/L) (mg/L) (ng/L) (mg/L) (ug/L) (ug/L) (ug/L)
Colombo v col., 1990 (A-ng/1) 13.8 492 29

Colombo y col., 990 (S-ng/g) 3 0.07 02z o0z 1

Elorriagay col.. 2013 (4) 0.1 03 4.5
Elorriagay col 2013 (A) 132 =1 =<1
Gonzalez v col., 2020 (A) 8515 472 06424 3484 3332 1639 1273 6.85

Gonzalez y col., 2020 (A) 5611 7.06 4755 1765 16359 3561 564 564

Valdes y col., 2014 (A) =LOD 631 65

Valdes v col, 2014 (A) <LOD 122 80

Villar y col., 1998 (A) =1 63 169 17 44 29 68 2

(A): medicion en agua. (S): medicion en sedimento. AMPA: Acido Aminometilfosfonico, ATZ: Atrazina, ACET: Acetaclor, TRF: Trifluralina, CYP: Cipermetrina, LMD: Lambdacialotrina,
CLP: Clorpirifos, END: Endosulfan, EPX: Epoxiconazole, HC: hidrocarburos, PCB: biflenilos policlorinados, DDE: diclorodifenildicloroetileno, DDT: diclorodifeniltricloroetano, Lind:
lindano, Heptcl: Heptaclor epoxido, t-clord: Trans- Clordan, El: Estrona, E2: 17B-estradiol, E3: estriol, T: testosterona, DHT: Sa-dihidrotestosterona, P: progesterona, 170HP: 17-
hidroxiprogesterona, CAF: cafeina, CARBA: Carbamazepina, IBU: Ibuprofeno.
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En los sitios de referencia se detectaron metales como Fe, Mn, Cr, Cu, Pb, Zn en
agua o en sedimento en concentraciones menores a las detectadas en el resto de los sitios
(Ronco y col., 2001; Camilién y col., 2003; Natale, 2006), mientras que no se detectaron
plaguicidas (Natale, 2006; Peluso, 2011; Agostini y col., 2013). No se encontraron
trabajos que evaltien la presencia de firmacos en estos sitios.

Los sitios correspondientes al CFH, presentaron valores de 22,5, 30,4 y 49,9
mg/kg de Pb, Cu y Zn en sedimento, respectivamente (Camilién y col., 2003). Mientras
que como era de esperarse, en sedimento se detectaron plaguicidas como glifosato,
AMPA, atrazina, trifluralina, acetochlor, cipermetrina, -clorpirifés, endosulfan,
lamdacialotrina y epoxiconazol en concentraciones que van desde milésimas hasta miles
de ng/g (Ronco y col., 2001; Agostini y col. 2013, Hunt y col., 2016; MacLoughlin y col.,
2017; Sansifiena y col., 2018).

En cuanto a los sitios correspondientes a la petroquimica, en sedimento se
detectaron metales pesados como Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cromo
(Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Zinc (Zn) en concentraciones
mayores a las registradas en el resto de los sitios y también se detectaron hidrocarburos
(Greenpeace 2000; Ronco y col., 2001; Ronco y col., 2008; Palermo y col., 2011; Peluso,
2011; Manassero y col., 2013; Santucci y col., 2017). Ademas, se detectaron bifenilos
policlorados (PCB) y plaguicidas como DDT, lindano, heptacloro tanto en sedimento
como en agua (Colombo y col., 1990).

Por ultimo, en los sitios correspondientes a la zona de descargas cloacales se
detectaron metales pesados como Zn, Cr, Cu en muestras de sedimento y agua (Villar y
col., 1998); PCBs, y plaguicidas como DDT, lindano, heptacloro en sedimento y agua
(Colombo y col., 1990); y hormonas estrogénicas: estrona (E1), 17p-estradiol (E2), estriol
(E3); androgenos: testosterona (T), Sa-dihidrotestosterona (DHT); progesteronas:
progesteronay 17-hidroxiprogesterona (170HP); y firmacos: ibuprofeno, carbamazepina
y cafeina, en muestras de agua (Elorriaga y col., 2013; Valdés y col., 2014; Gonzalez y

col., 2020).

1.3.3 Relevamiento de anfibios

En la tabla 1.4, se muestra los resultados del relevamiento de anfibiofauna en los
sitios de estudio. En total se registraron 13 especies. El sitio SRS presentd la mayor
riqueza especifica, con un total de 13 especies presentes. En cuanto a los sitios de la

problematica agricola, en el sitio CFH1 se identificaron nueve especies, siendo este el
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segundo sitio de estudio con mayor riqueza especifica junto con el sitio SR1. De la
problematica petroquimica, el sitio IP5 presenté una mayor riqueza especifica con ocho
especies de anuros, seguido por el sitio [P2, con seis especies. En cuanto a la problematica
de descargas cloacales, en el sitio DC2 se identificaron siete especies, mientras que en el

sitio DCI se registraron cinco especies.

Tabla 1.4: Especies de anuros registradas en los sitios de estudio.

Especies SRO SR1 SR3 SR4 SR5 CFH1 CFH2 1IP1 1IP2 IP3 IP4 IP5 DC1 DC2
B. pulchella X X X X X X X X X X X
Dendrosophus sp X X X X X X X X
S. squalirostris X X X X X X

S. granulatus X X X X X X
P. minuta X X X X X

O. americanus X X

C. ornata X

L. luctator X X X X X X X X X X X
L. latinasus X X X X X X X X
L.s gracilis X

P. falcipes X X X X X X X X X X
R. arenarum X X X X X X X X X X X X
R. fernandezae X X X X X X X X X X X

SRO, SR1, SR3, SR4 y SRS: sitios de referencia. CFH1 y CFH2: cinturdn florihorticola. IP1, IP2,
IP3, IP4 e IPS: industria petroquimica. DC1 y DC2: descargas cloacales

A partir de la informacidn obtenida podemos decir que, de modo general, los sitios
de referencia fueron los que presentaron mayor cantidad de especies de anuros, seguidos
por los sitios correspondientes a la problematica agricola, petroquimica y por ultimo los
sitios de las descargas cloacales.

En cuanto a las especies de anfibios identificadas, R. arenarum se encontrd en 12
sitios de estudio, menos en 2 correspondientes a la petroquimica (sitio IP1 y IP2), y fue
la especie que se encontrd en la mayor cantidad de sitios de estudio; mientras que L.
luctator fue registrada en 11 sitios, siendo junto con B. pulchella, y R. fernandezae, las
especies mas registradas luego de R. arenarum, seguidas de P. falcipes (10 sitios),
Dendrosophus sp (8 sitios), L. latinasus (8 sitios), S. squalirostris y S. granulatus (6

sitios), P. minuta (5 sitios), O. americanus (2 sitios) y L. gracilis y C. ornata (1 sitio).
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1.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

En todo el mundo, la contaminacion es critica en las zonas donde se asienta la
mayor densidad de poblacion. Los rios, arroyos y otros cuerpos de agua reciben gran
cantidad de desechos provenientes de diferentes actividades la mayoria de las veces sin
previo tratamiento, incrementando los niveles de contaminaciéon de manera sostenida en
el tiempo, y alcanzando valores que muchas veces superan los establecidos para los
diferentes usos del agua (consumo de agua potable, proteccion de la biota acudtica,
recreacion) (UN Water, 2016). En Argentina, la ciudad con mayor densidad de poblacion
es la ciudad de Buenos Aires, con 2,89 millones de habitantes (INDEC, 2010). La ciudad
de la Plata se encuentra a 59 km de dicha ciudad, y cuenta con 702.449 habitantes. Tal
como se comentd en la introduccion de este capitulo, el cinturdon florihorticola platense
es el segundo mas grande del pais y produce alrededor de 78860 toneladas por afio
(CHFB, 2005); en la ciudad de Ensenada se desarrollan, desde el afio 1925, grandes
empresas de la industria petroquimica concentradas en el polo petroquimico; y en la costa
del Rio de La Plata se descargan los desechos cloacales provenientes de las ciudades de
La Plata, Berisso y Ensenada. Por otro lado, la zona sur de la ciudad de La Plata, elegida
como sitio de referencia, se encuentra alejada de estas actividades, con menor
probabilidad de llegada de contaminantes y si bien ya no podemos encontrar sitios blancos
en la naturaleza, podemos considerar esta zona como sitios de referencia al encontrarse
lejos de las zonas donde se realiza el resto de las actividades antrdopicas estudiadas.

Los parametros fisicoquimicos son utilizados para evaluar y monitorizar la calidad
de los cuerpos de agua y son indicadores de la contaminacion antropica (Orozco, 2003),
y a partir de su estudio se pueden determinar diferentes usos del agua (consumo de agua
potable, proteccion de la biota acudtica, recreacion). Los parametros medidos en la
presente tesis se encuentran entre los indicadores fisicoquimicos mas utilizados (APHA,
1998; Alberro y col., 2011).

En cuanto a los parametros fisicoquimicos medidos in sifu (pH, conductividad,
oxigeno disuelto y temperatura), la temperatura, la conductividad y el oxigeno disuelto
son los que presentaron diferencias relevantes para el presente estudio. Todos los sitios
correspondientes a las problemadticas estudiadas presentaron valores de temperatura
mayores que los sitios de referencia, siendo los sitios de la petroquimica los que
presentaron los valores mas elevados. Un incremento en la temperatura del agua puede
ser indicador del vuelco de efluentes liquidos que cambian las propiedades del agua del
cuerpo receptor, aunque hay que tener en cuenta los horarios en los que fueron realizados
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los registros para arribar a conclusiones mas precisas. La conductividad fue mayor en un
sitio de descargas de desechos cloacales y en un sitio de la petroquimica, lo que se puede
explicar por la presencia de una gran cantidad de iones disueltos a causa de la
contaminacion quimica y una mayor concentracion de sélidos disueltos. Los solidos
disueltos reducen la entrada de luz, provocando una disminucion en la fotosintesis por
parte de los productores, lo que se ve reflejado en una menor concentracion de OD. Para
que el agua sea apta para la vida acudtica, el oxigeno disuelto debe presentar valores
mayores a 5 mg/L, que corresponde al 50% del valor de saturacion de oxigeno en agua
(Orozco, 2003). La solubilidad de oxigeno en agua decrece con el aumento de la
temperatura. Todas las problematicas presentaron al menos 1 sitio con valores menores a
5 mg/L, menos la florihorticultura. Con respecto al valor inferior a 5 mg/L registrado en
uno de los sitios de referencia, esto puede deberse al alto contenido de materia organica
presente al momento de realizar la medicion, lo que puede evidenciarse también por una
alta DQO, que es una medida indirecta para medir la cantidad de materia organica total.
En el caso de los sitios SR0O y SRS, habia un exceso de vegetacion en degradacion, proceso
que consume oxigeno. El intervalo de pH en los cuerpos de agua generalmente es de 6,5-
9, y la mayoria tienen ligero caracter bésico debido a la presencia de bicarbonatos y
carbonatos (APHA, 1998), el intervalo de pH en los sitios evaluados se encontré dentro
del intervalo de valores normales para la vida acuética.

En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos medidos en laboratorio, los sitios
correspondientes a las descargas cloacales presentaron las aguas mas duras (>181 mg
CO3Cal/L, correspondiente a aguas muy duras), mientras que el resto de los sitios
registraron valores entre 21 y 120 mg CO3Ca/L, correspondientes con aguas blandas a
moderadamente duras. La dureza el agua esta relacionada con la presencia de iones calcio
y magnesio y con factores geologicos (tipo de roca y composicion del suelo). Las aguas
duras presentan alto contenido de iones calcio y magnesio, asociadas con rocas
sedimentarias, mientras que las aguas blandas presentan bajo contenido de estos iones, y
estan en contacto con rocas impermeables como el granito. Si bien no existe un limite
recomendado para la vida acudtica, la dureza puede tener influencia en la toxicidad de
algunos metales (Cr, Cu, Pb, Ni y Zn) (Markich y col., 2001). La alcalinidad esta
determinada generalmente por el contenido de carbonatos, bicarbonatos e hidréxidos y se
relaciona con la accion buffer o amortiguadora de cambios de pH al agua. En general, se
acepta una alcalinidad minima de 20 mg de CaCOs/L para mantener la vida acuatica

(USEPA, 2006), ya que cuando es menor, pierde su capacidad buffer y vuelve las aguas
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muy sensibles a la contaminacion. En todos los sitios la alcalinidad fue mayor al valor
minimo aceptado para la vida acudtica. Los sitios correspondientes a las descargas
cloacales presentaron los mayores valores de alcalinidad seguido por los sitios
correspondientes a la petroquimica, y esto puede deberse a la mayor presencia de iones y
solidos disueltos.

En cuanto a las concentraciones de NO2- NH4+, NTf y NT, estos presentaron
valores de hasta mil veces mayor en los sitios correspondientes a descargas cloacales. Las
fuentes de la contaminacién nitrogenada de los cuerpos de agua son muy variadas e
incluyen los desechos domésticos, industriales y agricolas. Todas estas formas de
nitrégeno son bioquimicamente interconvertibles y son componentes del ciclo del
nitrégeno. El nitrégeno organico incluye materiales naturales como proteinas y péptidos,
acidos nucleicos y urea, y numerosos materiales organicos sintéticos. Las concentraciones
de nitrogeno determinadas en la presente tesis coinciden con lo reportado en la
bibliografia para aguas residuales sin tratar (mas de 20 mg/L) (APHA, 1998). En los
cuerpos de agua, el amoniaco se puede oxidar a nitritos y nitratos por la accion natural de
microorganismos (autodepuracion), pero en general las altas concentraciones de estos
compuestos en agua se relacionan con las actividades humanas, y una concentracion
elevada contribuye a la eutrofizacion de las aguas (Madigan y col., 2004; Camargo y col.,
2005). Ademas, estos compuestos pueden reaccionar con aminas secundarias para formas
nitrosaminas, muchas de las cuales son cancerigenas (APHA, 1998).

En cuanto a las concentraciones de FT y FRS, los sitios correspondientes a las
descargas cloacales y el CFH, son los que presentaron los mayores valores. Las
principales fuentes de compuestos de fosforo en el agua son las descargas cloacales, el
drenaje agricola o ciertos desechos industriales. El fosforo es esencial para el crecimiento
de los organismos, y es el nutriente principal que limita el crecimiento de los productores,
por lo que un aumento en su concentracion puede estimular el crecimiento de organismos
fotosintéticos, provocando la eutrofizacion del agua (Winkler, 1995; Correll, 1998).

En los sitios de referencia se detectaron metales en agua y sedimento en
concentraciones normales y menores al resto de los sitios, mientras que no se detectaron
plaguicidas (Ronco y col., 2001; Camiliéon y col., 2003; Natale, 2006; Peluso, 2011;
Agostini y col., 2013). En los sitios correspondientes al CFHP, se detectaron metales en
sedimento, y plaguicidas (herbicidas, insecticidas) en altas concentraciones (Ronco y col.,
2001; Agostini y col., 2013; Hunt y col., 2016; MacLoughlin y col., 2017; Sansifiena y

col., 2018). En cuanto a los sitios correspondientes a la petroquimica, en muestras de
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sedimento se detectaron metales pesados e hidrocarburos en altas concentraciones
(Greenpeace 2000; Ronco y col., 2001; Ronco y col., 2008; Palermo y col., 2011; Peluso,
2011; Manassero y col., 2013; Santucci y col., 2017); y ademas se detectaron bifenilos
policlorados (PCB) y plaguicidas como DDT, lindano, heptacloro tanto en sedimento
como en agua (Colombo y col., 1990). Por ultimo, en los sitios correspondientes a la zona
de descargas cloacales se detectaron metales pesados en muestras de sedimento y agua
(Villar y col., 1998), PCBs, y plaguicidas en sedimento y agua (Colombo y col., 1990); y
hormonas estrogénicas (E1, E2, EE2) y farmacos como ibuprofeno, carbamazepina y
cafeina en muestras de agua (Elorriaga y col., 2013; Valdés y col., 2014; Gonzalez y col.,

2020).

Los resultados obtenidos a partir de las determinaciones fisicoquimicas
sumado a la informacién provenientes de la literatura consultada, nos permitio
caracterizar los sitios de estudio, y a partir de la comparacion realizada, asociar a
cada uno de ellos con cada problematica estudiada. Es por esto que la zona de
estudio y los sitios de estudio escogidos son representativos de las problematicas

estudiadas.

En cuanto al relevamiento de la anfibiofauna, si bien en la presente tesis no se
realizaron técnicas de relevamiento para evaluar parametros ecoldgicos de comunidades
de anfibios de manera rigurosa, ya que este tipo de estudios excedid los tiempos y
objetivos de la tesis, se registraron las especies presentes en cada sitio durante los
muestreos realizados para la colecta de individuos, a lo cual se sumo la informacion
recolectada por el grupo de trabajo. Es por esto que las conclusiones a las que llegamos
las esbozamos como hipdtesis o preguntas de investigacion para ser abordadas en futuros
estudios.

Se constatd que uno de los sitios de referencia es el que presentd la mayor riqueza
especifica, seguido por otro sitio de referencia y uno de los sitios correspondientes al
cinturén florihorticola. En términos generales se puede observar que los sitios de
referencia registraron la mayor riqueza especifica, con mas de 8 especies en cada uno (de
un total de 13), seguido en orden decreciente por los sitios correspondientes al cinturén
florihorticola, la industria petroquimica y las descargas cloacales. Si consideramos que
los anfibios son bioindicadores, y que su presencia o ausencia es indicadora de la calidad
del ambiente, esto coincide con las caracteristicas fisicoquimicas de los cuerpos de aguas

detalladas anteriormente correspondientes a las problematicas estudiadas, siendo la
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problematica de descargas cloacales la mas perjudicial para el desarrollo de la mayoria
de los anfibios, seguida por la petroquimica, y el cinturdn florihorticola. Esto podria
indicar que la presencia de diversos contaminantes podria estar afectando a las
poblaciones locales de anuros. Si bien esta informacion resulta de gran relevancia
ecologica, se recomienda realizar monitoreos de las poblaciones de anfibios mas
detallados, en busca de informacién ecoldgica de cada especie en cada sitio para arribar
a una conclusion mas clarificadora.

Las dos especies que se encontraron en solo un sitio fueron C. ornata 'y L. gracilis,
y coincide con un sitio de referencia. O. americanus fue registrada en un sitio de
referencia y en uno correspondiente a la problematica petroquimica. El orden creciente
teniendo en cuenta la cantidad de sitios en los que se hallaron las especies de anfibios
es el siguiente: C. ornata, L. gracilis, O. americanus, P. minuta, S. squalirostris, S.
granulatus, L. latinasus, Dendrosophus sp, P. falcipes, R. fernandezae, B. pulchella,
L. luctator y R. arenarum. Si comparamos estos resultados con la informacion
provenientes desde la ecotoxicologia sobre su sensibilidad, y desde la herpetologia
sobre su biologia y ecologia (Natale, 2006), podriamos considerar a estas especies
como candidatos para emplear como indicadoras de la calidad ambiental. Desde la
biologia, podemos decir que las poblaciones de estas especies no son naturalmente
abundantes, presentan distribuciones puntuales, relacionadas con caracteristicas de la
matriz ambiental, y su reproduccion relacionada con fendmenos especificos (por ejemplo,
lluvias torrenciales y tormentas para C. ornata), mientras que desde la ecotoxicologia

podemos decir que estas especies presentan una mayor sensibilidad (Natale, 2006).

La presencia en la mayoria de los sitios, sumado a sus caracteristicas
morfoldgicas, nos permitio corroborar la eleccion de R. arenarum 'y L. luctator como
objeto de estudio. En cuanto a estas, R. arenarum se encontrd en la mayor cantidad de
sitios (12 de los 14 seleccionados), posiblemente en relacion con el habito de R. arenarum
y a que es considerada una de las especies de la zona mas tolerante, y ocupa una gran
variedad de ambientes (Cei, 1980). En cuanto a L. luctator, se la encontrd en 11 sitios al
igual que B. pulchella, pero el motivo de la eleccion de la primera fue el gran tamafo que
posee, lo que, como en R. arenarum, facilita la toma de la cantidad de muestras biologicas

necesarias para llevar a cabo la presente tesis.
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CAPITULO 2: OBTENCION DE INTERVALOS DE
REFERENCIA DE PARAMETROS CLINICOS PARA
L. luctator y R. arenarum

2.1 INTRODUCCION

2.1.1 Estudios integrales

Desde la Ecotoxicologia, la evaluacion de los efectos que los factores estresantes
provocan sobre los ecosistemas y sus componentes mediante el uso de una bateria de
biomarcadores a diferentes niveles (nivel genético, molecular, bioquimico, celular,
tisular, organismo), resulta una herramienta muy util (Newman y Clements, 2008). Es a
partir del estudio de los niveles subindividuales que se puede desarrollar una base de
comprension de como los diferentes estresores ambientales pueden modular la funcion
del organismo, producir patologias y provocar efectos en la salud animal, actuando de
este modo como “biomarcadores de alerta temprana” (Moore y col., 1994; Moore y col.,
2004; Newman, 2014). Ademas, existen evidencias que vinculan efectos a diferentes
niveles (Medina y col., 2016; Jayawardena y col., 2017), por lo que, detectar relaciones
entre los biomarcadores a partir de un estudio integral, teniendo en cuenta que los niveles
de estudio son interdependientes, nos permitira descubrir y dar explicaciones relevantes
sobre las relaciones que existen entre éstos, y contextualizar y mejorar la interpretacion
de la informacion obtenida del estudio de un conjunto de biomarcadores para evaluar y
realizar inferencias mas confiables sobre el impacto que producen los factores estresantes
sobre los ecosistemas y sus componentes (Forbes y col., 2006; Newman y Clements 2008;

Triquet y col., 2013).

Dentro de la medicina veterinaria, la patologia clinica veterinaria es una
especialidad que se centra en el estudio del estado de salud de los animales a partir de
estudios integrales realizados a diferentes niveles mediante el examen de sangre
(parametros sanguineos), suero o plasma (parametros plasmaticos), orina, fluidos
corporales y tejidos (parametros histologicos). Esta disciplina cubre una amplia gama de
ensayos y métodos de laboratorio y resulta util para el diagnostico, y la prevencion de

enfermedades (Heatley, 2020) tanto en mascotas como en animales silvestres, aunque los
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estudios en estos ultimos son escasos y la literatura existente se encuentra dispersa entre

diversas disciplinas (Heatley, 2020).

Por lo antes dicho queda claro que, tanto desde la Ecotoxicologia como de la
Medicina clinica, se propone la realizacion de estudios integrales utilizando
biomarcadores de diferentes niveles para evaluar su objeto de estudio, ya que estos son
interdependientes, y su estudio integral permite una mayor comprension de los resultados
(Triquet y col., 2013). Hace varios afios que se proponen diferentes herramientas para la
evaluacion integral de los datos obtenidos para evaluar los biomarcadores a diferentes
niveles, entre los que se encuentran los analisis de componentes principales (Sinha y col.,
2009), respuesta de biomarcadores integrados (IBR) (Beliaeff y Burgeot, 2002) y el
sistema experto (Dagnino y col., 2007). Sin embargo, al considerar los estudios que
utilizan a los anfibios como bioindicadores, al momento de comenzar la presente tesis
(ano 2016), la mayoria de los estudios realizados evaluaban efectos en diferentes niveles
de manera aislada, y no existian estudios que integraran la informacién en un contexto
mas amplio (Brodeur y col., 2011; Lascano y col., 2011; Shutler y Marcogliese, 2011;
Zhelev y col., 2013; Attademo y col., 2014). Si bien el estudio de los biomarcadores a
nivel subindividuo resulta til como biomarcador de efecto o de exposicion a cierto factor
estresante, es probable que la evaluacion de estos biomarcadores de forma independiente
no proporcione informacion representativa que permita inferir de manera precisa sobre el
estado general de los individuos (Forbes y col., 2006), por lo que realizar un estudio a
través de un enfoque integrador, resulta una herramienta adecuada al momento de evaluar
el estado de salud de los individuos ya que involucra diferentes niveles relacionados entre
si y ademds permite contextualizar e interpretar los resultados en un marco tedrico mas

amplio (Triquet y col., 2013).

2.1.2 Concepto de estado de salud

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, la salud es “un estado de completo
bienestar fisico, mental y social, que no solo considera la ausencia de afecciones o
enfermedades” (OMS, 1948). Esta definicion no es transferible a los animales ya que no
es posible definir criterios objetivos para caracterizar el bienestar. Si se toma la definicion
de salud otorgada por la OMS para seleccionar individuos sanos para establecer los
valores de referencia, la mayoria de los individuos (segun esta definicién) pueden ser
considerados como no saludables, por lo que este enfoque para diagnosticar la salud es

casi imposible ya que no existe la salud absoluta (Griasbeck, 2004). La salud es un
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concepto relativo, un individuo puede estar enfermo desde un punto de vista, pero sano
desde otro. Al evaluar solamente un érgano no podemos decir “el individuo X estd sano”,
sino que decimos “el 6rgano X funciona bien” (puede realizar sus funciones
correctamente). Es por esto que para abarcar el estudio del estado de salud de los
individuos es importante adoptar una vision holistica, ya que la salud es un atributo que

se aplica principalmente a los individuos como sistemas integrados y complejos.

2.1.3 Intervalos de referencia

Importancia y utilidad de los intervalos de referencia

Un intervalo de referencia representa un calculo estadistico de un grupo de datos
obtenidos de una poblacion definida de individuos (Horowitz, 2008). Los intervalos de
referencia describen las fluctuaciones observadas en poblaciones o individuos sanos y
estan disefiados para usarse como pautas de interpretacion y para determinar si un valor
es normal o anormal para cierto pardmetro por lo que constituyen una herramienta

importante en la interpretacion de los resultados (Griasbeck, 2004).

El concepto de “valores de referencia” fue introducido por Grasbeck y Saris
(1969) para describir la variacion en las concentraciones de analitos en sangre en grupos
bien caracterizados de individuos sanos, y constituyen una de las herramientas de
laboratorio més utilizadas para evaluar procesos clinicos (Horn y Pesce, 2005). El término
adecuado para referirse es “intervalo de referencia” (IR) y no “rango de referencia”, y si
bien es un método aceptado mundialmente, atin sigue en discusion el método dptimo para
su obtencion. El estandar para la produccion de IR basado en la poblacion humana, cuyas
recomendaciones estan resumidas por Solberg y Grisbeck (1989) fue realizado por la
Federacion Internacional de Quimica Clinica (IFCC) en 1970, y consta de seis partes.
Desde entonces, se ha discutido y propuesto nuevos métodos para su calculo (métodos
estadisticos alternativos para identificar valores atipicos, particionar los valores segin
diferentes clasificaciones de los grupos, etc), hasta que, en el afio 2008, se publicd una
revision de la generacion de IR, que incluye recomendaciones para la transferencia y
validacion de IR de otras fuentes y promueve también métodos sélidos para determinar

el IR a partir de muestras pequenas (Horowitz, 2008).

En lo que respecta a especies animales, el concepto de IR comenz6 a aplicarse en
1978 (Lumsden 1978). El Comité Quality Assurance and Laboratory Standards (QALS)
de la American Society for Veterinary Clinical Pathology (ASVCP) form6 un subcomité
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para generar una guia de pautas para la determinacion de intervalos de referencia en
especies veterinarias y para abordar temas de interés adicionales, con el objetivo de
desarrollar recomendaciones que sean estadistica y clinicamente validas (Horowitz 2008;
Geffre 2009). Entre los temas de interés se encuentran la determinacion de IR de novo
para nuevos parametros, métodos o nuevas poblaciones de animales. Debido a que las IR
son especificas para un conjunto particular de condiciones, el documento también analiza
el uso indebido de las IR publicadas cuando no se describen las poblaciones de referencia,

el analizador y la metodologia y otros factores pertinentes.

.Como obtener un intervalo de referencia?

A continuacion, se destacan los aspectos mas relevantes considerados para la
presente tesis del documento generado por el Comité de Quality Assurance and
Laboratory Standards (QALS) de la American Society for Veterinary Clinical Pathology
(ASVCP), en el cual se describen los pasos a seguir para obtener intervalos de referencia
para los parametros:

La informacién minima que debe proporcionarse para todos los valores de
referencia incluye el grupo de la poblacién de referencia (especie, edad, sexo), los
criterios de exclusion para los individuos de referencia, el método por el cual se
recolectaron las muestras, y el analisis y métodos estadisticos utilizados para generar los
valores de referencia (Walton, 2001).

En principio, se recomienda realizar una investigacion preliminar sobre las
fuentes de variabilidad bioldgica e interferencia que afecten a la medicion de los
parametros a evaluar, para determinar las especificaciones para la recoleccion y
manipulacion de muestras y para la seleccion de individuos de referencia y
procedimientos de medicion. Esta informacion también puede usarse para establecer
criterios de inclusion y exclusion. Entre los criterios de seleccion de la poblacion de
referencia se incluyen: biologico (edad, sexo, especie, etapa del ciclo reproductivo);
clinico (historia y examen fisico); caracteristicas geograficas (ubicacion) y estacionales
(efectos de la temperatura y fotoperiodo) (Walton 2001). Por otro lado, entre los criterios
de exclusion, se incluyen: bioldgico (estado de ayuno o no ayuno, nivel de estrés o
excitacion); fisiologicos (enfermedad, reproduccion, otros). (Poole 1997). En caso de ser
necesario, se puede dividir la poblacién de referencia en subgrupo (edad, sexo o estado

reproductivo) (Walton 2001).
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En general, se recomiendan muestras de al menos 120 individuos para establecer
un intervalo de referencia (CLSI and IFCC, 2008). Sin embargo, esto suele ser dificil en
medicina veterinaria debido a la falta de disponibilidad de individuos requeridos y al costo
de la obtencion y el analisis de muestras, por lo que algunos autores sugieren que un
numero mas realista es de al menos 40 individuos (Kaneko y col., 1997). Por otro lado,
cuando se trata de evaluar animales silvestres, con los cuales el contacto es limitado,
obtener la muestra adecuada y establecer el intervalo de referencia puede ser un desafio
(ver mas adelante). Es por esto que, por mas que los intervalos de referencia con menos
de 10 individuos no deben informarse porque es poco probable que tamafios de muestra
tan pequenos sean representativos de la distribucion de una variable dentro de una
poblacion, resultan ser informacion valiosa como punto de partida para el estudio del
estado de salud de especies de animales silvestres (Heatley, 2020).

Una vez obtenidos los datos, se procede a realizar el tratamiento de los datos y el
posterior analisis estadistico. Parte del tratamiento de datos incluye identificar los valores
atipicos causados por diferentes tipos de errores, para que estos no afecten los limites de
referencia. Entre los errores frecuentemente cometidos se encuentran: errores de
transcripcion, inclusion de muestras inapropiadas o de mala calidad (muestra incorrecta,
hemolisis, lipemia), inclusion de individuos de referencia inapropiados (animales que
posteriormente se demostro que no eran saludables). Ademas, se debe reducir la variacion
que no se deba a la variabilidad inter o intraindividual (cambio de lotes de reactivos,
personal técnico). Para la realizacion del andlisis estadistico, debe seleccionarse el
método estadistico apropiado basado en el nimero y la distribucion de los valores de
referencia. Primero se calcula los parametros estadisticos media y desvio estandar, y para
calcular el intervalo de referencia, hay que considerar si los datos presentan distribucion
gaussiana o no. En caso de presentar distribucion gaussiana, se calcula el intervalo de
referencia como media + (x) desvio estandar. El multiplo del desvio estdndar estd
determinado por el grado de certeza que se le quiere dar al intervalo, siendo la opcion mas
comun el multiplo 2, lo que corresponde al 95% de la poblacion. Por lo tanto, cualquier
animal que presente un valor de cierto pardmetro dentro del 95% sera considerado normal
para ese parametro. Por otro lado, para los parametros cuya distribucion no es gaussiana,
se propone el uso de transformaciones (logaritmica o raiz cuadrada de los valores del
parametro para que la distribucion quede normal) o el uso de percentiles como limites,
generalmente el 2,5 para limite inferior y percentil 97,5 para limite superior (Horn y Pesce

2003). Por lo tanto, los animales se clasificarian como anormales cuando tuvieran valores
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por debajo del 2.5% o por encima del 97,5% de los valores normales para cierto

parametro.

Intervalos de referencia en especies silvestres

Como ya se menciono, en la medicina de animales silvestres, la generacion del
intervalo de referencia apropiados para la especie, sexo, y edad implica un gran desafio
(Walson, 2001), por un lado debido a la dificultad de obtener un niimero y cantidad
suficiente de muestra, por cuestiones como acceso al lugar donde habitan los individuos,
condiciones de cria ex-situ, tamafo de las poblaciones, categoria de la lista roja de [UCN,
tamafo de los individuos y, por otro lado, debido la dificultad en la interpretacion de los
resultados de las pruebas, ya que la fisiologia y anatomia que presentan los diferentes
grupos de animales es muy variada, y el conocimiento en estos campos es escaso para
muchas de las especies silvestres por lo que establecer si un animal se encuentra afectado
0 no es una tarea dificil. Ademas, existen regulaciones tanto como para la colecta
(Direccion de Flora y Fauna) como para el uso en laboratorio (Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio-CICUAL) de animales silvestres, lo que
limita el nimero de individuos a utilizar. Sumado a esto, la obtencion de muestras para la
medicion de algunos parametros requiere de técnicas cruentas y esto también estd
fuertemente regulado por organismos como CICUAL, que presentan condiciones estrictas
para la utilizacion de individuos en investigaciones que requieren de su sacrificio (y mas
aun cuando se trata de especies que estan en categorias vulnerable o en peligro de
extincion en la lista roja de [IUCN). Todas estas restricciones en la toma de muestra traen
como consecuencia que con el fin de que el nimero de individuos utilizados para el
calculo del IR sea mayor, se tome un unico intervalo de referencia para todos los
individuos de una misma especie (Thrall y col., 2012). Por otro lado, muchos laboratorios
clinicos o de diagnostico no tienen sus propios valores de referencia para la mayoria de
las especies, y generan intervalos de referencia a partir de datos obtenidos de la literatura
o de otras instalaciones de diagnodstico. En la literatura, muchos de los intervalos de
referencia publicados se derivan de menos de 40 individuos, e incluso menos de 20
individuos, aunque se corre el riesgo de una mala interpretacion clinica de los valores del
individuo. Sin embargo, como se mencion6 anteriormente, esta informacion, si bien no
cumplen con los criterios para ser consideradas intervalos de referencia ya que pueden

llevar a una interpretacion erronea de los datos obtenidos, pueden servir como un punto
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de partida para la evaluacion del estado de salud de los individuos silvestres, y estan
destinados a representar los mejores datos existentes disponibles (Heatley, 2020).

Por lo antes dicho, queda claro que obtener muestras para generar un intervalo de
referencia para uno o mas parametros es una tarea dificil cuando se trata de animales
silvestres. Aunque en los ultimos afios desde la medicina veterinaria se esta trabajando
mucho en este tema, y ya se han publicado diversos manuales de protocolos para
obtencion y andlisis de muestras obtenidas a partir de animales silvestres (aves, reptiles e
incluso anfibios) (Coppo y col., 2005; Thrall y col., 2012; Campbell y col., 2015; Heatley
y col., 2020), la dificultad radica en abarcar todas las especies de animales, ya que en
general estos intervalos estan generados en especies de zooldgicos, o en especies de
animales utilizadas para experimentos, o para mascotismo. Particularmente en anuros, el
nimero de publicaciones asociadas a este tipo de estudio son minimas y en general estan
asociadas a especies del hemisferio norte (Wilson y col., 2011; Forzan y col., 2016), y
cuando se quiere realizar un estudio de anuros autdctonos, que son lo que se proponen
para usarlos como bioindicadores de problematicas ambientales locales, el problema es
mas evidente ya que los estudios en los que presentan intervalos de referencia
correctamente calculados para especies autdctonas son muy escasos o nulos.

Por lo tanto, obtener los valores de referencia para un gran numero de parametros
generalmente utilizados para la evaluacion del estado de salud de los individuos de
especies autoctonas resulta de gran importancia al momento de evaluar los efectos que
los factores estresantes causan sobre las poblaciones, ya que estos son los que nos brindan
informacion precisa sobre si los individuos presentan cierto parametro afectado o no.
Ademas, abordar estos estudios a partir de un estudio integral de estos parametros resulta
de gran importancia, ya que la salud es un atributo que se aplica a los individuos como
conjuntos integrados, y no existe informacion clara al respecto.

Es por eso que, identificando esta necesidad, el presente capitulo esta dirigido a
realizar andlisis de la variabilidad de los datos de los parametros medidos en anuros
considerando los siguientes agrupamientos: 1-todos los datos (bibliografia, base de datos
del grupo de trabajo y datos de la tesis), 2- datos provenientes de la bibliografia (datos de
la bibliografia y los datos obtenidos de la base de datos del grupo de trabajo), 3- datos de
individuos de L. luctator de la tesis, 4-datos de individuos de L. luctator provenientes de
los sitios de referencia, 5- datos de individuos de R. arenarum de la tesis, y 6- datos de
individuos de R. arenarum provenientes de los sitios de referencia, con el fin de aportar

elementos en la toma de decisiones en la construccion de los intervalos de referencia. Los
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intervalos de referencia generados en este capitulo seran utilizados a lo largo de la tesis
para determinar el estado de salud de los individuos de Leptodactylus luctator y Rhinella
arenarum provenientes de sitios alterados por la florihorticultura, la industria

petroquimica y las descargas cloacales, y sitios de referencia, minimamente alterados.

2.1.4 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
Existen diferencias en la variabilidad de los datos al considerar los valores
obtenidos de la bibliografia, los valores obtenidos en la presente tesis, y los valores

de diferentes especies de anuros.

Los valores de los diferentes parametros clinicos evaluados en los individuos de
L. luctator y R. arenarum provenientes de los sitios de referencia, permiten
establecer intervalos de referencia para ambas especies con mayor precision que

los obtenidos a partir de la bibliografia existente.

Objetivos
1- Realizar una revision de las publicaciones que evalien y reporten datos de los

diferentes parametros clinicos en especies de anuros.

2- Realizar un analisis estadistico para conocer la variabilidad de los datos para cada

parametro clinico estudiado.

3- Describir ventajas y desventajas del uso de cada parametro clinico evaluado.

4- Definir intervalos de referencia para cada parametro clinico evaluado en L.

luctator y R. arenarum.

2.2 MATERIALES Y METODOS

Con el objetivo de evaluar la variabilidad de los datos de cada parametro estudiado
y obtener los valores de referencia para cada parametro clinico evaluado en anuros y
particularmente en las dos especies de estudio provenientes de los sitios de referencia,
considerando a estos Ultimos como individuos sanos, se consideraron dos enfoques: un

enfoque tedrico y un enfoque practico.

67



2.2.1 Busqueda de la informacion

Enfoque tedrico

El enfoque tedrico consistidé en una busqueda bibliografica de los valores de los
parametros clinicos evaluados en anuros adultos. Para esto, se utilizaron buscadores como
Scopus, Scielo y Google académico empleando los siguientes términos en la busqueda:
“anura biomarkers”, “anura clinical parameters”, “anura health”, “anura diseases” “anura
effects”. Ademads, se examind la bibliografia de los trabajos consultados y se reviso la
informacion proveniente de la base de datos del grupo de trabajo. Se tomaron datos de
estudios realizados en machos y hembras pertenecientes a diferentes Familias de anuros
criados ex situ, expuestos en ensayos de laboratorio a diferentes tipos de contaminantes,
como también de individuos colectados en el campo de sitios de referencia y sitios
contaminados. Con toda la informacion obtenida, se confeccionaron tablas, en las cuales
se ordenaron los datos, y se transformaron las unidades para unificar la informacién. En
los casos en los que los datos fueron insuficientes (consideramos un n<10), se recurri6 a
la herramienta de generacion de numeros aleatorios, con la cual con los valores de la

media y el desvio estdndar se generaron 30 numeros aleatorios para alcanzar el ene

deseado para el analisis, lo que permitid graficar la distribucion.

Enfoque practico

Para llevar a cabo el enfoque practico, durante los afios 2016, 2017, 2018 y 2019,
se colectaron individuos adultos machos y hembras de Leptodactylus luctator (en estado
pre-reproductivo entre los meses de octubre y noviembre), e individuos de Rhinella
arenarum (durante el periodo reproductivo de la especie en el mes de septiembre)
provenientes de sitios de referencia y de sitios alterados por las actividades antrdpicas
descriptas en el capitulo 1 (cinturon florihorticola, industria petroquimica y descargas
cloacales). Estos fueron capturados de manera directa, se colocaron en bolsas de
polietileno con agua del lugar de captura y fueron trasladados al laboratorio, donde al se
procedio a realizar la diseccion siguiendo protocolos previamente publicados (Wright,
2001; Pessier y col., 2003; Campbell, 2015). Para la mediciéon de cada parametro se
siguieron técnicas previamente publicadas (ver tabla 2.1) (Ver detalle de metodologia de
disecciéon y procesamiento de muestras en capitulos 3 y 4). Para la captura de individuos
se conto con los permisos correspondientes a Direccion de Flora y Fauna de la Provincia
de Buenos Aires (Exp. 22500-41820/17 - Disposicion 73 y Exp. EX-2019-37803203 -
Disposicion numero DI-2019-101-GDEBA-DFYFMAGP). Mientras que la totalidad de
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los procedimientos con animales se realizaron con el aval del Comité institucional para

el cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUAL - protocolo nimero 023-22-15).

Tabla 2.1: Técnicas empleadas para la medicion de los parametros clinicos.

Parametro

Técnica empleada

Indice de condicion corporal (ICC)
Indice de cuerpos grasos (ICG)
Indice hepatosomatco (IHS)

Indice gonadosomatico (IGS)

Recuento total de eritrocitos (RGR) (GR/L)

Hematocrito (Hto) (%)
Hemoglobina (Hb) (g/dL)

Volumen corpuscular medio (VCM) (fL)

Hemoglobina corpuscular media (HCM) (pg)

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) (g/dL)
Recuento total de gldbulos blancos (RTGB) (GB/1000 GR)
Recuento total de trombocitos (RTT) (T/1000 GR)

Neutrofilos/100 leucocitos (N) (%)
Eosinéfilos/100 leucocitos (E) (%)
Basofilos/100 leucocitos (B) (%)
Monocitos/100 leucocitos (M) (%)
Linfocitos/100 leucocitos (L) (%)
Acetilcolinesterasa (AChE)*
Catalasa (CAT)*

Glutation S-transferasa (GST)*
Lactato deshidrogenasa (LDH) (U/L)
Creatina fosfocinasa (CPK) (U/L)

Alanina aminotransferasa (TGP) (U/L)
Aspartato aminotransferasa (TGO) (U/L)

Fosfatasa alcalina (FA) (U/L)
Proteinas totales (PT) (g/dL)
Albumina (Alb) (g/dL)
Globulina (Glob) (g/dL)
Albumina/Globulina (A/G)
Colesterol total (COL) (mg/dL)
Triglicéridos (TGC) (mg/dL)

Lipoproteinas de alta densidad (HDL) (mg/dL)
Lipoproteinas de baja densidad (LDL) (mg/dL)
Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) (mg/dL)

Calcio (Ca) (mg/dL)
Fosforo (P) (mg/dL)
Magnesio (Mg) (mg/dL)
Creatinina (Creat) (U/L)
Urea (Ur) (mg/dL)

Fulton (1904)

Brodeur y col. (2012)

Brodeur y col. (2012)

Brodeur y col. (2012)

Natt and Herrick (1952)

Allender y col. (2008)

Drabkin and Austin (1935)

Allender y col., 2008

Allender y col., 2008

Allender y col., 2008

Shutler y Marcogliese (2011)

Shutler y Marcogliese (2011)

Allender y col. (2008); Davis y col. (2009)
Allender y col. (2008); Davis y col. (2009)
Allender y col. (2008); Davis y col. (2009)
Allender y col. (2008); Davis y col. (2009)
Allender y col. (2008); Davis y col. (2009)
Ellman y col. (1961)

Baudhin y col. (1964)

Habig y col. (1974)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)

IFCC (2002, 2010)
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Amilasa (Ami) (U/L) IFCC (2002, 2010)

* expresados en pmoL/min/mg proteinas. GR: glébulos rojos, GB: globulos blancos; T:
trombocitos.

2.2.2 Tratamiento de los datos y analisis estadisticos

Analisis de la variabilidad de los datos

Con el objetivo de conocer la variabilidad de los datos para cada pardmetro
estudiado, realizar un analisis comparativo entre la variabilidad de los datos generados en
la presente tesis, la variabilidad aportada por las variaciones metodologicas producto de
los procedimientos empleados por los diferentes grupos de investigacion, la variabilidad
asociada con el grupo taxondmico, la variabilidad asociada con la procedencia de los
individuos, y realizar una clasificacion de los parametros en funcion de la variabilidad, se
realizaron seis agrupamientos de datos. Estos agrupamientos fueron: 1-todos los datos
(bibliografia, base de datos del grupo de trabajo y datos de la tesis), 2- datos provenientes
de la bibliografia (datos de la bibliografia y los datos obtenidos de la base de datos del
grupo de trabajo), 3- datos de individuos de L. luctator de la tesis, 4-datos de individuos
de L. luctator de los sitios de referencia, 5- datos de individuos de R. arenarum de la tesis,
y 6- datos de individuos de R. arenarum de los sitios de referencia.

Para cada agrupamiento se calcularon los estadisticos media, mediana, cuartiles,
desvio estandar, intervalos de confianza al 95% y coeficiente de variacion. Ademas, se
detectaron los outliers y valores extremos. Teniendo en cuenta que el coeficiente de
variacion brinda informacion sobre el nivel de precision en la medicion de los parametros,
los pardmetros fueron ordenados segun valor decreciente de coeficiente de variacion, y
clasificados en tres categorias (CV>100%; CV entre 50 y 100%; CV<50%).

Por otro lado, con el objetivo de describir el comportamiento de la variabilidad
asociado a los agrupamientos, se realizo un grafico tipo histograma para visualizar la
cantidad de parametros pertenecientes a las tres categorias en cada agrupamiento.

Ademas, con el objetivo de describir y visualizar el comportamiento particular de
la variabilidad para cada parametro asociada a los agrupamientos, se realizaron graficos
de lineas (“line plots”) para cada pardmetro teniendo en cuenta su CV en cada
agrupamiento, asignandole la categoria 1 a los CV menores a 50%, 2 a los CV entre 50 y
100%, y 3 a los CV mayores a 100%. Sumado a esto, se realizd una resta de los
coeficientes de variacion de cada parametro entre los agrupamientos para evaluar la
diferencia en la magnitud de la variacion, y asi poder observar claramente si hubo una

reduccién o un aumento en la variabilidad entre los agrupamientos.
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Por ultimo, se realizaron graficos de tipo box plot con los intervalos de referencia
establecidos para cada parametro en cada agrupamiento, con el fin de visualizar las
diferencias entre los limites inferiores y superiores de cada intervalo.

Con la informacion reunida a partir del tratamiento de los datos realizado, la
experiencia adquirida, y la informacion provenientes de la bibliografia, se procedi6 a
realizar un proceso de calificacion de los pardmetros considerando los siguientes criterios
determinantes para describir ventajas y desventajas del uso de cada parametro: 1-
probabilidad de cometer errores en la medicion, 2-dificultad (baja, media, alta) del
método, 3-costo del método (bajo, medio, alto), 4-si requiere sacrificar al animal (si/no),

S-variabilidad y estabilidad de esa variabilidad en los agrupamientos propuestos.

Influencia del sexo de los individuos sobre la variabilidad

Con el objetivo de conocer la influencia del sexo de los individuos en la
variabilidad de los datos, se realiz6 el agrupamiento de los datos en “machos” y
“hembras” para los individuos de L. /uctator y de R. arenarum provenientes de sitios de
referencia, y se calcularon los coeficientes de variacion. Los pardmetros clinicos fueron
ordenados segun valor decreciente de coeficiente de variacion y la diferencia en la
magnitud de la variacion de cada parametro clinico fue evaluada mediante la resta de los
coeficientes de variacion de cada parametro entre los agrupamientos “todos” y “machos”

y “hembras”.

Obtencion de intervalos de referencias para L. luctator y R. arenarum

Una vez finalizado el analisis de la variabilidad, y determinado el mejor
agrupamiento para establecer los intervalos de referencia para las especies de estudio,
estos fueron establecidos siguiendo pautas la Sociedad Estadounidense de Patologia
Clinica Veterinaria (ASVCP por sus siglas en inglés) (ver introduccion) y se
confeccionaron tablas, las cuales serdn utilizadas en capitulos posteriores para comparar
los valores obtenidos de cada parametro clinico en individuos provenientes de los sitios

de estudio.

2.3 RESULTADOS

Se obtuvieron datos de 47 parametros clinicos de 74 especies de anuros, incluidas
las dos especies de anuros estudiadas en la presente tesis. La generacion de nimeros

aleatorios fue necesaria solamente para los datos de los 19 pardmetros plasmaticos

71



correspondientes al agrupamiento de datos provenientes de la bibliografia. Los
parametros clinicos de los cuales se obtuvo mayor cantidad de datos a partir de los
trabajos consultados fueron los parametros sanguineos (Hto, RGR, Hb, VCM, HCM,
CHCM) y los parametros inmunologicos (RTT, RTGB, y porcentaje de N, E, B, M, L)
de los cuales se encontré un total de entre 187 y 274, y 39 y 126, respectivamente;
mientras que para los parametros a nivel individuo el nimero de datos obtenidos fue
mayor (entre 198 y 480 datos) debido a que el grupo de trabajo cuenta con una amplia
base de datos para dichos parametros. En cuanto a los pardmetros bioquimicos, solamente
se encontraron valores de actividad enzimatica evaluada en higado, pero no otros tejidos
como musculo y rifidén. Los parametros evaluados en la presente tesis de los cuales no se
encontrd informacion en la bibliografia fueron: actividad GST en rifion, musculo y
plasma, CAT en rifion, AChE en musculo y VLDL; mientras que de actividad AChE en
plasma y fosfatasa alcalina se encontré solamente un valor.

En la tabla 1 del anexo 1 se presenta una tabla con los valores de los parametros

clinicos evaluados en anuros adultos encontrados en la bibliografia.

2.3.1 Analisis de la variabilidad de los datos

En las tablas 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6 y 2.7 se muestran los valores de media, desvio
estandar, intervalos de confianza al 95% mediana, cuartil 1, cuartil 3, y coeficiente de

variacion de cada parametro correspondiente a cada agrupamiento.

Tabla 2.2: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “todos los datos”.

N  Media SD IC 95% Mediana Q1 Q3 Ccv
ICC 974 0.096 0.026 0.094 0.097 0.097 0.082 0.11 27.64
ICG 1000 0.025  0.008 0.024 0.025 0.024 0.019 0.03 34.05
IHS 542 0.040 0.197 0.023 0.057 0.007 0.002 0.02 490.55
IGS 976 0.030 0.063 0.026 0.034  0.003 0.002 0.03 210.38
Hto (%) 720 32.3 8.9 31.6 329 31.1 266 38.0 27.44
RGR (GR/L) 778 0.69 033 066 0.71 0.62 045 0.86 47.52
Hb (g/dL) 629 7.70 270 749 791 7.30 578  9.50 35.09
VCM (fL) 690 548.0 276.5 5273 5687 498.4 349.7 690.5 5045
HCM (pg) 567 1179 499 113.8  122.0 112.0 76.8 151.4 4236
CHCM (g/dL) 554 30.0 69.7 242 358 23.8 185  30.0 232.19
GST higado* 265 6.74 349 632 7.16 6.24 448 825 51.79
CAT higado* 263 1003.83 551.62 936.85 1070.80 970.53  642.43 1313.33 54.95
AChE higado* 264 11.08 7.11 1022 11.94 11.17 7.44 15.41 64.14
GST rinon* 213 2.53 .18 237  2.69 2.21 1.75  2.85 46.49
CAT rifion* 209 469.25 318.14 425.87 512.64 35442 226.89 626.99 67.80
GST musculo* 213 0.05 0.03 0.05 0.06 0.05 0.03  0.08 60.47
AChE musculo* 213 10.03  6.89  9.10 1096  8.48 4.20 14.55  68.62
AChE plasma* 185 9.35 12.40 7.55 11.15 8.14 6.01 10.55 132.05
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GST plasma*
Neu (%)

Eos (%)

Bas (%)

Mon (%)

Lin (%)

N:L

RTGB (GB/1000 GR)
RTT (T/1000 GR)
LDH (U/L)
CPK (U/L)
TGP (U/L)
TGO (U/L)

FA (U/L)

PT (g/dL)

Alb (g/dL)
Glob (g/dL)
A/G

COL (mg/dL)
TGC (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)
VLDL (mg/dL)
Ca (mg/dL)

P (mg/dL)

Mg (mg/dL)
Creat (U/L)

Ur (mg/dL)
Ami (U/L)

196
585
579
578
579
590
584
506
502
137
141
140
141
108
143
141
140
140
139
138
139
138
106
140
138
138
140
140
132

0.02
12.5
5.5

44

2.8
74.7
0.3
31.78
14.29
4215.8
6135.2
138.1
1067.8
450.4
3.8

1.9
1.8

1.3
102.0
51.5
19.2
55.2
9.2

8.1
4.7

2.0

0.4
48.6

0.02 0.02 0.02
13.6 114 136
6.0 5.0 6.0
7.0 3.8 4.9
3.8 25 3.1
184 732 76.2
0.9 0.2 0.4
14.20 30.54 33.02
10.53 13.37 15.22
4638.3 3432.1 49994
4814.1 5333.7 6936.7
6849 237 2525
990.8 902.8 1232.8
4913 356.6 544.1
1.2 3.6 4.0
0.6 1.8 2.0
0.9 1.7 2.0
0.6 1.2 1.4
88.8  87.1 116.9
528 426 604
11.6 172 21.1
57.0 456 648
10.7 7.1 11.3
2.5 7.6 8.5
2.6 43 5.1
0.8 1.9 2.1
0.4 0.3 0.5
43.1 414 558

3777.7 3873.3 3110.8 4444.6

0.01
8.0

4.0

2.0

1.4
81.0
0.1
30.00
11.00
3416.0
5137.0
24.0
866.0
228.0
3.6

1.9

1.5

1.2
77.0
27.0
17.0
45.5
5.0
8.2

4.2

2.0

0.3
42.5
2041.9

0.01 0.02 110.37
3.0 16.7 106.09
1.0 7.7 109.69
0.0 59 160.46
0.0 4.0 130.27
66.0  88.0 2491
0.0 0.3 295.90
21.00 41.00 44.22
7.00 19.00  73.31
1738.0 5666.0 107.80
13294 10123.0 76.97
11.5  88.9 481.07
305.8 1552.0 85.96
1325 695.0 109.10
3.0 4.5 32.62
1.4 24 33.34
1.2 23 48.64
0.7 1.7 48.07
51.0 113.0  84.83
18.0  66.0 101.96
11.0  26.0 54.49
28.0 67.0 103.27
3.0 9.0 116.13
6.4 9.7 29.77
3.3 59 53.36
14 23 41.99
0.2 0.4 98.34
8.4 80.5 87.88
718.5 6377.0 99.45

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Tabla 2.3: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “datos de la bibliografia”.

N Media SD 1C 95% Mediana QI Q3 Cv

ICC 448 0.083 0.027 0.080 0.085 0.085 0.0610 0.099 33.25
ICG 480 0.025 0.009 0.024 0.026 0.024 0.0192 0.029 36.34
IHS 198 0.090 0.320 0.046 0.135 0.008 0.0028 0.023 353.89
IGS 456 0.032 0.072 0.026 0.039 0.003 0.0016 0.035 223.35
Hto (%) 226 339 10.1 32.5 35.2 33.1 269  40.0 29.88
RGR (GR/L) 274 0.59 030 0.55 0.62 0.52 0.41 0.68 51.40
Hb (g/dL) 241 7.82 287 746 8.19 7.80 5.68 9.80 36.74
VCM (fL) 198 651.5 308.0 6083 694.6 626.0 471.3 8219 47.28
HCM (pg) 210 134.85 46.47 128.53 141.17 135.82 107.50 169.00 34.46
CHCM (g/dL) 187 39.10 118.94 2194 5626 24.10 17.38 30.00 304.23
GST higado* 49 586 272 508 6.64 6.10 4.75 8.00 46.36
CAT higado* 49 470.67 428.76 347.52 593.83 230.00 151.00 806.00 91.09
AChE higado* 49 0.07 0.15 0.03 0.12 0.05 0.02  0.08 211.60
GST rifion* 0

CAT rifion* 0

GST musculo* 0

AChE musculo* 0

AChE plasma* 1 168 168 168 168

GST plasma* 0

Neu (%) 121 274 186 240 307 22.4 150 35.0 67.86
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Eos (%)

Bas (%)

Mon (%)

Lin (%)

N:L

RTGB (GB/1000 GR)
RTT (T/1000 GR)
LDH (U/L)
CPK (U/L)
TGP (U/L)
TGO (U/L)

FA (U/L)

PT (g/dL)

Alb (g/dL)
Glob (g/dL)
A/G

COL (mg/dL)
TGC (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)
VLDL (mg/dL)
Ca (mg/dL)

P (mg/dL)

Mg (mg/dL)
Creat (U/L)

Ur (mg/dL)
Ami (U/L)

31
28

7.2 7.8 5.8 8.6
8.1 11.7 6.0 10.3
4.0 5.7 2.9 5.0
547 210 51.0 584
1.0 1.9 0.7 1.3
17.21 15.58 1242 22.01
18.27 16.51 1292 23.62
1751.0 1297.4 1275.1 2226.9
949.8 512.7 768.0 1131.6
90.5 520 69.0 1119
2357 156.1 174.0 2975
148.0
4.9 1.2 4.5 53
1.4 0.3 1.4 1.5
3.1 0.5 2.9 3.2
0.5 0.1 0.5 0.6
208.8 975 171.7 2459
71.0  46.1 54.1 87.9
29.4 173 222  36.5
724 425 571 87.7
9.5 1.7 8.9 10.1
5.8 2.8 4.9 6.8
2.2 0.3 2.1 23
0.7 0.3 0.6 0.8
5.0 3.1 3.9 6.1
1038.9 899.7 690.1 1387.8

5.8
3.8
1.5
57.7
0.4
12.00
12.00
1482.9
881.9
83.5
204.1
148.0
4.9
1.4
3.1
0.5
217.6
69.7
26.7
56.1

9.4
6.1
2.2
0.7
3.9
714.9

1.3 10.2
1.0 10.0
0.0 5.7
379  68.0
0.2 0.7
8.00 22.00
4.00 30.00
403.5 2360.5
432.0 13239
124 903
204 2783
148.0 148.0
3.9 5.7
1.3 1.6
2.7 3.5
0.4 0.6
134.8 266.9
36.8 926
22 357
443 1164
84 10.7
4.1 8.5
2.0 24
0.5 0.9
2.8 7.0
344.8 1239.8

107.97
144.27
143.22
38.36
189.07
90.54
90.39
74.10
53.98
57.45
66.22

25.14
17.66
16.31
24.43
46.70
64.95
58.89
58.68

17.40
48.44
12.07
46.41
60.88
86.60

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Tabla 2.4: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “datos de individuos de L.

luctator de la tesis”.

N Media SD 1C 95% Mediana QI Q3 ()%
ICC 266  0.107 0.018 0.105 0.11 0.107 0.095 0.12 16.45
ICG 268  0.021 0.007 0.021 0.02 0.020 0.017 0.02 31.01
IHS 190  0.007 0.008 0.006 0.01 0.004 0.001 0.01 117.14
IGS 268  0.040 0.064 0.032 0.05 0.004 0.002 0.04 159.78
Hto (%) 262 30.7 8.6 29.7 31.7 30.0 245 36.0 27.89
RGR (GR/L) 266 0.89 032 0.85 0.93 0.87 0.66 1.08 36.35
Hb (g/dL) 220 7.69 288 7.31 8.07 691 572 942 37.40
VCM (fL) 259 3752 1392 3582 3922 356.0 285.7 4294 37.11
HCM (pg) 218 8555 2796  81.82  89.29 79.70  67.00 102.00 32.69
CHCM (g/dL) 215 25,53 1028 24.15 2692 23.05 17.62 3146 40.25
GST higado* 216 6.94  3.62 6.45 7.42 624 448 8.57 52.16
CAT higado* 213 1116.32 483.68 1050.99 1181.65 1013.75 738.42 140529 43.33
AChE higado* 215 13.59 529 12.88 14.30 12.53  9.53 16.96 38.94
GST rifion* 213 2.53 1.18 2.37 2.69 2.21 1.75 2.85 46.49
CAT rifi6on* 209 469.25 318.14 425.87 512.64 35442 226.89 62699 67.80
GST mausculo* 213 0.05 0.03 0.05 0.06 0.05 0.03 0.08 60.47
AChE musculo* 213 10.03  6.89 9.10 10.96 848  4.20 14.55 68.62
AChE plasma* 182 844 379 7.88 8.99 8.13  6.01 10.51 4495
GST plasma* 194 0.02 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 9435
Neu (%) 267 10.4 9.5 9.2 11.5 8.0 4.0 13.6  91.29
Eos (%) 266 3.9 4.5 3.3 44 2.0 1.0 5.0 116.55
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Bas (%)
Mon (%)
Lin (%)
N:L

RTGB (GB/1000 GR)
RTT (T/1000 GR)

LDH (U/L)
CPK (U/L)
TGP (U/L)
TGO (U/L)
FA (U/L)

PT (g/dL)
Alb (g/dL)
Glob (g/dL)
A/G

COL (mg/dL)
TGC (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)
VLDL (mg/dL)
Ca (mg/dL)

P (mg/dL)
Mg (mg/dL)
Creat (U/L)
Ur (mg/dL)
Ami (U/L)

267
263
267
259
267
267
25
27
23
28
27
28
27
27
27
28
26
28
27
27
27
26
27
27
29
27

3.8
2.8
78.3
0.14
0.04
0.02
5732.2
9583.4
22.0
1342.8
991.3
2.8

1.4

1.4

1.0
92.9
22.0
16.6
72.9
4.7
6.2

5.6
1.4
0.2
18.8
690.4

5.1
2.9
14.7
0.16
0.01
0.01
3334.8
4142.9
13.8
1183.8
298.4
1.0
0.5

0.6

0.2
40.1
9.5

6.0
383
2.5

1.8
2.0

0.9

0.1
13.9
3374

32
2.5
76.6
0.12
0.04
0.02
4355.7
7944.5
16.0
883.7
873.2
24
1.2
1.2
1.0
77.3
18.2
14.2
57.8
3.7
5.5
4.7
1.1
0.2
13.5
557.0

4.5
3.2
80.1
0.16
0.04
0.02
7108.7
112223
28.0
1801.8
1109.3
3.2
1.6

1.6

1.1
108.4
25.8
18.9
88.1
5.7
6.9

6.4

1.8
0.3
24.1
823.9

2.0
2.0
83.0
0.09
0.04
0.02
4644.0
9821.0
20.0
1041.0
861.0
2.7

1.3

1.3

1.1
84.0
19.5
16.0
62.0
4.0

6.6

54
1.3
0.2
16.0
714.0

0.0
1.0
70.0
0.04
0.03
0.01
3114.0
6603.0
11.0
608.0
807.0
23
1.1
1.1
0.9
62.5
15.0
11.5
48.0
3.0
5.8
4.7
1.0
0.2
9.0
428.0

5.0
4.0
89.0
0.16
0.05
0.02
8574.0
13073.0
29.0
1553.0
1246.0
3.2

1.8

1.6

1.2
111.5
26.0
20.5
92.0
5.0

7.2

6.3

1.6
0.3
23.0
919.0

134.57
98.97
18.94

111.52
31.80
62.38
58.18
43.23
62.70
88.16
30.10
36.93
36.56
40.37
17.51
43.15
42.97
36.33
52.48
53.01
28.62
36.80
62.15
25.55
73.86
48.87

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Tabla 2.5: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “datos de
luctator de los sitios de referencia”.

individuos de L.

N  Media SD IC 95% Mediana Q1 Q3 CvV
ICC 121 0.111 0.018 0.108 0.11 0.111 0.101 0.12 16.90
ICG 123 0.021 0.006  0.020 0.02 0.020 0.018 0.02 26.15
IHS 97 0.004 0.006 0.003 0.01 0.002  0.001 0.00 136.04
IGS 123 0.037 0.055  0.027 0.05 0.008 0.002 0.04 151.82
Hto (%) 119 27.7 7.9 26.3 29.2 265 230 32.0 28.05
RGR (GR/L) 122 0.81 0.32 0.75 0.87 0.81 0.60 1.03  40.22
Hb (g/dL) 99 7.72  3.04 7.12 8.33 6.75  5.86 9.07 41.04
VCM (fL) 117 3745 130.1 350.7 3983 3593 2857  428.6 35.50
HCM (pg) 98  89.68 2733 8420 95.16 84.15 69.40 107.00 30.83
CHCM (g/dL) 97 2746 770 2591 @ 29.02 2723 21.76  31.56 30.83
GST higado* 97 737  3.26 6.71 8.03 6.95 4.85 9.19 44.90
CAT higado* 96 1336.56 536.83 1227.79 144533 1342.70 958.27 1628.78 40.57
AChE higado* 98 1445  5.54 13.34 15.56 13.54 10.17 18.11 37.06
GST rinon* 97 2.32 1.03 2.12 2.53 2.15 1.67 249 51.30
CAT rifion* 94 399.28 280.16 341.90 456.66 317.28 215.51 434.87 77.64
GST musculo* 97 0.04 0.03 0.04 0.05 0.04 0.02 0.05 69.16
AChE miusculo* 97 7.21 4.95 6.21 8.21 5.64 331 9.85 74.78
AChE plasma* 85 823 436 7.30 9.17 747  5.14 9.97 52.49
GST plasma* 91 0.01 0.01 0.01 0.02 0.01 0.01 0.02 98.35
Neu (%) 123 8.8 8.1 7.3 10.2 6.0 3.0 11.0 89.70
Eos (%) 122 1.9 2.5 1.5 2.4 1.0 0.0 2.1 131.22
Bas (%) 123 2.7 3.0 2.1 32 2.0 0.0 4.0 117.40
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Mon (%)

Lin (%)

N:L

RTGB (GB/1000 GR)
RTT (T/1000 GR)
LDH (U/L)
CPK (U/L)
TGP (U/L)
TGO (U/L)

FA (U/L)

PT (g/dL)

Alb (g/dL)
Glob (g/dL)
A/G

COL (mg/dL)
TGC (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)
VLDL (mg/dL)
Ca (mg/dL)

P (mg/dL)

Mg (mg/dL)
Creat (U/L)

Ur (mg/dL)
Ami (U/L)

123
123
119
123
123
13
15
11
15
14
15
15
15
15
15
13
15
14
14
15
14
15
14
15
15

23
83.7
0.10
0.04
0.02

7003.1
9745.3
29.4
1763.4
987.4

2.7

1.3

1.3

1.0
89.3
25.3
13.5
72.6

5.6

5.6

6.2

1.7

0.2
18.6

592.1

2.1
11.3
0.10
0.01
0.01

3637.0
4432.8
15.3
1449.5
353.5

0.8

0.4

0.4

0.2
459

9.6

4.5
45.7

2.7

2.0

2.1

1.1

0.1
15.8

239.4

1.9
81.7
0.08
0.04
0.01

4805.2
7290.5
19.1
960.7
783.3

23

1.1

1.1

0.9
63.8
19.5
11.0
46.3

4.1

4.5

5.0

1.1

0.2

9.9

459.5

2.7
85.7
0.12
0.04
0.02

9200.9
12200.1
39.6
2566.1
1191.5

3.1

1.6

1.5

1.1

114.7
31.1
16.1
99.0

7.2

6.7

7.5

23

0.3
27.3

724.7

2.0
87.0
0.06
0.04
0.02

8304.0
9821.0
29.0
1201.0
855.0

2.6

1.2

1.3

1.1
78.0
23.0
14.0
59.5

5.0

6.1

5.7

1.4

0.2
13.0

576.0

1.0
80.0
0.03
0.03
0.01

3416.0
6603.0
11.0
727.0
707.0

2.1

1.1

1.1

0.9
54.0
18.0
11.0
43.0

4.0

4.7

4.7

1.3

0.2

6.0

402.0

3.0
91.0
0.13
0.05
0.02

9116.0
13351.0
42.0
2294.0
1365.0

32

1.5

1.6

1.2

109.0
30.0
16.0
91.0

7.0

6.7

7.3

1.6

0.3
23.0

739.0

92.41
13.65
99.11
34.78
60.95
51.93
45.49
52.12
82.20
35.80
28.57
33.26
26.88
19.90
51.44
37.91
33.61
62.91
48.46
36.00
34.29
62.27
24.97
84.83
40.44

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Tabla 2.6: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “datos de individuos de R.

arenarum de la tesis”.

N Media SD IC 95% Mediana QI Q3 CvV
ICC 214 0.107 0.018 0.104 0.109 0.105 0.096 0.12  17.28
ICG 208 0.028 0.007 0.027 0.029 0.028 0.023 0.03 23.52
IHS 120 0.016 0.022 0.012 0.020 0.009 0.004 0.02 137.82
IGS 207 0.007 0.012 0.005 0.008 0.002  0.002 0.00 177.62
Hto (%) 199 335 72 325 34.5 33.0  29.0 39.0 21.54
RGR (GR/L) 203 0.57 024 054 0.60 052 042 0.68 41.23
Hb (g/dL) 135 7.63 209 727 799 7.65 6.13 9.10 27.44
VCM (fL) 199 663.79 262.91 627.04 700.55 627.45 479.04 790.12 39.61
HCM (pg) 124 13495 50.21 126.02 143.87 136.00 98.00 166.50 37.21
CHCM (g/dL) 122 24.06 5.56 23.07 25.06 23.67 2098  27.17 23.10
Neu (%) 196 5.6 4.9 4.9 6.3 4.0 2.0 8.0 86.77
Eos (%) 199 6.2 5.6 54 7.0 5.0 3.0 8.0 90.26
Bas (%) 199 2.8 3.9 23 34 1.0 0.0 4.0 137.78
Mon (%) 198 1.6 2.2 1.3 1.9 1.0 0.0 2.0 136.42
Lin (%) 198 83.3 7.9 82.2 84.5 85.0 79.0 89.0  9.51
N:L 195 0.07  0.07 0.06  0.08 0.05 0.02 0.09 96.51
RTGB (GB/1000 GR) 198  0.02  0.01 0.02 0.03 0.02  0.02 0.03 35.59
RTT (T/1000 GR) 198  0.01 0.00  0.01 0.01 0.01 0.01 0.01 49.85
LDH (U/L) 74 4379.8 24204 3819.1 4940.6 4368.5 2728.0 5850.0 55.26
CPK (U/L) 76 7392.8 4236.7 6424.7 8360.9  7336.5 3422.0 10990.0 57.31
TGP (U/L) 75 553 65.5 40.3 70.4 19.0 11.0 94.0 118.43
TGO (U/L) 73 1351.8 786.0 11684 15352 1222.0 832.0 1752.0 58.14
FA (U/L) 74 2033 130.6 173.1 233.6 172.5 1200  252.0 64.22
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PT (g/dL)
Alb (g/dL)
Glob (g/dL)
A/G

COL (mg/dL)
TGC (mg/dL)
HDL (mg/dL)
LDL (mg/dL)
VLDL (mg/dL)
Ca (mg/dL)

P (mg/dL)
Mg (mg/dL)
Creat (U/L)
Ur (mg/dL)
Ami (U/L)

76
76
76
76
75
75
76
75
73
76
72
76
75
76

3.7
23
1.4
1.7
63.8
525
19.0
35.6
9.8
8.2
3.8
2.1
0.3
78.2

0.9
0.5
0.5
0.4
24.8
57.9
8.0
19.4
11.0
2.6
1.5
0.9
0.1
36.2

3.5
2.2
1.3
1.6
58.1
39.2
17.1
31.1
7.2
7.6
34
1.9
0.3
70.0

3.9
2.4
1.5
1.8
69.5
65.9
20.8
40.0
12.4
8.8
4.1
2.4
0.3
86.5

76 6352.8 3714.1 5504.1 7201.5

3.6
23
1.3
1.7
60.0
26.0
17.0
33.0
5.0
8.8
3.6
2.0
0.3
74.5

3.1
2.0
1.1
1.5
44.0
18.0
13.0
20.0
4.0
6.1
2.8
1.5
0.2
47.0

5974.5 3540.5

43
2.6
1.7
2.0
82.0
59.0
25.5
48.0
10.0
9.9
4.4
2.5
0.3
102.5
8426.5

24.86
23.11
35.58
25.84
38.85
110.25
42.30
54.53
112.32
31.86
38.69
42.48
38.83
46.25
58.46

* expresados en pmoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Tabla 2.7: Estadistica descriptiva correspondiente al agrupamiento “datos de individuos de R.
arenarum de los sitios de referencia”.

N Media SD IC 95% Mediana Q1 Q3 cv
ICC 48 0.116 0018 0.110 012 0113 0.105 0.2 1547
ICG 43 0.033 0007 0.031  0.04 0033 0028 004  19.77
HS 29 0.021 0019 0014 003 0013 0008 003  89.96
IGS 430012 0021 0.006 002  0.003 0.002 000 170.68
Hto (%) 46 3472 651 3278 36.65 3375 30.00 40.50  18.76
RGR (GR/L) 48 071 030 063 080 060 050 087  42.65
Hb (g/dL) 34 823 184 759 887 841 685  9.10 2235
VCM (fL) 46 5512 2146 4875 6149 5223 3846 709.1  38.93
HCM (pg) 34 120.62 48.52 103.69 137.55 12600 7550 144.00  40.22
CHCM (g/dL) 34 2410 397 2271 2548 2343 2107 2752  16.46
Neu (%) 40 698 514 534 862 536 3.00 1000  73.61
Eos (%) 42 672 464 528 817 600 400 800  69.08
Bas (%) 42 210 28 122 298 100 0.00 370 134.04
Mon (%) 42 179 291 088  2.69 100 0.00 200 162.88
Lin (%) 42 8149 802 78.99 8399  81.00 77.50  87.00 9.85
N:L 40 0.090 0073 0.066 0.1 0071 0.034  0.12  81.84
RTGB (GB/1000 GR) 42 0.023 0.010 0.020  0.03  0.021 0017 003 4433
RTT (T/1000 GR) 42 0.008 0.005 0.007  0.01  0.007 0.005 001 5802
LDH (U/L) 11 2509.5 1839.9 12734 37455 1738.0 1018.0 47260  73.32
CPK (U/L) 13 32147 20635 1967.7 4461.7 3336.0 15740 42190  64.19
TGP (U/L) 12 89.6 69.6 453 1338 885 220 1390 7772
TGO (U/L) 12 1217.1 838.1 684.6 1749.6 9135 7965 18620  68.86
FA (U/L) 13 1075 596 714 1435 1190 470 1480  55.46
PT (g/dL) 13 37 13 29 45 39 25 47 3557
Alb (g/dL) 13 24 09 19 2.9 26 17 3.0 36.54
Glob (g/dL) 13 13 05 10 1.6 13 1.0 17 3743
A/G 13 19 05 L5 2.2 18 16 22 29.01
COL (mg/dL) 12 744 234 595 893 80.5 545  90.0  31.47
TGC (mg/dL) 13 1131 870 605 1656 660 420 167.0  76.93
HDL (mg/dL) 13 159 62 122 197 160 110 170 3892
LDL (mg/dL) 12 374 224 232 517 380 175 540  59.99
VLDL (mg/dL) 13 225 174 119  33.0 130 80 330 77.64
Ca (mg/dL) 13 68 30 50 8.6 64 44 8.1 4375
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P (mg/dL) 12 3.8 1.6 2.8 4.8 3.5 2.9 4.2 41.81

Mg (mg/dL) 13 21 11 14 2.7 18 14 23 5162
Creat (U/L) 12 03 02 02 0.4 03 02 03  60.81
Ur (mg/dL) 13 609 390 373 845 450 330  73.0  64.03
Ami (U/L) 13 84212 5001.0 5399.1 114432 8356.0 5836.0 127960  59.39

* expresados en pmoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Enfoque tedrico

Al considerar los valores de coeficiente de variacion de los agrupamientos “todos”
y “datos de la bibliografia”, se puede observar que existen varios parametros que
muestran una gran variabilidad. Los valores de los coeficientes de variacion toman
valores entre 24,9 y 490,55 para el agrupamiento “todos”, y entre 12,06 y 353,88 para el
agrupamiento “datos de la bibliografia”. Al separar los datos segin su CV, se puede
observar que de los 47 parametros evaluados en el agrupamiento “todos”, 17 (36,1%)
presentaron un CV>100; 15 (31,9%) un CV entre 50y 100; y 15 (31,9%) un CV<50. Por
otro lado, al considerar el agrupamiento “datos de la bibliografia”, de los 39 parametros
evaluados, 8 (20,5%) presentaron un CV>100; 14 (35,8%) presentaron un CV entre 50 y
100; y 17 (43,5%) de ellos presentaron un CV<50 (tabla 2.8 y figura 2.1).

Enfoque practico

En cuanto a la informacion obtenida a partir de la presente tesis, se obtuvieron
datos de un total de 268 individuos de L. luctator y 214 individuos de R. arenarum, siendo
123 individuos de L. luctator y 48 individuos de R. arenarum provenientes de sitios de
referencia. Los pardmetros plasmaticos fueron evaluados solamente un afio para L.
luctator y dos afos para R. arenarum por lo que la cantidad de datos para estos
biomarcadores es mucho menor al total de individuos colectados de cada especie (n=29
para L. luctator y n=76 para R. arenarum). Los pardmetros bioquimicos no fueron
medidos en R, arenarum ni en los individuos de L. luctator colectados durante el afio

2019.

Al considerar los valores de coeficiente de variacion correspondientes a los
agrupamientos de L. luctator 'y R. arenarum de la tesis y de los individuos provenientes
de sitios de referencia se pudo observar que para ambas especies la cantidad de
parametros que muestran una gran variabilidad (CV>100%) es menor que la cantidad
existente para los agrupamientos “todos” y “datos de la bibliografia” (tabla 2.8 y figura

2.1). Los valores de los coeficientes de variacion tomaron valores entre 16,45 y 159,78

78



para “datos de individuos de L. luctator de la tesis”, y entre 13,65 y 151,82 para “datos

de individuos de L. luctator provenientes de los sitios de referencia”.

Por otro lado, para “datos de individuos de R. arenarum de la tesis” los
coeficientes de variacion tomaron valores entre 9,51 y 177,61 y para “datos de individuos
de R. arenarum provenientes de los sitios de referencia” tomaron valores entre 9,84 y
170,67.

Tal como se puede observar en la Tabla 2.8 y en la Figura 2.1, al considerar las
categorias de CV>100; CV entre 50 y 100; CV<50, de los 47 parametros evaluados en el
agrupamiento “datos de individuos de L. luctator de la tesis”, 6 (12,7%) presentaron un
CV>100; 14 (29,7%) presentaron un CV entre 50 y 100; y 27 (57,4%) presentaron un
CV<50. Con respecto al agrupamiento “datos de individuos de L. luctator provenientes
de los sitios de referencia”, 4 (8,5%) presentaron un CV>100; 17 (36,1%) presentaron un
CV entre 50 y 100; y 26 (55,3%) presentaron (55%) un CV<50.

Por otro lado, al considerar el agrupamiento “datos de individuos de R. arenarum
de la tesis” de los 38 parametros evaluados, 7 (18,4%) presentaron un CV>100; 9 (23,6%)
presentaron un CV entre 50 y 100; y 22 (57,8%) de ellos presentaron un CV<50. Con
respecto al agrupamiento “datos de individuos de R. arenarum provenientes de los sitios
de referencia” de los 38 parametros evaluados, 3 (7,8%) presentaron un CV>100; 17

(44,7%) presentaron un CV entre 50 y 100; y 18 (47,3%) de ellos presentaron un CV<50.

Tabla 2.8: Cantidad de parametros clinicos que presentan CV>100; 50<CV<100 y CV<50.

Agrupamiento n parametros  CV > 100 50<CV<100 CV <50
Todos 47 36,1% (17) 31,9% (15) 31,9% (15)
Bibliografia 39 16.3% (8)  35,8% (14) 43,5% (17)
L. luctator tesis 47 12,7% (6)  29,7% (14) 57,4% (27)
L. luctator referencia 47 8,5% (4) 36,1% (17) 55,3% (26)
R. arenarum tesis 38 18,4% (7)  23,6% (9) 57,8% (22)
R. arenarum referencia 38 7,8% (3) 44.7% (17) 47,3% (18)
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Todos Bibliografia L. luctatortesis L. luctatorreferencia

BCV>=100% m50%<CV100% mCV=50%

Todos Bibliografia R. arenarum tesis R. arenarum referencia

BCV>=100% ®50%<CV100% ®BCV<50%

Figura 2.1: Porcentaje de parametros pertenecientes a las categorias CV>100%, 50%>CV>100%
y CV<50% para los diferentes agrupamientos.

En la figura 2.1, se puede observar que a medida que el agrupamiento es mas
especifico existen menor cantidad de pardmetros con CV mayor a 100%. La mayor
disminucién se nota entre el agrupamiento “todos” y el agrupamiento “L. luctator o R.
arenarum de la tesis”, donde se produce un cambio de 16 parametros para el
agrupamiento todos a 6 pardmetros para L. [uctator de la tesis y 7 pardmetros para R.
arenarum de la tesis. Ademas, entre L. [uctator'y R. arenarum de la tesis y dichas especies
de los sitios de referencias también existe una reduccion en el nimero de pardmetros con

CV mayor a 100, siendo en estos ultimos de 4 y 3, respectivamente.

Al evaluar el comportamiento de la variabilidad de cada parametro a partir de los

graficos Line plot, para L. luctator se determin6 que 20 de los 47 parametros evaluados
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se mantienen en la misma categoria (estables) en todos los agrupamientos. Con CV menor
a 50%: ICC, IHS, Hto, Hb, HCM, Lin, PT, Alb, Glob, A/G, Ca. Con CV entre 50 y 100%:
RTT, TGO, Urea. Y con CV mayor a 100%: ICG, IGS, Eos, Bas, Mon, N:L.

Entre los parametros que pasan de categoria mayor a menor (disminuye el CV) a
medida que cambian los agrupamientos, se encuentran: RGR, VCM, CHCM, GST (H),
CAT (H), AChE (H), Neu, RTGB, LDH, CPK, TGP, TGC, HDL, LDL, P, Creat y Ami.
Por otro lado, el CV del pardmetro COL, es menor en los datos de la bibliografia y L.
luctator de la tesis, pero mayor en el agrupamiento “todos” y “L. luctator de sitio de
referencia”. Y el CV del pardmetro Mg, es menor en los agrupamientos “todos” y
“bibliografia” que en los agrupamientos “L. luctator de la tesis” y “L. luctator de sitio de

referencia”.

Al evaluar el comportamiento de cada parametro para R. arenarum, se determino
que 15 de los 38 parametros evaluados, se mantienen en la misma categoria (estables) en
todos los agrupamientos. Con CV menor a 50%: ICC, IHS, Hto, Hb, HCM, PT, Alb,
Glob, A/G, Ca. Con CV entre 50 y 100%: CPK, TGO y Ami. Y con CV mayor a 100%:
IGS y Bas.

Entre los pardmetros que pasan de categoria mayor a menor (disminuye el CV) a
medida que cambian los agrupamientos se encuentran: ICG, RGR, VCM, MCHC, Neu,
Lin, N:L, RTGB, RTT, LDH, COL, HDL, LDL y P. Por otro lado, los CVs de los
parametros Mon y Mg aumentaron al ir cambiando de agrupamiento, siendo mayor en R.
arenarum. Para el pardmetro Eos, se observa que en el agrupamiento R. arenarum tesis
el CV es menor que en el resto de los agrupamientos. Para los parametros TGP y TGC se
observa que en los agrupamientos bibliografia y R. arenarum de referencia son menores
que en los otros dos agrupamientos. Mientras que los parametros Urea y Creat presentan
un menor CV en el agrupamiento R. arenarum tesis y bibliografia, respectivamente. Al
comparar las dos especies, de los 38 parametros compartidos, 22 de ellos presentaron el
mismo comportamiento, ya sea manteniéndose estables, disminuyendo o variando su CV

a medida que cambian los agrupamientos.

Al evaluar la diferencia en la magnitud de la variacion de cada parametro clinico
mediante la resta de los coeficientes de variacion de cada parametro entre los
agrupamientos “todos” y L. luctator provenientes de los sitios de referencia, y “todos” y
R. arenarum provenientes de los sitios de referencia (calculos no mostrados), pudimos

observar que el agrupamiento de L. [uctator provenientes de los sitios de referencia
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produjo una reduccion en la variabilidad de todos los parametros clinicos evaluados con
respecto al agrupamiento “todos”, menos de ocho de ellos: Hb, GST (rifion), CAT (rifién),
GST (musculo), AChE (musculo), Eos, Ca 'y Mg, siendo Eos y Mg los pardmetros que
mostraron una mayor diferencia (mayor a 20 puntos), mientras que Hb, GST (rifién), CAT
(rifion), GST (musculo), AChE (musculo) y Ca presentaron una diferencia menor a 10
puntos. Por otro lado, el agrupamiento de R. arenarum provenientes de los sitios de
referencia produjo una reduccién en la variabilidad de todos los parametros clinicos con
respecto al agrupamiento “todos”, menos de cinco de ellos: Mon, PT, Alb, Ca y Mg,
siendo Mon el pardmetro que presenté una mayor diferencia (27 puntos), mientras que

PT, Alb, Ca 'y Mg presentaron una diferencia entre 3 y 12 puntos.

En las figuras 2.2, 2.3, 2.4, 2.5 y 2.6 se muestran los intervalos de referencia
graficados como box plot para cada parametro evaluado en los agrupamientos
“bibliografia”, “L. luctator de la tesis”, “L. luctator provenientes de los sitios de
referencia”, “R. arenarum de la tesis” y “R. arenarum provenientes de los sitios de

referencia”.

82



0125 0.036

o
=
_Q 0.120 Y
E"J ae gj 0.032
E 0.110 I_—jnlz:l \J
5] ; [=3NNY
B . =] 5 g o=
g =]
’6‘ 0.100 g
] o 0.026
1o ==
g T oo
S oo =
N
o
= Doz 2 oz
== 3 Ea==
2 g 0.020
g 0.080
= oo 0.018
DB T IIR RaT RaR DB T LR RaT RaR
018 0.055
—~ 0 _ 0.050
é’t’ Bh, on4s
B 012 =
~ @ 0.040
S o 2
S om 9 oo
© =
E’ oos g 0.030
=] 1
2, ope @ pozs
5 2
B om & om
S 5 oo
= 015
002 ]
3 = L 1 8 e |—:_AI_'—|
= _ === b=l
g e w3 0005
002 0.000
DB T LIR RaT RaR DB T LIR RaT RaR
23 0.95
= @
[3}
8 =]
™ pgs
—~ &
T = om
g =
=) £
[ ¥ w
% _; 0.70
= =0
3w L pes
oo
e L
= g
O 055 @
3]
L
6 [T
DB LT LIR RaT RaR DB LT LIR RaT RaR
50 750
5 —
T00
~ BB \.tl
= =
= S =
3 3
« B2 = e
=l :
o & g .
= 5 -
=, T8 2
8 76 a 500
3 =
T 8 450
72 ﬁ
- a0
=
i T @
IO 350
X =3
&8 = : : . " 100
DB LT LIR RaT RaR DB LT - LR RaT RaR
0 Media

[] Media + Desvia estandar
T Media + Intervalo de confianza 95%

Figura 2.2: Box plot con los intervalos de referencia. DB: datos de la bibliografia. L/ T: datos de

L. luctator de la tesis. LI R: datos de L. luctator de sitios de referencia. Ra T: datos de R. arenarum
de la tesis. Ra R: datos de R. arenarum de sitios de referencia.
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Figura 2.3: Box plot con los intervalos de referencia. DB: datos de la bibliografia. L/ T: datos de
L. luctator de la tesis. LI R: datos de L. luctator de sitios de referencia. Ra T: datos de R. arenarum
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de la tesis. Ra R: datos de R. arenarum de sitios de referencia.

Se puede observar que 19 de los pardmetros evaluados tanto en L. luctator como
en R. arenarum provenientes de los sitios de referencia presentan intervalos de referencia
diferentes a los que presenta el agrupamiento “bibliografia”. Ademads, sumado a esos 19
parametros, L. luctator y R. arenarum presentan 8 y 5 parametros mas que no coinciden
con los intervalos de referencia de la bibliografia, respectivamente. Por otro lado, ambos

presentan 3 parametros que coinciden en una parte de los intervalos de confianza, y
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sumado a esos 3 pardmetros, L. luctator y R. arenarum presentan uno y cuatro parametros
que coinciden en parte con los intervalos de confianza de los datos de la bibliografia,
respectivamente. Por ultimo, solamente dos pardmetros coincidieron totalmente en los
intervalos de referencia de L. luctator o R. arenarum con los valores de la bibliografia
(TGP y LDL) mientras que hubo coincidencia entre la bibliografia y R. arenarum para
Eos y Mg y entre la bibliografia y L. luctator para RTT, Alb, P y Ami.

Al comparar los graficos box plot de L. luctator y R. arenarum provenientes de
los sitios de referencia, se puede observar que, de los 38 parametros en ambas especies,
21 no coinciden en los intervalos de referencia.

La calificacion de los pardmetros realizada teniendo en cuenta: 1-la probabilidad
de cometer errores en la medicion, 2-la dificultad (baja, media, alta) del método, 3-el
costo del método (bajo, medio, alto), 4-si requiere sacrificar al animal (si/no), 5-la
variabilidad en los agrupamientos propuestos, se resume en la tabla 2.9. Los parametros
estan ordenados teniendo en cuenta principalmente la variabilidad, la probabilidad de
comer un error en el momento de realizar la toma de muestra y posterior medicion, y si
se requiere sacrificar al animal para realizar su medicion. En el anexo 2 se presenta una
descripcion detallada de estos criterios para cada pardmetro clinico evaluado bajo el titulo
“Estudio de la variabilidad. Ventajas y desventajas del uso de los parametros clinicos

propuestos”.

Tabla 2.9: Calificacion y ranking de parametros clinicos segln diferentes criterios.

Parametro Error Dificultad Costo Sacrificio Variabilidad
Indice de condicion corporal (ICC) bajo baja bajo no 1
Hematocrito (Hto) bajo baja medio no 1
Hemoglobina (Hb) bajo media medio no 1
Indice hepatosomaétco (IHS) bajo baja bajo si 1
Recuento total de eritrocitos (RGR) medio media medio no 1
Volumen corpuscular medio (VCM) medio media medio no 1
Hemoglobina corpuscular media (HCM) medio media medio no 1
Fosfatasa alcalina (FA) medio baja medio no 1
Proteinas totales (PT) medio baja medio no 1
Albtumina (Alb) medio baja medio no 1
Globulina (Glob) medio baja medio no 1
Albumina/Globulina (A/G) medio baja medio no 1
Calcio (Ca) medio baja medio no 1
Fosforo (P) medio baja medio no 1
Creatinina (Creat) medio baja medio no 1
Recuento total de globulos blancos (RTGB) alto media medio no 1
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Concentracion de hemoglobina corpuscular

media (CHCM) bajo media medio no lo2
Acetilcolinesterasa en plasma (AChE pl) medio media medio no 102
Glutation S-transferasa en plasma (GST pl) medio media medio no lo2
Creatina fosfocinasa (CPK) medio baja medio no lo2
Colesterol total (COL) medio baja medio no lo2
Lipoproteinas de alta densidad (HDL) medio baja medio no lo2
Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) medio baja medio no lo2
Magnesio (Mg) medio baja medio no lo2
Amilasa (Ami) medio baja medio no lo2
Glutation S-transferasa en higado (GST H) alto media medio si lo2
Catalasa en higado (CAT H) alto media medio si lo2
Acetilcolinesterasa en higado (AChE H) alto media medio si lo2
Glutation S-transferasa en rifion (GST R) alto media medio si lo2
Catalasa en rindén (CAT R) alto media medio si lo2
Glutation S-transferasa en musculo (GST M) alto media medio si 1o2
Acetilcolinesterasa en mtisculo (AChE M) alto media medio si 102
Lactato deshidrogenasa (LDH) medio baja medio no 2
Alanina aminotransferasa (TGP) medio baja medio no 2
Aspartato aminotransferasa (TGO) medio baja medio no 2
Lipoproteinas de baja densidad (LDL) medio baja medio no 2
Urea (Ur) medio baja medio no 2
Neutrofilos/100 leucocitos (Neu) alto media medio no 2
Recuento total de trombocitos (RTT) alto media medio no 2
Linfocitos/100 leucocitos (Lin) alto media medio no 1o3
Eosinéfilos/100 leucocitos (Eos) alto media medio no 203
Monocitos/100 leucocitos (Mon) alto media medio no 203
Indice de cuerpos grasos (ICG) bajo baja bajo si 3
Indice gonadosomatico (IGS) bajo baja bajo si 3
Baso6filos/100 leucocitos (Bas) alto media medio no 3
indice neutréfilos/linfocitos (N:L) alto media medio no 3
Triglicéridos (TGC) medio baja medio no 123

En la columna correspondiente a variabilidad, el 1, 2 y 3 indican si el coeficiente de variacion en
los agrupamientos es menor al 50%, entre 50 y 100%, o mayor a 100%, respectivamente.

A partir de la tabla 2.9 podemos determinar que 32 de los 47 parametros clinicos
evaluados, presentan una mayor precision en su medicion, presentando coeficientes de
variacion de categoria 1 o 2 (menor a 50%, y entre 50 y 100%). De esos 32 pardmetros,
a excepcion de las mediciones de la actividad enzimatica, todos presentaron probabilidad
entre baja y media de cometer error en la obtencion de muestras y posterior medicion,
entre baja y media. Cabe destacar que, para la mayoria de los parametros clinicos

evaluados en la presente tesis, no se requiere el sacrificio del animal.
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Influencia del sexo de los individuos sobre la variabilidad

De los 133 individuos de L. luctator colectados en sitios de referencia, 59
correspondieron a individuos machos y 74 a individuos hembras. Los parametros
plasmaticos fueron evaluados solamente un afio por lo que la cantidad de datos para estos
biomarcadores es mucho menor al total de individuos colectados (n=5 para machos y
n=10 para hembras). En la tabla 2.10 se presentan los valores de coeficiente de variacion
correspondientes a los agrupamientos “todos”, “machos” y “hembras” de L. luctator. Se
observo que los coeficientes de variacion presentan valores entre 16,45 y 159,78 para el

agrupamiento “todos”; entre 13 y 131,71 para el agrupamiento “machos” y entre 15,23 y

135,04 para el agrupamiento “hembras”.

Tabla 2.10: Coeficientes de variacion para los agrupamientos “todos”, “machos” y “hembras”
correspondientes a L. luctator de sitios de referencia.

Parametro Todos Machos Hembras
ICC 16.4520 17.1548 15.2350
ICG 31.0067 32.1727 29.8013
IHS 117.1446 101.8748 135.0423
IGS 159.7841 83.4084 91.8488
Hto (%) 27.8892  27.2087 26.2850
RGR (GR/L) 36.3547 36.6846 35.0749
Hb (g/dL) 37.4043 41.0793 31.8022
VCM (fL) 37.1100 33.1968 40.7695
HCM (pg) 32.6852 33.0074 32.4327
CHCM (g/dL) 40.2524 42.7303  37.8004
GST higado* 52.1606 50.8276  52.8057
CAT higado* 43,3280 40.7465 44.3186
AChE higado* 38.9359 39.5783  38.3812
GST rindn* 46.4913 45.5809 47.5690
CAT riiién* 67.7965 62.9420 73.2930
GST musculo* 60.4742  60.1905 61.0473
AChE musculo* 68.6249  69.3240 67.6225
AChE plasma* 44,9534 42.5201 47.8122
GST plasma* 94.3479 91.6058 97.7034
Neu (%) 92.0057 87.0620 95.2424
Eos (%) 115.3495 109.2271 119.3341
Bas (%) 133.4091 131.7177 133.3545
Mon (%) 101.2784  99.9964 102.2582
Lin (%) 18.7654 17.1300 20.3549
N:L 112.3963 96.5710 121.5766
RTGB (GB/1000 GR)  31.8159 31.4379 31.9603
RTT (T/1000 GR) 63.1553  66.6646 59.8154
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LDH (U/L) 58.1768 58.5121  53.0532

CPK (U/L) 432301  50.7418  34.2709
TGP (U/L) 62.6997 68.3403  52.0671
TGO (U/L) 88.1601  61.3051  85.0036
FA (U/L) 30.1049 25.4816  36.5040
PT (g/dL) 36.9263  44.2330  26.6780
Alb (g/dL) 36.5608 41.1608  31.6432
Glob (g/dL) 403712 48.6392  26.3911
A/G 17.5077 13.0051 21.7317
COL (mg/dL) 43.1484 369840  50.0407
TGC (mg/dL) 42.9684 48.2863  39.1996
HDL (mg/dL) 36.3300 37.4526  35.8386
LDL (mg/dL) 524810 39.9608 64.1457
VLDL (mg/dL) 53.0071 49.3484  54.9216
Ca (mg/dL) 28.6157 22.8808  35.0546
P (mg/dL) 36.7976  48.5184  24.3109
Mg (mg/dL) 62.1485 39.3531  69.8052
Creat (U/L) 25.5489 27.2597 24.2891
Ur (mg/dL) 73.8599  63.4669  87.9943
Ami (U/L) 48.8715 57.1595  40.0814

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

Al evaluar la diferencia en la magnitud de la variacion de cada parametro clinico
mediante la resta de los coeficientes de variacion de cada parametro entre los
agrupamientos “todos” y “machos”; y “todos” y “hembras”, pudimos observar que
solamente para 3 de los 47 parametros clinicos evaluados, se produjo una reduccion en
variabilidad tanto para machos como para hembras al realizar los agrupamientos (IGS,
Hto y TGO).

De los 48 individuos de R. arenarum colectados de los sitios de referencia, 34
corresponden a individuos machos y 14 a individuos hembras. Esto, sumado a que en la
mayoria de los sitios se colectaron solamente individuos machos, nos llevé a tomar la
decision de abordar el estudio de la presente tesis solamente con individuos machos de R.

arenarum.

2.3.2 Obtencion de valores de referencia para L. luctator y R. arenarum

Considerando que la variabilidad en los agrupamientos correspondientes a L.
luctator y R. arenarum es menor que en los otros agrupamientos para la mayoria de los
parametros, y que, sumado a esto, los valores de referencia para la mayoria de los

parametros evaluados no coinciden con los valores de referencia de los datos provenientes
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de la bibliografia, e incluso existen diferencias entre los valores para ambas especies, en
la tabla 2.11 y tabla 2.12 se presentan los intervalos de referencia de cada pardmetro
evaluado para adultos macho y hembra de L. luctator colectados en los sitios de
referencia entre los meses de octubre y noviembre, en estado pre-reproductivo, y para
machos de R. arenarum colectados en el mes de septiembre en periodo reproductivo
(canto nupcial), respectivamente, los cuales serdn utilizados a lo largo de la tesis para
clasificar a los individuos como afectados o normales para cada parametro y asi evaluar
el estado de salud de los individuos provenientes de los diferentes sitios afectados por las
actividades antropicas mencionadas en el capitulo 1. Los mismos fueron calculados como
intervalo de confianza 95% (media = 2 desvios estdndar) si presentaban distribucion
gaussiana, o mediante el uso de percentiles como limites (percentil 2,5 para limite inferior

y percentil 97,5 para limite superior) en los casos de no presentar distribucion gaussiana.

Tabla 2.11: Intervalos de referencia de los parametros evaluados para machos y hembras de L.
luctator provenientes de sitios de referencia.

Parametro clinico L. luctator
Indice de condicion corporal (ICC) 0.11 - 0.114
Indice hepatosomatco (IHS) 0.02 - 0.023
Indice de cuerpos grasos (ICG) 0 - 0.005
Indice gonadosomatico (IGS) 0 - 0.043
Hematocrito (%) 23 - 32
Recuento total de eritrocitos (GR/L) 0.6 - 1.03
Hemoglobina (g/dL) 5.86 - 9.069
Volumen corpuscular medio (fL) 286 - 428.6
Hemoglobina corpuscular media (pg) 69.4 - 107
Concentracion de hemoglobina corpuscular media (g/dL) 25.9 - 29.02
GST higado* 485 - 9.19
CAT higado* 958 - 1629
AChE higado* 13.3 - 15.56
GST rinén* 1.67 - 2.49
CAT rifion* 216 - 4349
GST musculo* 0.02 - 0.05
AChE musculo* 331 - 9.85
AChE plasma* 5.14 - 9.97
GST plasma* 0.01 - 0.019
Neutrofilos (%) 3 - 11
Eosinofilos (%) 0 - 2
Basofilos (%) 0 - 4
Monocitos (%) 1 - 3
Linfocitos (%) 80 - 91
Neutrofilos/Linfocitos 0.03 - 0.133
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Recuento total de globulos blancos (GB/1000 GR)
Recuento total de trombocitos (T/1000 GR)
Lactato deshidrogenasa (U/L)

Creatina fosfocinasa (U/L)

Alanina aminotransferasa (U/L)

Aspartato aminotransferasa (U/L)
Fosfatasa alcalina (U/L)

Proteinas totales (g/dL)

Albumina (g/dL)

Globulina (g/dL)

Albumina/Globulina

Colesterol total (mg/dL)

Triglicéridos (mg/dL)

Lipoproteinas de alta densidad (mg/dL)
Lipoproteinas de baja densidad (mg/dL)
Lipoproteina de muy baja densidad (mg/dL)
Calcio (mg/dL)

Fosforo (mg/dL)

Magnesio (mg/dL)

Creatinina (U/L)

Urea (mg/dL)

Amilasa (U/L)

0.03
0.01
4805
7290
11
727
707
2.25
1.09
1.14
0.9
54
19.5
11
43
4
4.7
5
1.3
0.19
6
459

0.05
0.021
9201
12200
42
2294
1365
3.1
1.58
1.54
1.12
109
31.11
16.05
91

7

6.7
7.46
1.6
0.26
23
725

* expresados en pmoL/min/mg proteinas. GR: glébulos rojos, GB: globulos blancos; T:

trombocitos.

Tabla 2.12: Intervalos de referencia de los parametros evaluados para R. arenarum provenientes

de sitios de referencia
Parametro clinico

R. arenarum

Indice de condicion corporal (ICC)
Indice hepatosomatco (IHS)

Indice de cuerpos grasos (ICG)

Indice gonadosomatico (IGS)
Hematocrito (%)

Recuento total de eritrocitos (GR/L)
Hemoglobina (g/dL)

Volumen corpuscular medio (fL)
Hemoglobina corpuscular media (pg)
Concentracion de hemoglobina corpuscular media (g/dL)
Neutrofilos (%)

Eosinofilos (%)

Basofilos (%)

Monocitos (%)

Linfocitos (%)
Neutroéfilos/Linfocitos

0.111
0.031
0.01
0.002
34
0.46
7.985

529.22 -

116.5
23.12

0.033

S O W

0.12
0.04
0.04
0.003
39
0.76
9.29
682.92
155.3
26.51
10
9
4
2
85
0.12
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Recuento total de globulos blancos (GB/1000 GR) 0.02 - 0.03

Recuento total de trombocitos (T/1000 GR) 0.005 - 0.01
Lactato deshidrogenasa (U/L) 1012 - 5033
Creatina fosfocinasa (U/L) 1896 - 4662
Alanina aminotransferasa (U/L) 64 - 175
Aspartato aminotransferasa (U/L) 733 - 2225
Fosfatasa alcalina (U/L) 88 - 171
Proteinas totales (g/dL) 3.26 - 5.16
Albumina (g/dL) 2.6 - 3.2
Globulina (g/dL) 1.14 - 1.83
Albimina/Globulina 1.48 - 2.18
Colesterol total (mg/dL) 47 - 82
Triglicéridos (mg/dL) 37 - 172
Lipoproteinas de alta densidad (mg/dL) 10.12 - 18.54
Lipoproteinas de baja densidad (mg/dL) 10 - 47
Lipoproteina de muy baja densidad (mg/dL) 7 - 34
Calcio (mg/dL) 4.1 - 7
Fosforo (mg/dL) 2.02 - 5.28
Magnesio (mg/dL) 1.1 - 2.9
Creatinina (U/L) 0.24 - 0.35
Urea (mg/dL) 29 - 56
Amilasa (U/L) 3354 - 12056

* expresados en umoL/min/mg proteinas. GR: globulos rojos, GB: globulos blancos; T: trombocitos.

2.4 DISCUSION Y CONCLUSIONES

La interpretacion de datos utilizando un intervalo de referencia inadecuando puede
llevar a realizar diagnostico erréneo del estado de salud de los individuos. A menos que
un intervalo de referencia sea representativo de los individuos a analizar, y para su
determinacion se utilicen procedimientos preanaliticos similares y métodos analiticos
comparables, no es apropiado como referencia de diagnostico para la toma de decisiones
clinicas (Friedrichs y col., 2012). En este capitulo se presentaron intervalos de referencia
para los agrupamientos correspondientes a 1-todos los datos (bibliografia, base de datos
del grupo de trabajo y datos de la tesis), 2- datos provenientes de la bibliografia (datos de
la bibliografia y los datos obtenidos de la base de datos del grupo de trabajo), 3- datos de
individuos de L. luctator de la tesis, 4-datos de individuos de L. luctator provenientes de
los sitios de referencia, 5- datos de individuos de R. arenarum de la tesis, y 6- datos de
individuos de R. arenarum provenientes de los sitios de referencia. Ademas, se evaluo la
influencia del sexo de los individuos en la variabilidad de los datos. A partir de la

informacion generada se puede observar que, tal como lo esperdabamos, los intervalos de
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referencia difieren para cada agrupamiento, incluso existen diferencias entre los
intervalos de referencia correspondientes a los individuos de L. luctator y R. arenarum
provenientes de los sitios de referencia calculados para la presente tesis. Al interpretar los
resultados obtenidos de la influencia del sexo de los individuos sobre la variabilidad de
los datos, observamos que para L. luctactor, solamente hubo una disminucion de la
variabilidad en tres pardmetros (IGS, Hto y TGO), lo que nos llevé a generar el intervalo
de referencia para L. luctator utilizando datos de todos los individuos. Aqui, nosotros
generamos un intervalo de referencia para individuos de la misma especie, provenientes
de sitios de referencia, aparentemente sanos, que habitan una misma zona geografica, en
el mismo estado reproductivo, y colectados en la misma época del afio. Ademas, mediante
un andlisis de la variabilidad de datos realizado con los diferentes agrupamientos pudimos
demostrar que, si bien la variabilidad de los datos es elevada para todos los
agrupamientos, evidentemente disminuye el CV (aumenta la precision) al utilizar el
agrupamiento de individuos de la misma especie provenientes de sitio de referencia para
generar el intervalo de referencia, a diferencia de lo que sucede si utilizamos todas las
especies de anuros. Esto nos permite demostrar que aumenta la precision de la medicion
(disminuye la variabilidad), siendo esta una caracteristica buscada al momento de generar
intervalos de referencias, ya que nos indica la capacidad de dar el mismo resultado en
mediciones diferentes.

Por lo antes dicho, podemos concluir que la mediciéon de parametros en
agrupamientos especificos disminuye la variabilidad de los datos, permitiendo
generar intervalos de referencia mas acotados, lo que permitira mejorar la precision
al momento de realizar diagndsticos sobre el estado de salud de los individuos.

Al observar las publicaciones correspondientes a las especies estudiadas en la
presente tesis, pudimos observar que para R. arenarum existen mas trabajos que publican
informacion sobre los parametros clinicos aqui evaluados en adultos (Chiesa y col., 2003;
Rosemberg y col., 2003; Arrieta y col., 2004; Chiesa y col., 2006; Cabagna y col., 2005;
Lajmanovich y col., 2008, Giil y Tok, 2009, Cabagna, 2012) que para L. luctator (Brodeur
y col., 2011; Cabagna, 2012; Damonte, 2019). Esto puede ser debido a que R. arenarum
presenta una amplia distribucion en el territorio argentino, y habita una gran variedad de
ambientes. Sin embargo, remarca la importancia de generar informacidon en otras
especies.

Como se menciond en la introduccion, se destaca la importancia de realizar

estudios integrales para el estudio del estado de salud de los individuos, ya que la salud
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es un atributo que se aplica principalmente a los individuos como sistemas integrados y
complejos. En esta tesis, se evaliian entre 27 y 47 parametros para determinar el estado
de salud de los individuos, por lo que surgen preguntas como: ;jcudndo consideramos a
un individuo enfermo? ;cuantos parametros afectados debe tener para considerarlo
enfermo? ;es lo mismo la suma de cualquier parametro afectado? ;hay parametros mas
informativos que otros? ;existen variaciones de ciertos parametros asociadas a ciertas
alteraciones ambientales? Queda claro que el abordaje del estudio de la salud es un tema
complejo, y que la integracion de resultados obtenidos a partir de estudios a diferentes
niveles (interdependientes), permitira una mejor interpretacion y comprension de los
resultados (Triquet y col., 2013). Esta discusion de como abordar el estudio del estado
de salud sera un tema recurrente a lo largo de la tesis, e intentaremos brindar herramientas
para que al finalizar la misma, podamos responder estas preguntas y construir una
herramienta para evaluar el estado de salud de los individuos.

La calificacion de los parametros evaluados permitio distinguir grupos de
parametros que resultan mas convenientes y confeccionar una lista de parametros
recomendados para su utilizacion en el diagnéstico del estado de salud. Teniendo en
cuenta la calificacion y ranking de los parametros clinicos segiin diferentes criterios,
podemos distinguir a ICC, Hto, RGR, Hb, VCM, HCM, CHCM, FA, PT, Alb, Glob,
A/G, Ca, P, Creat, RTGB, AChE y GST en plasma, CPK, COL, HDL, VLDL, Mg,
Ami como los parametros que presentaron una baja variabilidad, no requieren el
sacrificio del individuo, presentan un error de medicion bajo-medio, dificultad baja

y un costo bajo-medio.
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CAPITULO 3: DESARROLLO DE HERRAMIENTA
PARA EVALUACION DEL ESTADO DE SALUD DE
ANUROS PROVENIENTES DE SITIOS
ALTERADOS POR  LAS ACTIVIDADES
ANTROPICAS

3.1 INTRODUCCION

3.1.1 Estudios ecotoxicologicos en campo

Desde principios del siglo XIX hasta la actualidad se han registrado alrededor de
183 millones de sustancias organicas e inorganicas (CAS, 2021), por lo que la evaluacion
de los efectos bioldgicos que estas pueden tener sobre los ecosistemas, y la poblacion
humana plantea un desafio dificil. Como ya se menciono en la introduccion de la tesis,
las sustancias ingresan a los ecosistemas mediante fuentes puntuales, mediante lixiviacion
o escorrentia desde zonas de aplicacion de plaguicidas, aguas residuales urbanas o
industriales y mediante deposicion atmosférica, y segun sus propiedades fisicoquimicas
y las caracteristicas del ambiente, interactiian con los diferentes compartimientos (aire,
suelo, agua, biota) (Vitousek y col., 1997; Linder y Grillitsch 2000; Hill, 2010). Entre las
herramientas utilizadas para evaluar la presencia de contaminantes en el ambiente se
encuentran los analisis quimicos del agua y el suelo, los cuales son una medicion directa
de la concentracién de contaminantes que presenta un ambiente (Manahan, 2007). Sin
embargo, esto no alcanza para predecir el impacto que los componentes que ingresan a
los ecosistemas tendran sobre la biota, ya que los efectos que estos provoquen dependeran
no s6lo de su concentracion, solubilidad, toxicidad, sino también de la biodisponibilidad,
duracion de la exposicion y sensibilidad de los organismos expuestos (Rand y col., 1995).
Existen diferentes maneras de evaluar los efectos que las sustancias pueden causar en los
organismos (Sparling, 2010; Kokkali y van Delft, 2014; Newman, 2014). Se pueden
medir efectos letales y subletales, a corto (agudo) o largo (cronico) plazo, a partir de
exposiciones a una o mas sustancias en bioensayos de laboratorio o en bioensayos in-situ,
o0 a través de mediciones de caracteristicas en individuos colectados del sitio que se desea
estudiar. Generalmente, la utilizacion de pruebas de laboratorio para medir la toxicidad
de los compuestos sobre los organismos se limita a un namero reducido de compuestos a

utilizar (uno o mezclas de unos pocos) y no tienen en cuenta otros factores estresantes
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(fisicos, quimicos y/o bioldgicos) a los que los organismos se encuentran expuestos en su
habitat natural. Ademas, la exposicion continua a muestras de agua colectadas en el
ambiente o una concentracion constante de compuestos individuales no refleja los
escenarios de exposicion intermitente que cominmente sucede en entornos naturales por
lo que no es posible replicar la complejidad del ambiente en un ensayo de laboratorio
(Boone y James, 2005). Si bien la evaluacion de los compuestos mediante bioensayos
controlados de laboratorio resulta de gran interés al momento de estudiar la toxicidad y
el modo de accion de los compuestos, y comprender los efectos que estos generan en
diferentes especies, etapas de vida y en diferentes dosis, los entornos de campo son mas
complejos y dindmicos, e incluyen tanto las interacciones de los individuos con los
contaminantes a lo largo de su vida (exposiciones agudas, cronicas e intermitentes) como
la influencia de factores intrinsecos y extrinsecos (de origen natural o antrépico). Por lo
tanto, evaluar efectos en individuos colectados a campo o expuestos in situ resulta mas
representativo de la problematica ambiental particular, y le da un mayor realismo
ecoldgico al estudio (Bridges y Semlitsch, 2005; Sparling y col., 2010; Connon y col.,
2012).

3.1.2 Anfibios como bioindicadores-biomonitores

La ecotoxicologia propone el uso de bioindicadores, biomonitores y
biomarcadores como herramientas Utiles para detectar, cuantificar y monitorear el
impacto de factores externos en los ecosistemas (Newman, 2014). A partir del estudio de
los cambios producidos en los organismos evaluados, se pueden realizar inferencias sobre
procesos, actuales o de la historia reciente, ocurridos en el ambiente estudiado (Newman
y Clements, 2008). Como se mencion6 en la introduccion general, los anfibios son
considerados bioindicadores por presentar ciertas caracteristicas bioecologicas que los
hacen sensibles a los cambios en el ambiente (Stebbin y Cohen, 1995). El hecho de
presentar un ciclo bifasico, con huevo y larva generalmente en medio acuatico y adultos
generalmente terrestres con dependencia del agua, genera que los individuos interactuen
con diferentes factores de estrés a lo largo de gran parte de su ciclo y que lleguen a estadio
adulto atravesando todas las etapas sensibles de su ciclo a partir de exposicion a través de
numerosas vias (absorciéon por membrana del huevo; por piel, branquias y alimento en
estadio larval, y por piel y alimento en estadio juvenil-adulto) (McDiarmid y Altig, 1999).
Por otro lado, se asume que los efectos evaluados en individuos adultos provenientes del

campo son producto de la exposicion en un escenario real, que incluye tanto las
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interacciones de los individuos con los contaminantes a lo largo de gran parte de su ciclo,
como la influencia de factores intrinsecos y extrinsecos (de origen natural o antropico),
lo que resulta representativo de la problematica ambiental particular, y por lo tanto le da
un mayor realismo ecoldgico al estudio (Bridges y Semlitsch, 2005). Los factores de
estrés afectan a los anfibios a nivel molecular, fisiologico, individual, poblacional y
comunidad (Blaustein y col., 2012), por lo que resulta relevante identificar y determinar
la influencia y magnitud de los efectos producidos por las amenazas sobre las poblaciones
de anfibios a partir de la obtencidon de datos de campo para evaluar el estado de salud de
una poblacion mediante técnicas de biomonitoreo y uso de biomarcadores (Egea-Serrano

y col., 2012).

3.1.3 Uso de biomarcadores en anuros adultos provenientes del campo

Uno de los principales objetivos de la Ecotoxicologia es comprender como los
factores de estrés afectan la supervivencia de los individuos y asi desarrollar medidas
adecuadas para prevenir los resultados adversos que estos ocasionan. Generalmente, las
concentraciones de los compuestos que existen en el ambiente no suelen provocar efectos
letales en los individuos expuestos, sino que provocan efectos subletales, los cuales, de
todas maneras, pueden provocar grandes impactos en las poblaciones (Connon y col.,
2012). Es por eso que se plantea la necesidad de detectar efectos a niveles de organizacion
inferiores en los organismos expuestos a diferentes factores de estrés antes de que resulte
en danos perjudiciales en niveles de organizacion superiores (Newman, 2014).

Los tipos de respuestas bioldgicas se pueden medir desde niveles molecular y
bioquimico, hasta niveles de poblacion, comunidad, y presentan diferentes grados de
relevancia ecologica y toxicologica, y también gradientes en el tiempo de respuesta (corto

o largo plazo) (figura 3.1).
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Figura 3.1: Niveles de respuesta bioldgica. Se muestran gradientes de tiempo de
respuesta, y gradientes de relevancia toxicologica y ecoldgica. Tomado de Adams y col., (1989).

Como ya se menciond anteriormente un biomarcador es una herramienta para
evaluar la exposicion o efecto de un factor de estrés. Los biomarcadores pueden indicar
que hay suficiente toxico biodisponible (o un factor de estrés presente durante el tiempo
suficiente) para provocar una respuesta o efecto (van der Oost y col., 2003). La evaluacion
de los cambios en la fisiologia de los mecanismos involucrados en el metabolismo,
detoxificacion y excrecion de xenobioticos y la proteccion inmunoldgica, proporciona
informacion importante sobre cémo los organismos responden al contacto con los
xenobidticos, y como estos afectan el estado de salud de los individuos, y, por lo tanto,
pueden ser considerados biomarcadores (Zhelev y col., 2020). En anfibios, la lista de
parametros de respuestas bioldgicas que puede evaluarse como posibles biomarcadores,
es extensa y dependerd principalmente del objetivo de estudio (Sparling y col. 2010). En
la presente tesis utilizaremos los términos biomarcadores, parametros clinicos y

parametros para referirnos a los biomarcadores evaluados.

Biomarcadores a nivel individuo:

Entre los biomarcadores mas utilizados en biomonitoreos de anfibios adultos se
encuentran los parametros morfologicos como los indices de condicion corporal, indices
somaticos, y la frecuencia de anormalidades morfoldgicas. El estudio de estos
biomarcadores es importante ya que una alteracion en €stos tiene una gran incidencia en

la supervivencia de los individuos al alterar el fitness y comprometer diversas funciones
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(Lannoo 2008, Egea-Serrano y col. 2012). Ademas, a pesar de no ser especificos, son
facilmente medibles y calculables, con un bajo costo.

El indice de condicion corporal es utilizado para estimar el estado fisioldgico de
un organismo. Es un método de estimacion no cruento de la cantidad de reserva energética
que posee un individuo y esta relacionado con la salud, el vigor y el estado fisico (fitness)
(Stevenson y Woods 2006; Wilder y col., 2016; Brodeur y col., 2020). Un indice de
condicién corporal elevado indica que el individuo presenta mayores reservas energéticas
disponibles para el crecimiento, mantenimiento y reproduccion, probablemente una
mayor resistencia al ayuno y a las enfermedades y una mayor probabilidad de
supervivencia que aquellos individuos con un bajo indice de condicion corporal (Schulte-
Hostedde y col., 2005; Gomez-Hoyos y Gonzalez-Maya, 2014). Se utilizan varios
métodos para su célculo, todos basados en la relacion entre la masa corporal y las medidas
de longitud (Fulton, 1904; Schulte-Hostedde y col. ,2005; Peig y Green, 2009).

Los indices somaticos relacionan el peso de un determinado 6rgano con el tamafo
corporal de los individuos. Entre los indices somaticos utilizados se encuentran el indice
hepatosomatico (IHS), gonadosomatico (IGS) y de cuerpos grasos (ICG) que relacionan
el peso del higado, gonadas y cuerpos grasos con el peso de los individuos,
respectivamente. Estos indices brindan informacion sobre la funciéon de los 6rganos, la
dinamica energética, y el estado reproductivo y/o nutricional de los individuos (Martin
Diaz y col., 2005; Chaves y col., 2017; Brodeur y col., 2020). La informacioén provista
por este indice puede ser utilizada para identificar la exposicion a sustancias
hepatotdxicas y/o enfermedades hepaticas (Schlenk y col., 2008). El higado es un érgano
detoxificador, por lo que un aumento en su tamaio puede significar una adaptacion
relacionada con un aumento en la metabolizacion de un contaminante (van der Oost y
col., 2003; Thammachoti, 2012). Sin embargo, existen estudios que sustentan la
disminucién del IHS en organismos expuestos a ciertos contaminantes (van der Oost y
col., 2003), e incluso en organismos con agotamiento de reservas (Goede y Barton; 1990).
El indice gonadosomatico, nos brinda informacion sobre el estado reproductivo de los
individuos. En anfibios, hay que tener en cuenta que varia estacionalmente. En época
reproductiva se produce un aumento del peso de las gonadas debido a la maduracion
gonadal, mientras que luego del desove, el peso de las gonadas disminuye (Htun-Han,
1978). El indice de cuerpos grasos es otro indicador de la cantidad de reserva energética
de un individuo, y un aumento en este puede tener relacion con la actividad reproductiva

que demanda mucha energia (Quiroga y Sanabria, 2012).
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Por ultimo, las anormalidades morfologicas generalmente se producen por
alteraciones en las primeras etapas de desarrollo de los anfibios (embrion, larva), con
efectos en la vida adulta de los individuos, por lo que han sido muy utilizadas para evaluar
influencia de diferentes actividades antropicas en diferentes etapas del desarrollo
(embrion, larva y adultos). Su presencia resulta relevante ya que es evidencia directa de
un dafo, y, dependiendo de su gravedad, influird negativamente en el desarrollo y
comportamiento de los individuos (Sparling y col., 2010).

Entre las investigaciones que evaltian efectos de contaminantes empleando estos
parametros a nivel individual se encuentran Porter y Janz (2003), Stolyar y col. (2008),
Agostini y col. (2010), Brodeur y col. (2011), Agostini y col. (2013), Jelodar y Fazli
(2013), Zhelev y col. (2015), Guerra y Ardoz (2016), Peluso y col. (2020).

Biomarcadores a nivel sanguineo:

La sangre es el fluido corporal que transporta nutrientes y gases respiratorios a las
células de los tejidos y transporta los productos de desecho de las células a los 6rganos
excretores para su eliminacion. Estd compuesta por una parte liquida, el plasma, y una
solida que incluye eritrocitos, leucocitos y plaquetas (Arikan y Cigek, 2010).

La evaluacion de los cambios producidos en estos niveles en individuos expuestos
a los factores estresantes, brindan informacion valiosa sobre su estado de salud, y el hecho
de no tener que sacrificar a los organismos para la toma de muestras resulta de gran
importancia a la hora de realizar monitoreos ambientales, favoreciendo la incorporacion
de estos parametros en la evaluacion de especies en peligro de extincion, y en programas
de muestreo-remuestreo (Davis y col., 2008; Zhelev y col., 2015; Forzan y col., 2017).

El hematocrito, recuento de globulos rojos y la concentracion de hemoglobina
proporcionan informacioén sobre los eritrocitos y nos indican principalmente si un
individuo esta anémico (valores por debajo de lo normal) o presenta policitemia (valores
por encima de lo normal). El hematocrito, generalmente expresado en porcentaje,
constituye la fraccion de sangre ocupada por los globulos rojos, sin incluir los leucocitos
ni los trombocitos (Lassen y Weiser, 2004). El recuento de globulos rojos representa la
cantidad de globulos rojos por unidad de volumen de sangre (Allender y col., 2008). La
hemoglobina constituye uno de los componentes mas importantes de los glébulos rojos
ya que presenta capacidad de fijar en forma reversible el oxigeno, y realizar su transporte

para la oxigenacion de los tejidos (Thrall, 2012). La concentracion de hemoglobina

102



representa la cantidad de hemoglobina en un volumen determinado de sangre y se expresa
como gramo por decilitro (g/dl) o gramo por litro (g/1).

A partir de estos tres parametros, se pueden calcular tres indices eritrocitarios, y
el cambio en los valores de estos indices brindan informacion sobre el estado anémico de
los individuos (Harrison y col., 2016). El volumen corpuscular medio (VCM) se calcula
a partir de Hto y RGR, es una medida del tamafio de los eritrocitos y representa el volumen
de un solo eritrocito. A partir de este parametro se define el tamafio de los eritrocitos
como normocitos (normales), macrocitos (grandes), y microcitos (pequefios). La
hemoglobina corpuscular media (HCM) se calcula a partir de RGR y Hb e indica la
concentracion promedio de hemoglobina en cada eritrocito. Por ultimo, la concentracion
media de hemoglobina corpuscular (CHCM), se calcula a partir de Hto y Hb y
representa una medida de la concentracion de Hb en un volumen dado de eritrocitos (no
en volumen de sangre completa) y define los conceptos de hipocromia (baja),
normocromia (normal) e hipercromia (alta) (Allender y col., 2008).

Entre las investigaciones que aportan informacion sobre los efectos que causa la
exposicion a los contaminantes empleando biomarcadores sanguineos se encuentran
Cabagnay col., (2005), Chiesay col., (2006), Ilizaliturri-Hernandez y col., (2013), Zhelev
y col., (2013), Carvalho y col., (2017), Zhelev y col., (2018).

Biomarcadores a nivel inmunoldgico

El sistema inmune es un mecanismo desarrollado por los seres vivos para proteger
a los organismos de agentes infecciosos como las bacterias, virus, hongos, parasitos y de
otros efectos nocivos causados por estresores quimicos y fisicos (Calder, 2007). Su
funcion principal es combatir estos agentes extrafios y mantener la integridad de los
tejidos. Esta formado por un conjunto de organos, tejidos, células y moléculas, que
elaboran una respuesta rapida y coordinada para diferenciar lo no propio de lo propio y
eliminarlo (respuesta inmune) (Calder, 2007). El sistema inmune es muy sensible a la
exposicion a factores estresantes ya que es uno de los primeros sistemas que se moviliza
y responde frente a las amenazas, por lo que la utilizacion de ciertos pardmetros
involucrados en la respuesta inmune resulta de gran interés para evaluar el estado de salud
de los organismos expuestos a diferentes factores de estrés (van der Oost y col., 2003;
Davis y col., 2008).

Los globulos blancos son parte importante del sistema inmune, se originan en la

médula d6sea y bazo, y llevan a cabo tareas de deteccion de agentes patdgenos y su
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eliminacion mediante fagocitosis o mediante induccion de produccién de anticuerpos
(Song y col., 2000). La interpretacion de las concentraciones de gldébulos blancos en
sangre proporciona informacion sobre los procesos fisiologicos o enfermedades que
pueden estar ocurriendo en los organismos, y permite dar indicios del proceso patologico
que esta ocurriendo, brindando informacion importante para la realizaciéon de un
diagnéstico (Thrall, 2012).

Los parametros de la respuesta inmune estudiados en la presente tesis incluyen el
recuento total de leucocitos y trombocitos, el recuento diferencia de leucocitos
(neutroéfilos, eosinofilos, basofilos, linfocitos y monocitos) y el indice N:L que relaciona
neutrofilos y linfocitos.

El recuento total de leucocitos comprende el niumero total de leucocitos de
cualquier tipo sobre cierta unidad. El recuento diferencial de glébulos blancos
proporciona informacion sobre la cantidad relativa de los diferentes tipos de leucocitos
(neutrofilos, basofilos, eosinofilos, linfocitos, monocitos), por lo que el aumento o
disminucion de alguno de ellos puede estar asociado a enfermedades o procesos como
inflamaciones e infecciones (Campuzano Maya, 2007). El indice N:L, es un indicador de
estrés en los individuos ya que esta relacionado con la presencia de glucocorticoides en
plasma (Davis y col., 2008). Por ultimo, el recuento total de trombocitos comprende el
numero total de trombocitos sobre cierta unidad. Los trombocitos juegan un papel activo
en la formacion del trombo, coagulacion sanguinea y cicatrizacion de heridas (Allender
& Fry, 2008). Ademas, se ha estudiado que tienen la habilidad de fagocitar material
extrafo y son capaces de llevar oxigeno si una condicion anémica extrema asi lo exige
(Galvez Martinez, 2009).

Entre las investigaciones que evallian efectos de contaminantes empleando estos
parametros a nivel inmunologico se encuentran Barni y col. (2007), Zhelev (2007), Davis
y col. (2008), Attademo y col. (2014), Zhelev y col. (2015), Shutler y Marcogliese (2011),
Salinas y col. (2015), Medina y col. (2016), Zhelev y col. (2020).

Biomarcadores a nivel bioquimico

Segiin Newman (2014), todos los efectos toxicos comienzan con el toxico
interactuando con las biomoléculas, con la consecuente cascada a través de los niveles
superiores (subcelular, celular, tejido, 6rgano, individuo, poblacién, etc), por lo que los

parametros a nivel bioquimico han sido ampliamente estudiados con el objetivo de
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proporcionar informacion para explicar la causa de los efectos observados en los niveles
superiores.

En la presente tesis se evaluan parametros bioquimicos como la actividad de las
enzimas glutation-S-transferasa (GST), catalasa (CAT) y de la acetilcolinesterasa
(AChE). La GST pertenece a una super-familia multigénica de enzimas multifuncionales
(Van der Oost y col., 2003). Es una de las enzimas que provee proteccion celular contra
los efectos toxicos de los compuestos enddgenos y exogenos a partir del proceso de
biotransformacion. La biotransformacion es un proceso que se divide en dos subsistemas:
fase I y fase II. En la fase I, participa el sistema de monoxigenasa dependiente del
citocromo P450, que oxida a los xenobidticos lipofilicos, produciendo metabolitos
electrofilicos. En el sistema de fase II, la GST es una de las enzimas que cataliza el ataque
nucleofilico del glutatiéon reducido a sustratos electrofilicos (xenobidticos y otros),
convirtiéndolos en un compuesto polar y disminuyendo asi su reactividad con las
macromoléculas celulares y facilitando ademas su excrecion por via biliar o renal (Hayes
& Pulford, 1995; van der Oost y col., 2003; Pesce, 2008). La actividad de GST se puede
inducir o inhibir segln la intensidad y duracion del estrés aplicado (Ballesteros y col.,
2009). Su induccién implica la activacion de los sistemas de detoxificacion en presencia
de una sustancia toxica. Mientras que la inhibicién de su actividad podria ser explicada
por la competencia por los sitios activos de la enzima de los metabolitos generados en la
fase I de biotransformacion con los sustratos de GST (Egaas y col., 1999) o por una
disminucion en la sintesis de proteinas a nivel molecular (Gallangher y Sheehy, 2000).

Catalasa (CAT) es una enzima que se encuentra presente en todos los 6rganos,
pero en mayor concentracion en el higado, y su localizacion en la célula son los
peroxisomas (Halliwell y Gutteridge, 2007). Participa en la detoxificacion de especies
reactivas del oxigeno (ERO), siendo parte del sistema de defensa antioxidante de los
organismos aerobios para resistir el estrés oxidativo causado por exceso de radicales
libres como radical superoxido (O27), radical hidroxilo (OHe), y por el perdxido de
hidrogeno (H202). Un radical libre es cualquier especie quimica que posee uno o mas
electrones desapareados lo que los hace altamente reactivos, pudiendo reaccionar
indiscriminadamente con constituyentes celulares como las membranas lipidicas,
proteinas, y ADN (Newman y Unger, 2003; Halliwell y Gutteridge, 2007). El estrés
oxidativo se produce cuando existe un desequilibrio entre la produccion de radicales
libres y la defensa antioxidante del cuerpo y se produce dafio oxidativo a las proteinas,

lipidos y ADN, lo que trae como consecuencia citotoxicidad, genotoxicidad e incluso
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carcinogénesis cuando las células dafiadas (mutadas) pueden proliferar. La funcion
antioxidante de la enzima catalasa consiste en degradar al perdxido de hidrégeno (un
precursor de radicales libres) en agua y oxigeno, los cuales son inofensivos para el
organismo. Entre los factores que causan estrés oxidativo se encuentran la presencia de
xenobioticos y la activacion del sistema inmunoldgico en respuesta a los
microorganismos invasores (inflamacion) (Abdollahi y col., 2004; Francois Gagne,
2014).

El higado y los rifiones suelen ser Organos diana para los contaminantes
ambientales debido a su funcioén detoxificante y su participacion en la homeostasis, por
lo que la evaluacion de la actividad enzimatica en dichos 6rganos brindara informacion
valiosa en el estudio de los procesos que ocurren en individuos expuestos a contaminantes
ambientales (Marques y col. 2009).

La enzima acetilcolinesterasa se encuentra en el sistema nervioso, en la hendidura
sinaptica, y juega un papel importante en la sinapsis colinérgica y placas musculares ya
que cataliza la hidroélisis de la acetilcolina (Reigart y col., 1999). La acetilcolina es un
neurotransmisor liberado por la neurona presinaptica para unirse a un receptor de la
neurona postsinaptica o en la placa muscular, para transmitir un impulso, y luego se
hidroliza a colina y 4cido acético. Una inhibicion de esta enzima genera una acumulacion
de acetilcolina en la hendidura sinaptica, alterando el normal funcionamiento del sistema
nervioso (Lionetto y col., 2013). Muchos insecticidas (organofosforados, carbamatos)
fueron disefiados para la inhibicion de la actividad de esta enzima, provocando la
acumulacion de acetilcolina en la hendidura sindptica, con la posterior muerte de los
organismos blanco.

Entre las investigaciones que evaluan efectos de contaminantes empleando estos
parametros a nivel bioquimico se encuentran Brodeur y col. (2011), Lascano y col.
(2011), Ferrari y col. (2011), Attademo y col. (2014), Mardirosian y col. (2015);
Mardirosian y col. (2017), Barreto y col. (2020).

Biomarcadores a nivel genético

Se define a la genotoxicidad como el dafio producido por un agente fisico o
quimico sobre el material genético alterando su estructura normal (Newman, 2014). Entre
los biomarcadores a nivel genético mas utilizados se encuentra la presencia de

micronucleos y las anormalidades nucleares los cuales son indicadores indirectos de
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dafio cromosdmico que demuestra un defecto en la capacidad de la célula para dividirse
correctamente (Newman 2014). Estos biomarcadores han sido ampliamente utilizados
debido a que es un proceso sencillo, de bajo costo, puede realizarse en cualquier tejido
que se divida y permite evaluar de manera simultdnea la inestabilidad cromosomica, el
estatus mitotico y la viabilidad celular en una misma célula (Fenech 2007). Existen
nuemerosas investigaciones que evaluan efectos de contaminantes empleando estos
parametros a nivel genético, como por ejemplo Lajmanovich y col. (2005), Vera Candioti

y col. (2010), Ruiz de Arcaute y col. (2014), Pérez-Iglesias y col. (2014).

Biomarcadores a nivel plasmaticos

(Estos biomarcadores seran evaluados en el proximo capitulo)

3.1.4 Integracion de biomarcadores de diferentes niveles

Segun la teoria presentada anteriormente, se puede decir que la exposicion de los
organismos a factores estresantes puede interferir en diferentes procesos que ocurren a
diferentes niveles, por lo que el uso y la interpretacion de los parametros aqui
mencionados resultan utiles para aplicar en estrategias de biomonitoreo y evaluacion de
sitios afectados por diferentes factores (contaminacidn, transformacion del habitat, etc)
(van der Oost y col., 2003). El estudio de los biomarcadores a niveles inferiores
(bioquimico, por ejemplo) puede proporcionar informacion sobre efectos potencialmente
nocivos sobre los individuos (Moore y col.,, 2006), pero su estudio de manera
independiente tiene ciertas limitaciones al momento de realizar inferencias sobre niveles
de mayor relevancia ecologica (poblaciones y comunidades) (Cairns, 1996; Francois
Gagne, 2014). Es por esto que la realizacion de estudios integrales constituye una buena
herramienta para establecer vinculos causales entre los diferentes niveles de organizacion
y asi demostrar la relevancia ecologica que presentan las respuestas observadas a niveles
inferiores (Clements, 2000).

La utilizacion de una bateria de biomarcadores de diversos campos de
investigacion y su estudio en un marco integrado es muy prometedora para avanzar en la
comprension de los efectos ambientales en la salud animal (Warne y col., 2015). Se han
identificado numerosos biomarcadores para evaluar los procesos que ocurren en los
organismos a diferentes niveles (procesos endocrinos, inmunes, nutricionales,
metabolicos, conductuales), los cuales son componentes interdependientes de las redes
fisiologicas, por lo que una vez mads, es necesario un enfoque integrador para

contextualizar e interpretar la relevancia de cualquier perfil de biomarcadores dado
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(Martin y col., 2011; Cohen y col., 2012; Milot y col., 2014). Los estudios integrales
permiten mejorar la interpretacion de la respuesta observada entre varios biomarcadores
para entender las relaciones que existen entre éstos y los diferentes niveles, lo que llevara
a identificar y cuantificar los efectos de los factores de estrés e inferir de manera relevante
sobre el estado general de los individuos que habitan los sitios de interés, ademas de

permitir contextualizar e interpretar los resultados en un marco tedrico mas amplio

(Forbes y col., 2006; Moore y col., 2013).

3.1.5 Camino al desarrollo de un indice de salud

A medida que aumenta el nivel de complejidad biologica, aumenta la relevancia
ecoldgica del efecto observado, pero disminuye la capacidad de respuesta inmediata, la
detectabilidad (alerta temprana) y la comprension mecanicista del efecto observado. La
evaluacion del estado de salud de los individuos a partir de un enfoque integral resulta
una herramienta valiosa ya que involucra el estudio de biomarcadores a diferentes niveles,
determina relaciones entre los pardmetros y los niveles, establece la contribucion de cada
parametro al estado de salud, y permite contextualizar e interpretar los resultados en un
marco tedrico mas amplio (Thain y col., 2008; Moore y col., 2013). Es asi que a partir de
esta herramienta se han desarrollado indices capaces de detectar y monitorear la salud de
los organismos. Los indices desarrollados se basan en diferentes enfoques, pero todos
integran los datos de las respuestas de biomarcadores desencadenadas por diferentes
factores estresantes, relacionan diferentes biomarcadores y niveles e intentan detectar
efectos a medida que el estrés aumenta (Beliaeff y Burgeot, 2002; Broeg y Lehtonen,
2005; Dagnino y col., 2007). Ademas, tienen en cuenta el significado bioldgico de las
respuestas de los biomarcadores en los organismos estudiados para realizar una
interpretacion correcta de los resultados complejos (Moore y Viarengo 1987, Hyne y
Maher 2003). Por ultimo, la importancia de desarrollar un indice que integre la
informacion radica en que puede proporcionar una sintesis grafica o un Unico valor
numérico que integran las respuestas de los diferentes biomarcadores (generalmente de
interpretaciones complejas que requieren de conocimiento y experiencia en el campo de
investigacion especifico), siendo de gran utilidad en la comunicacion de los resultados a
personas vinculadas con la gestion ambiental y otras partes interesadas en la toma de

decisiones (Leonard 2002, Handy y col., 2003).
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3.1.6 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

Existe una influencia de los diferentes sitios de estudio (sitios de referencia,
industria petroquimica, descargas cloacales y agricultura) sobre los parametros

clinicos evaluados.

Existen parametros clinicos que varian de manera especifica para cada

problematica evaluada.

Existen relaciones entre los parametros clinicos y entre los diferentes niveles

evaluados.

Existe una influencia de los diferentes sitios de estudio (sitios de referencia,
industria petroquimica, descargas cloacales y agricultura) sobre el estado de salud

de los individuos de Leptodactylus luctator que habitan dichos sitios.

Los parametros clinicos permiten detectar diferencias entre las problematicas

evaluadas

Es posible la construccion de un indice de salud a partir de la informacion

obtenida.
Objetivos

1. Evaluar la influencia de los diferentes sitios de estudio (sitios de referencia,
cinturdn florihorticola, industria petroquimica y descargas cloacales) sobre los
parametros clinicos evaluados

2. Evaluar en qué magnitud influyen los sitios estudiados sobre los parametros
clinicos evaluados

3. Evaluar si existen parametros clinicos que varian de manera especifica en cada
sitio, y cuéles

4. Realizar un estudio integral de los parametros clinicos evaluados

5. Detectar si existen relaciones entre los diferentes pardmetros clinicos y entre los

parametros pertenecientes a los diferentes niveles (individuo, sanguineo,
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inmunolégico, bioquimico, plasmatico) y cémo se relacionan bajo la influencia

de los sitios estudiados

Evaluar el estado de salud de individuos provenientes de los diferentes sitios de
estudio (sitios de referencia, cinturén florihorticola, industria petroquimica y

descargas cloacales)

Seleccionar los parametros clinicos que permiten detectar diferencias entre los

sitios estudiados

Construir un indice de salud a partir de la informacion obtenida para ser utilizado
en anuros
Proponer una herramienta a ser utilizada para la evaluacion del estado de salud de

anuros provenientes de sitios afectados para las actividades antropicas
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3.2 MATERIALES Y METODOS

Con el fin de cumplir los objetivos propuestos en el presente capitulo, se siguid el

esquema presentado a continuacion (figura 3.2):

UNIVARIADO MULTIVARIADO
= Comparacion de la Comparacion de
o) 2 respuesta de los respuesta de
o 2 parametros clinicos parametros entre
8 g entre sitios (ANOVA)  sitios (ACP y v-test)
&
: : Especificidad Especificidad (grafico
P o (respuesta asociada a de burbujas)
™) g un solo sitio Tuckey)
e LIl = :
el © 5 Relacion entre
] % g parametros y entre
L o niveles (asociacion)
Leptodactylus . \g 0
luctator sl €32
[ o =) > Ry .
IS S 5 Comparacion de la Comparacion de la
0| N : g condicion del sitio proporcion de
® g 5 (conteo de individuos  individuos afectados
® o = afectados por (AC)
: _E parametro)
=
: ” Comparacion de la Comparaci6n de
P = condicion de los condicion de los
® 3 mdividuos entre sitios mdividuos (ACP)
® _g (conteo de la cantidad
: '3 de parametros
° "'-; afectados por
_— 8 mdividuos)
1 ] = Efectividad de Efectividad de
parametros parametros
Condicion del sitio (conteo de (diferencias en (separacion de sitios-
individuos afectados por parimetro) ANOVA) AD)

Figura 3.2: Esquema de metodologia del capitulo. ACP: analisis de componentes principales. AC:

analisis de contingencia. AD: analisis discriminante. : cinturén florihorticola. " : industria

petroquimica. % sitio de referencia. # descargas cloacales.O: parametros a nivel individuo.
@: parametros a nivel sanguineo. ®: parametros a nivel inmunolégico. @®: parametros a nivel
bioquimico. @: parametros a nivel genético.

3.2.1 Sitios de muestreo y colecta de individuos:

Durante las noches de los meses de octubre-noviembre del afio 2016, se llevaron
a cabo campanas de muestreo en diferentes sitios de estudio, cada uno de ellos situado en
alguna de las problematicas ambientales estudiadas en la presente tesis (cinturon
florihorticola, industria petroquimica, descargas cloacales, y sitios de referencia) (figura
3.3). En los sitios donde se detectd su presencia, se capturaron individuos adultos de
Leptodactylus luctator de manera manual, se colocaron en bolsas de polietileno con agua

del lugar de captura y fueron trasladados al laboratorio, donde al dia siguiente se procedid
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a realizar la toma de muestras. Para la coleccion de individuos se contd con los permisos
correspondientes a Direccion de Flora y Fauna de la Provincia de Buenos Aires (Exp.
22500-41820/17 - Disposicion 73 y Exp. EX-2019-37803203 - Disposicion nimero DI-
2019-101-GDEBA-DFYFMAGP).

CFHIJP1
pci SR1

SITIOS DE ESTUDIO
4@ CFHI (cinturén florihorticola) C‘has‘go’mﬁs
@ DC I (descargas cloacales) A

IP1 (industria petroquimica) DC1
@ SR (sitio de referencia)

Figura 3.3: Mapa de los sitios de muestreo correspondientes a cinturdn florihorticola (CFH1),
descargas cloacales (DC1), industria petroquimica (IP1) y sitio de referencia (SR1).

3.2.2 Obtencion de muestras biologicas y medicion de biomarcadores:

Como parte de la herramienta propuesta, se llevo a cabo un protocolo (el cual sera
presentado y puesto a prueba posteriormente) teniendo en cuenta la bibliografia
consultada al momento de comenzar la tesis (Wright y col., 2001; Allender y col. 2008;
Heatley y col., 2009), aprendiendo y poniendo a punto técnicas de obtencion y
procesamiento de las diferentes muestras requeridas para la posterior medicion de los
diferentes parametros clinicos evaluados.

Los individuos fueron anestesiados individualmente sumergiéndolos en una
solucion de 2 g de metanosulfonato de tricaina (MS 222)/L de agua con 2 g de bicarbonato
de sodio para neutralizar el 4cido del MS 222, durante 15 minutos (Wright y col., 2001;

Lalonde-Robert y col., 2012). Una vez que los individuos fueron anestesiados, se tomaron
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fotografias dorsales y ventrales con referencia de hoja milimetrada, se pesaron con
balanza digital de 0,001 g de precision, y se midieron con calibre digital de 0,01 mm de
precision para determinar la longitud hocico cloaca (LHC); ademés se examinaron en
detalle en busqueda de presencia de parasitos externos, anormalidades morfologicas
externas y caracteres sexuales secundarios, entre otras caracteristicas llamativas. Luego
se procedio a realizar la diseccion de los individuos siguiendo protocolos previamente
publicados (Wright, 2001; Pessier y col., 2003; Campbell, 2015). Se realizé6 un corte
ventral desde la cloaca hasta la region intermandibular, exponiendo la musculatura la cual
fue cortada por la linea media teniendo cuidado de no danar los 6rganos. Se obtuvo sangre
directamente del corazon latiendo mediante capilares heparinizados los que se vaciaron
en un eppendorf heparinizado, y se realizaron frotis para la posterior evaluacion de
parametros sanguineos e inmunologicos. El resto de la sangre obtenida fue centrifugada
durante 5 min para obtencion de plasma, del cual una parte fue conservada en eppendorf
a -80°C para posteriores analisis de pardmetros bioquimicos. Posteriormente se realizé
una prospeccion interna detallada en busqueda de parasitos, anormalidades morfologicas
en los drganos y estructuras internas, y se examinaron las gonadas para el sexado final
del individuo. Finalmente se extrajeron los 6rganos (higado, vesicula biliar, estdbmago,
intestino, gonadas, rifiones, cuerpos grasos), nervios y el paquete muscular del fémur
derecho. El higado, gonadas, y cuerpos grasos se pesaron con balanza de 0,001 gramos
de precision para el calculo de diferentes indices; mientras que las muestras de higado,
rifion y musculo fueron conservadas en eppendorf a -80°C para posteriores analisis de
parametros bioquimicos. De cada érgano ademads se tomo6 una muestra de 0,5 gramos para
analisis histologicos y 0,5 gramos para andlisis de residuos, las cuales fueron guardadas
en eppendorf con solucion de Karnovsky y en bolsa en freezer -80°C, respectivamente.
Si bien el andlisis de estas muestras no entra en el presente trabajo de tesis, este
procedimiento se llevd a cabo para aprovechar la mayor cantidad de muestras y obtener
la maxima informacion de cada individuo procesado. La totalidad de los procedimientos
con animales se realizaron con el aval del Comité institucional para el cuidado y uso de

animales de laboratorio (CICUAL - protocolo numero 023-22-15).

Parametros sanguineos:

Los pardmetros sanguineos evaluados fueron el hematocrito (Hto), el recuento de
globulos rojos (RGR), y la hemoglobina (Hb). Ademas, se calcularon los siguientes

indices sanguineos: el volumen corpuscular medio (VCM), la hemoglobina corpuscular
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media (HCM) y la concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), siguiendo
protocolo descripto por Brodeur y col., (2020). Para el célculo del hematocrito, se
tomaron entre 50 y 80 ul de sangre mediante capilares heparinizados, los cuales fueron
sellados y llevados a la centrifuga de microhematocrito a 15000 rpm durante 5 minutos,

para posterior lectura utilizando tabla para hematocrito (figura 3.4).
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Figura 3.4: Tabla para medir hematocrito.

Para el calculo de RGR, se siguid el método de Natt & Herrick (1952). Se
diluyeron 10 pl de sangre en 2 ml de solucion Natt Herrick’s, de los cuales, se colocaron
10 pl en cdmara de Neubauer para conteo de globulos rojos (GR) en microscopio con
aumento 40x. Se dejo reposar la muestra durante 5 minutos para que sedimenten las
células, y luego se procedio a la observacion y conteo de GR utilizando el cuadrado
central de la camara, que presenta 25 cuadrados. El conteo se realizd en los cuatro
cuadrados de las esquinas y en el cuadrado central (figura 3.5). Cada cuadrado posee un
4rea de 0,04 mm? y la profundidad de la cdmara es de 0,1 mm; por lo tanto, se calculd el
volumen de sangre al que correspondia el nimero de GR contados de la siguiente manera:
0,04 mm?x 0.1 mm x 5 = 0,02 mm?> (0,02 ul). Los datos de RGR se expresaron en n° de
GR/L, por lo que teniendo en cuenta el factor de diluciéon y la transformacion de la unidad

de volumen a litros, se realizé la siguiente cuenta para obtener el valor final:

n° GR/L = (n°® GR contados / 0,02)*200*1000000
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Figura 3.5: Detalle de la camara de Neubauer donde se realiz6 el conteo de gldbulos rojos.

Para determinar la concentracion de Hb, se diluyeron 10 pl de sangre en 2 ml de
solucion de Drabkin. La concentraciéon de hemoglobina fue determinada utilizando el
método de cianmetahemoglobina (Drabkin and Austin, 1935). Previo a la medicion, todas
las muestras se centrifugaron durante 5 min a 5000 rpm para lisar las células y eliminar
los restos celulares y nucleos. Ademas, se prepararon soluciones de 0 a 0,12 g/dL de
hemoglobina a partir de una soluciéon madre de concentracion conocida (standard Wiener
14,5 g/dL) para realizar una curva de calibracion. Se colocaron 300 pl de cada muestra
en la microplaca, y se midieron las absorbancias a 540 nm en lector de microplacas UV-
visible modelo SPECTRO star nano marca BMG. Con los datos de la curva de
calibracion, se grafico la concentracion (y) en funcion de la absorbancia (x), y se obtuvo
la ecuacion de la misma. Finalmente, con el valor de absorbancia de cada muestra, se
calculd la concentracion utilizando la ecuacion de la recta. Para obtener el valor de
concentracion final, se multiplico la concentracion obtenida por 200 (factor de dilucion).

El estudio de hematocrito, recuento de gldébulos rojos y hemoglobina se realizo
por duplicado. A partir de estos datos se calcularon tres indices sanguineos: volumen
corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media y concentracion de hemoglobina

corpuscular media (Ver seccion tratamiento de los datos).

Parametros inmunoldgicos:

Para la evaluaciéon de parametros inmunologicos se siguieron protocolos
descriptos por Brodeur y col., (2020). Se realizaron frotis sanguineos inmediatamente
después de la toma de muestra de sangre, los cuales fueron secados al aire, fijados con
metanol, y tefiidos con solucion Wrigth-Giemsa. Se colocaron 30 gotas de tincion sobre

cada portaobjetos, luego de 1 minuto se colocaron 30 gotas de agua destilada y se dejo
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reposar durante 12-15 minutos. Una vez pasado el tiempo indicado, se enjuagaron con
agua de la canilla para quitar cualquier tipo de residuo, y se dejaron secando al aire para
su posterior analisis bajo microscopio en una capa monocelular a 1000x. Los parametros
evaluados fueron recuento total de globulos blancos (RTGB) y recuento total de
trombocitos (RTT), a partir del conteo de esta células cada 1000 glébulos rojos (Shutler
y Marcogliese, 2011); y el recuento diferencial de globulos blancos (RDGB): neutréfilos
(Neu), eosindfilos (Eos), basofilos (Bas), monocitos (Mon), linfocitos (Lin), para el cual
se contaron 100 células a 1000x en una capa monocelular de un frotis de sangre o hasta
que se alcanzaron 150 campos de vision (Allender y col., 2008; Davis y col., 2009). Los
diferentes tipos de globulos blancos fueron identificados siguiendo a Hadji-Azimi y col.
(1987) y Campbell (2015). En estos frotis también se registrd la presencia de parasitos

sanguineos cada 1000 glébulos rojos.

Parametros bioquimicos:

Se midi6 actividad de las enzimas GST, CAT y AChE en higado, rifiéon, musculo
y plasma siguiendo protocolos descriptos por Brodeur y col (2011, 2020). Se pesaron 0,2
gramos de higado, rifion y musculo de cada individuo, los cuales fueron homogeneizados
en frio en una solucién buffer de 50 mM tris (hidroximetil) aminometano (pH 7.4) con 1
mM de 4cido etilenodiaminetetraacetico (EDTA) y 0.25 M de sucrosa utilizando un
homogeneizador teflon-vidrio tipo Potter-Elvehjem. Los homogeneizados obtenidos
fueron centrifugados durante 5 minutos a 12.500 rpm y 4°C para que precipiten los
residuos solidos. El sobrenadante fue recolectado y almacenado a -80°C hasta la medicion
de la actividad enzimadtica. La determinacion de la actividad de las tres enzimas fue
realizada por duplicado, en microplaca de 96 pocillos, a 25°C utilizando un lector de
microplacas UV-visible modelo SPECTRO star nano marca BMG.

Para la determinacion de la actividad GST se utilizd la siguiente mezcla de
reaccion: 300 pl de tampon fosfato (100 mM, pH 7.0) con glutatién reducido agregado,
10 pl de homogeneizado diluido (1/200 para higado y rifion; 1/2 para musculo y plasma)
y 10 pl de una soluciéon de 1-cloro-2,4 dinitrobenceno (CDNB). El cambio en la
absorbancia se registrd durante 4 minutos por espectrofotometria a 340 nm de longitud
de onda. La actividad enzimatica se obtuvo en términos de cantidad de GS-DNB
conjugado producido por minuto utilizando un coeficiente de extinciéon molar de 9.6 mM~

Pem!, y se expreso por mg de proteinas (pmoL/min/mg proteinas).
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GST
GSH+ CDNB —— GS-DNB conjugado + HCI

Para la determinacion de la actividad CAT se sigui6 la técnica de Baudhin y col.
(1964) para la cual se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: 300 pl de tampon fosfato
(100 mM, pH 7.0), 10 ul de homogeneizado diluido (1/200 para higado, 1/100 para rifidén)
y 10 pl de solucion de H2O: al 5%. El cambio en la absorbancia se registré durante 2 min
por espectrofotometria UV a 240 nm de longitud de onda. La actividad enzimatica se
obtuvo en términos de cantidad de H>O» degradado por minuto utilizando un coeficiente
de extincién molar de 43.6 M cm™!, y se expres6 por mg de proteinas (umoL/min/mg

proteinas).

Catalasa
2H,0, —— H,0 +0,

Para la determinacion de AChE se siguid la técnica de Ellman y col. (1961) para
la cual se utilizo la siguiente mezcla de reaccion: 200 pl de tampoén fosfato (100 mM, pH
8.0), 50 ul de homogeneizado diluido (1/2 para higado y musculo), 10 pl de una solucion
de 2.5 mM de acido 5-5’-dinitrobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB), y 10 ul de una solucion
de 5 mM de acetiltiocolina iodada. El cambio en la absorbancia se registré durante 3 min
por espectrofotometria a 412 nm de longitud. La actividad enzimatica se determiné
indirectamente cuantificando la cantidad de 4cido 5-tio-2-nitrobenzoico producido por
minuto utilizando un coeficiente de extincion molar de 14 150 M! em™!. y se expresé por
mg de proteinas (umoL/min/mg proteinas).

Colinesterasa
Acetiltiocolma + H20 —— tiocolina + acetato

Tiocolina + DTNB ~ ——  4cido 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB)

La concentracion de proteinas fue medida siguiendo el método colorimétrico de
Lowry y col. (1951). Para las determinaciones, se incub6 50 pl del homogeneizado de
tejido (1/50 para higado, 1/20 para rinén; 1/100 para musculo y plasma) con 100 pl de del
reactivo de Lowry, preparado en el momento (96.5% de Na>COs, 2% de CuSOs, 1% de
KNaCsH4064H>0 y 0.5% de NaOH al 1 M). a temperatura ambiente y durante 10

minutos. Luego se agregaron 50 pl de solucion de Folin-Ciocalteau fenol 2N diluido 1/10
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y se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos, para luego ser leido a 700 nm de

longitud de onda.

Parametros genéticos:

A partir de los frotis realizados para la evaluacion de parametros inmunoldgicos,
también se evalud la presencia de microntcleos (MNs) y otras anormalidades nucleares
(ANuc) (nucleo escotado, mellado, lobulado, binucleado, anucleado) cada 1000
eritrocitos siguiendo protocolo original (Fenech 2007) con adaptaciones segiin Pérez

Iglesias y col. (2016).

3.2.3 Tratamiento de los datos:

A partir del peso y la LHC se calcul6 el indice de condiciéon corporal (ICC)= peso
individuo (gr)/LHC (mm)? (Fulton, 1904). El peso del higado, génadas, cuerpos grasos se
utiliz6 para calcular diferentes indices: indice hepatosomatico (IHS)= gr higado/peso (gr)
individuo; indice gonadosomatico (IGS)= gr génada/ peso (gr) individuo e indice de
cuerpos grasos (ICG)= gr cuerpos grasos/ peso (gr) individuo (Brodeur y col., 2011). Con
los datos de Hto, RGR y Hb se calcularon los siguientes indices (Allender y col., 2008):
Volumen corpuscular medio - VCM (fL) = (Hto (L/L) / RGR (10'%células/L);
Hemoglobina corpuscular media - HCM (pg)= [Hb (g/dL)*10] / RGR (10'células/L);
Concentracién de hemoglobina corpuscular media - CHCM (g/dL)= [Hb (g/dL)*100]
/Hto (%).

A partir del conteo de neutrofilos, eosinofilos, basofilos, monocitos, y linfocitos
se calcul6 el porcentaje de cada leucocito (Davis y col., 2009) y a partir del conteo de
neutréfilos y linfocitos se calculo el indice de estrés N:L (Davis y col., 2008).

Ademas, a partir de la comparacion de los valores obtenidos de los parametros
clinicos de cada individuo con los valores de referencia obtenidos en el capitulo 2 (Tabla
2.4), se determind si cada parametro presentaba valores afectados (por fuera del intervalo
de referencia) o valores normales (por dentro del intervalo de referencia). Finalmente
teniendo en cuenta la cantidad de parametros clinicos con valores afectados, y nuestra
percepcion a partir del conocimiento adquirido, se construy6 una nueva variable llamada
condicion del individuo (normal-afectado) para cada individuo proveniente de los
diferentes sitios de estudio, lo que se utilizdo como insumo para la realizacion de analisis

multivariados.
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3.2.4 Analisis estadistico:

Enfoque univariado

Se realizaron andlisis univariados a partir del esquema de la figura 3.6.

NIVEL

INDIVIDUO  SANGUINEO — BIOQUIMICO  INMUNOLOGICO

s Cinturén frutthorticola ETAPA A - ANOVAs

.} Industria petroquimica ,

h ETAPA B - CONDICION DEL SITIO

o Descargas cloacales

S ETAPA C — PARAMETROS AFECTADOS POR INDIVIDUO

Sitio de referencia

Figura 3.6: Esquema seguido para llevar a cabo el analisis univariado.

Con el objetivo de comparar la respuesta de cada parametro clinico medido entre
los individuos provenientes de los diferentes sitios de estudio se realizaron ANOVAs
univariados con los valores obtenidos de cada parametro (Etapa A). Los supuestos se
corroboraron mediante un test Kolmogorov-Smirnov para comprobar la normalidad de
los datos y un test de Barlett para comprobar la homogeneidad de varianza. En los casos
que no se cumplieron los supuestos, se realiz6 un test no paramétrico de Kruskall-Wallis.
Para los parametros clinicos que mostraron diferencias significativas entre los sitios se
realizaron tests de comparaciones multiples a posteriori de Tukey o Dunn
respectivamente, segun correspondiera.

Ademas, con el objetivo de evaluar la condicion del sitio se calculd la proporcion
de individuos con valores afectados en cada sitio para cada parametro (Etapa B). Con el
objetivo de comparar la cantidad de parametros clinicos afectados por individuo que
presentd cada sitio se calculd la cantidad de pardmetros afectados que presentd cada
individuo en total y por nivel (Etapa C). Como se menciond anteriormente, esta
informacion se utilizé para determinar la condicion de cada individuo y esta nueva
variable fue utilizada como insumo para la realizacién de analisis multivariados.

Finalmente, junto con la interpretacion de los resultados se aplicaron los conceptos
de efectividad y especificidad para caracterizar los parametros clinicos evaluados,
considerandose efectivo aquel pardmetro que permitié distinguir entre los individuos

provenientes de los diferentes sitios; y especifico a aquel pardmetro que solamente mostrd
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su respuesta asociada con un sitio en particular. La efectividad fue evaluada en total y por

niveles.

Enfoque multivariado

Con el fin de cumplir los objetivos propuestos en el presente capitulo, se realizaron

varios analisis multivariados exploratorios empleando el siguiente esquema (figura 3.7):

NIVEL
INDIVIDUO SANGUINEO BIOQUIMICO INMUNOLOGICO

S Cinturén frutihorticola
|
T Industria petroquimica AFECTADOS
1

Descargas cloacales
(o] NORMALES
§ Sitio de referencia

DESCRIPTIVA ASOCIACION DISCRIMINANTE

Figura 3.7: Esquema seguido para llevar a cabo el analisis multivariado.

Los resultados obtenidos en las diferentes etapas del esquema (A-D) aportaron
elementos para cumplir los objetivos propuestos en el presente capitulo. La realizacion
de la etapa A brindo informacion para evaluar la magnitud en la que influyen los sitios
estudiados sobre los parametros clinicos evaluados, y evaluar si existen parametros
clinicos que varien de manera especifica en cada sitio. La realizacion de la etapa B brindo
informacion para detectar relaciones entre los diferentes parametros clinicos. La
realizacion de las etapas C y D brindé informacion para evaluar la influencia de los
diferentes sitios de estudio sobre los pardmetros clinicos evaluados y sobre el estado de
salud de los individuos de L. luctator, y evaluar la magnitud en que los sitios influyen
sobre los parametros clinicos. Por ultimo, la realizacion de todas las etapas aportod
elementos para seleccionar los parametros clinicos que permiten detectar diferencias entre
los sitios evaluados, y recomendar parametros clinicos para su incorporacion en un indice
de salud.

A- Se realizo un analisis de estadistica descriptiva para las variables categéricas
(sitio y condicion del individuo) y para las variables cuantitativas (parametros

clinicos), acompanado de graficos de burbujas. Los graficos de burbujas consisten en
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forma de esferas de tamafios proporcionales, que muestran la magnitud de la distancia de
cada variable escalada (-3 negro hasta +5 gris), lo que se utilizé para poder identificar
formas graficas distinguibles (patrones), que permitan conocer la variabilidad de
respuesta de cada parametro en los sitios de estudio y en los niveles.

B- Se realiz6 un analisis de asociacion presentando matrices de correlacion entre
los parametros clinicos analizados, el calculo de coeficientes de correlacion de Pearson y
sus correspondientes pruebas de significancia (prueba de p=0; considerando un 0=0,05),
cuyo resumen se presentd en un diagrama de asociacion piramidal o mapa de color. En el
diagrama se mostraron los valores del coeficiente de correlacion en colores (+1: azul; -1:
rojo; ausencia de significancia: blanco) y se buscéd identificar formas gréaficas
distinguibles (patrones), las cuales permitieron identificar redundancia en la informacién.

C- Se realizaron analisis de componentes principales (ACP). Se presentaron los
resultados numéricos, y la descripcion de las dimensiones junto con los biplot
proyectando la contribucion de cada una de las variables (parametros clinicos). Ademas,
se presentaron graficos complementarios para el mismo set de datos con rotulos de las
categorias de las variables categoricas sitio y condicion del individuo para cada
individuo. Estos tres graficos se presentaron juntos, lo que permiti6, de manera
comparativa, realizar asociaciones integrales entre los resultados obtenidos.

Ademas, se realizo una descripcion de la variable categoérica sitios empleando un
v-test, lo que permitio obtener un orden de mayor a menor de los pardmetros clinicos que
mostraron una respuesta significativa (p<0,05) y caracterizaron los sitios.

Para finalizar, con el objetivo de detectar relaciones entre los sitios y la condicion
de los individuos se realizaron tablas de contingencia multivariado, cuyos resultados se
mostraron en un grafico de asociacion, de 2*4 categorias. Se presentaron bloques con
diferentes colores y tamanos, en los cuales el tamafo representa la frecuencia de
ocurrencia, y los colores representan los resultados de las pruebas de contingencia (gris:
no significativo, azul: significativo por encima del valor normal, y rosa: significativo por
debajo de los valores normales).

D- Se realiz6 un andlisis discriminante en el que se utilizaron las distancias como
respuesta, se tested la homogeneidad multivariada con un test de permutacion, y se realizd
un test de comparaciones multiples de Tukey. Se obtuvieron como resultado las funciones
discriminantes y se construy6 un ranking de los parametros clinicos que aportaron en la
separacion de los sitios de mayor a menor para cada una de las componentes

discriminantes (DS1, DS2 y DS3).
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Tal como se hizo con el enfoque univariado, junto con la interpretacion de los
resultados se aplicaron los conceptos de efectividad y especificidad para caracterizar los
parametros clinicos evaluados. Se consideraron efectivos aquellos pardmetros que
aportaron en la separacion de los sitios al realizar el analisis discriminante. Para evaluar
la especificidad se tuvo en cuenta los parametros que mostraron un patrén distinguible y
similar en los gréaficos de burbujas.

A partir de los resultados obtenidos, se identificaron los elementos necesarios para
caracterizar el estado de salud de los individuos provenientes de cada sitio, seleccionar
aquellos parametros que permiten distinguir entre sitios, y se recomiendan pardmetros
clinicos para su utilizacion en un indice de salud.

Todos los andlisis fueron corridos en R 4.0.2 (librerias FactoMineR, ade4,

corrplot, emmeans, tidyverse, ved 'y vegan).

3.3 RESULTADOS

Se logrd colectar un total de 82 individuos machos y hembras de L. luctator
provenientes de sitios afectados por la florihorticultura (CFHI1; n=19), la industria
petroquimica (IP1; n=19) y la descarga de efluentes cloacales (DC1; n=11), y ademas

individuos provenientes de un sitio de referencia (SR1; n=33).

Enfoque univariado

Los resultados del analisis univariado mostraron diferencias significativas entre
los sitios (p<0,05) para todos los parametros clinicos evaluados a excepcion de ocho de
ellos: IGS (p=0,40), HCM (p=0,06), actividad AChE en higado (p=0,43), actividad GST
en rifion (p=0,28) y en musculo (p=0,39), actividad AChE en musculo (p=0,63) y RTGB
(p=0,12). Los biomarcadores que mostraron diferencias significativas (p<0,05) fueron: a
nivel individuo, ICC, IHS y ICG; a nivel sanguineo, Hto, Hb, RGR y los indices VCM y
CHCM; a nivel bioquimico, GST en higado, CAT en higado, CAT en rifion y AChE en
plasma; a nivel inmunologico, Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, RTT; y a nivel genético,
MNs y ANuc. En el anexo 3 se presentan las tablas resumen de las pruebas de
significancia para los analisis realizados.

En la figura 3.8 se presentan las comparaciones entre sitios de los parametros
clinicos a nivel individuo que mostraron diferencias significativas. Se observd que para
ICC los individuos de CFH1 y SR1 presentaron valores significativamente mayores que

los individuos de IP1 y DCI. Para IHS, los individuos de DC1 presentaron valores
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significativamente mayores que los individuos del resto de los sitios. Mientras que para
ICG, los individuos de CFHI1 y DC1 presentaron valores significativamente mayores que

los individuos de IP1 y SR1.

0.125 0.030

b b a
0120 )
= % 0.045
) o
E‘n 0.115 =} &
g ouo Y
£ a Z
S o1s L g 003
= a 5]
O &2
‘S 0100 £ .o
'-::; § 0.030
S 00ms T: b
3 S o005 . b -
o 0.090 2 8] o
-2 =
=
= 0085 ooz o ﬁ
—_
0.030 0015
CFHI1 IP1 SR1 DC1 CFHI1 IP1 SR1 DC1
SITIOS SITIOS

0022

0020
0018
0016
0.014
0012
0.010

0008

b b
” 5=

Indice de cuerpos grasos (gr/gr)

0 Media
Media £ Desvia estandar
Media + Intervalo de confianza 95%

CFHI1 IP1 SR1 DC1
SITIOS

Figura 3.8: Comparacion de parametros clinicos a nivel individuo evaluados en adultos de L.
luctator de los sitios de estudio. CFH1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1:
sitio de referencia; DC1: descargas cloacales. Las diferencias significativas del test univariado
con test a posteriori (p<0,05) se indican con letras donde cada letra es un grupo (a, b).

A continuacion, se presentan los resultados de la presencia de anormalidades mas
destacadas (figura 3.9). Se pudo observar que los individuos provenientes de las descargas
cloacales presentaron anormalidades morfoldgicas como la columna vertebral inflamada
(6/11=54,5%) e higado con malformaciones (4/11=36,3%); y los individuos provenientes

de la industria petroquimica presentaron malformaciones en el higado (4/20=20%).

123



Figura 3.9: a. anatomia interna de un individuo normal adulto de L. /uctator, con detalle de la
columna vertebral normal. b. individuo con columna vertebral afectada. c. individuo de DC1
con higado anormal. d. individuo de IP1 con higado anormal.

En la figura 3.10 se presentan las comparaciones entre sitios de los parametros
clinicos a nivel sanguineo que mostraron diferencias significativas. Se observo que los
individuos de IP1 y SR1 presentaron valores significativamente menores de Hto que los
individuos de CFHI y DCI1. Para RGR, los individuos de IP1 presentaron valores
significativamente mayores que los individuos de SR1. Para Hb, los individuos de SR1
presentaron valores significativamente menores que los individuos de CFH1 y IP1,
mientras que los individuos de CFH1 presentaron valores significativamente mayores que
los individuos de DC1. En cuanto a los indices sanguineos, para VCM, los individuos de
DCI presentaron valores significativamente mayores que los individuos de IP1 y SR1, y,
ademas, los individuos de CFHI presentaron valores significativamente mayores que los
individuos de IP1. Para CHCM, los individuos de DCI1 presentaron valores
significativamente menores que los individuos del sitio CFH1 y IP1, mientras que los
individuos de IP1 presentaron valores significativamente mayores que los individuos de

SR1y DCI.
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Figura 3.10: Comparacion de parametros a nivel sanguineo evaluados en adultos de L. luctator
de los sitios de estudio. CFH1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio de
referencia; DC1: descargas cloacales. Las diferencias significativas del test univariado con test a
posteriori (p<0,05) se indican con letras donde cada letra es un grupo (a, b, c, d).

En la figura 3.11 se presentan las comparaciones entre sitios de los parametros
clinicos a nivel bioquimico que mostraron diferencias significativas. Se observd que para
GST en higado, los individuos de DC1 presentaron valores significativamente mayores
que los individuos del resto de los sitios, mientras que los individuos de IP1 presentaron
valores significativamente menores que los individuos de SR1 y DCI1. Para CAT en
higado, los individuos de CFH1 y IP1 presentaron valores significativamente menores

que los individuos de SR1. Para CAT en rifidn, los individuos de IP1 presentaron valores
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significativamente menores que los individuos provenientes del resto de los sitios. Y para
AChE en plasma, los individuos de DC1 presentaron valores significativamente menores

que los individuos del sitio IP1 y SR1.
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Figura 3.11: Comparacion de parametros a nivel bioquimico evaluados en adultos de L. luctator
de los sitios de estudio. CFH1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio de
referencia; DC1: descargas cloacales. Las diferencias significativas del test univariado con test a
posteriori (p<0,05) se indican con letras donde cada letra es un grupo (a, b, ¢).

En la figura 3.12 se presentan las comparaciones entre sitios de los parametros
clinicos a nivel inmunoldgico que mostraron diferencias significativas y en la figura 3.13
se muestran los diferentes tipos de glébulos blancos identificados. Se observo que, para
Neu, los individuos del sitio CFH1 y IP1 presentaron valores significativamente mayores
que los individuos provenientes de SR1. Para Mon, los individuos de IP1 presentaron
valores significativamente mayores que los individuos provenientes de SR1. Los
individuos de los sitios CFH1, IP1 y DCI presentaron valores significativamente mayores
de Eos, Bas y N:L, y menores de Lin respecto a los individuos de SR1. Por ultimo, para
RTT, los individuos de DCI1 presentaron valores significativamente mayores que los

individuos provenientes del resto de los sitios.
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Figura 3.12: Comparacion de parametros a nivel inmunologico evaluados en adultos de L. luctator
de los sitios de estudio. CFH1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio de
referencia; DC1: descargas cloacales. Las diferencias significativas del test univariado con test a
posteriori (p<0,05) se indican con letras donde cada letra es un grupo (a, b).
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Figura 3.13: Globulos blancos. a: frotis donde se observa un eosinofilo (punta de flecha), dos
neutr6filos y un monocito (flecha). b: frotis donde se muestra neutréfilos (flecha) y trombocitos
(punta de flecha). c: Neutrofilo. d: basoéfilo. e: monocito. f: eosindfilo. g: linfocito. Tincién
Wright. 100x.

En la Figura 3.14 se presentan las comparaciones entre sitios de los parametros
clinicos a nivel genético que mostraron diferencias significativas entre los sitios. Se
observd que para MNs, los individuos de DC1 presentaron valores significativamente
mayores que los individuos provenientes de SR1; mientras que, para ANuc, los individuos
de CFHI1, IP1 y DCI1 presentaron valores significativamente mayores que los individuos
de SR1. Estos parametros no fueron incluidos en el andlisis multivariado. En la figura
3.15 se muestra el detalle de los microntcleos y las anormalidades nucleares

identificadas.
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Figura 3.14: Comparacion de parametros a nivel genético evaluados en adultos de L. luctator de
los sitios de estudio. CFHI1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio de
referencia; DC1: descargas cloacales. Las diferencias significativas del test univariado con test a
posteriori (p<0,05) se indican con letras donde cada letra es un grupo (a, b).

Figura 3.15: Anormalidades nucleares observadas en adultos de L.luctator. a: Micronucleo. b:
Anucleado. ¢ y d: Binucleado. E y f: nticleo mellado. Tincion Wright. 100x.

La evaluacion de la condicion del sitio a partir del calculo de la proporcion de

individuos con valores afectados por sitio para cada parametro mostrd que para todos los

parametros al menos el 10 % de los individuos de todos los sitios presentd valores

afectados.
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Tal como se observa en la tabla 3.1, para los parametros a nivel individuo, el sitio
SR1 present6 el menor porcentaje y DC1 el mayor porcentaje de individuos con valores
afectados para ICC, IHS y IGS. Para ICG el sitio DC1 presentd el menor porcentaje e IP1

el mayor porcentaje de individuos con valores afectados.

Tabla 3.1: Cantidad de individuos adultos de L. luctator con valores afectados y normales para
los parametros a nivel individuo.

ICC IHS ICG IGS
CFHI  Afectados 7 (36.84%) 8 (42,11%) 14 (73,68%) 8 (42,11%)
(0=19)  Normales 12(63.16%) 11(57.89%) 5(26,32%) 11 (57,89%)
Pl Afectados 17 (89.47%)  8(42,11%) 17 (89.47%) 8 (42,11%)
(0=19)  Normales 2 (10,53%) 11(57.89%) 2(10,53%) 11 (57,89)
SRI  Afectados 5 (15.15%)  11(33,33%) 23 (69,70%) 10 (30,30%)
(0=33)  Normales 28 (84.85%) 22(66,67%) 10 (30,30%) 23 (69,70%)
DCl  Afectados 10(90.91%) 10 (90,91%) 7 (63,64%) 5 (4545%)
(n=11) Normales  1(9,09%)  1(9,09%)  4(36,36%) 6 (54,55%)

Al considerar los parametros a nivel sanguineo, tal como se observa en la tabla
3.2, para Hto, Hb y CHCM, el SR1 presentd el menor porcentaje de individuos con
valores afectados; para RGR y VCM el sitio DC1 presentd el menor porcentaje de
individuos con valores afectados; mientras que para HCM los sitios CFH1 e IPI
presentaron el menor porcentaje de individuos con valores afectados. Para RGR, Hb y
CHCM el sitio CFH1 present6 el mayor porcentaje de individuos con valores afectados,
para Hto y HCM el sitio DC1 present6 el mayor porcentaje de individuos con valores
afectados, y para VCM el sitio IP1 presento el mayor porcentaje de individuos con valores
afectados.
Tabla 3.2: Cantidad y porcentaje de individuos adultos de L. luctator con valores afectados y
normales para los parametros a nivel sanguineo.

Hto RGR Hb VCM HCM CHCM
CFH1 Afectados 12 (63,16%) 12(63,16%) 15(78,9%) 9 (473%) 6(31,6%) 16 (84,2%)
(n=19) Normales  7(36,84%) 7(36,84%) 4 (21,1%) 10(52,7%) 13 (68,4%) 3 (15,8%)
IPl  Afectados  7(36,84%)  10(52,6%) 13 (68,4%) 16(88,8%) 6(31,6%) 13 (76,5%)
(n=19) Normales  12(63,16%) 9(47,3%)  6(31,6%) 2(112%) 13 (68,4%) 4 (23,5%)
SRI  Afectados 8 (27,5%)  15(46,8%)  4(12,9%) 20 (68,9%) 15 (48,4%) 13 (44,8%)
(n=33) Normales 21 (724%) 17(53,1%) 27(87,1%) 9(31,1%) 16(51,6%) 16 (55.2%)
DCl  Afectados 8 (72,7%) 4(40%)  5(4545%)  5(50%) 4(40%) 9 (81,8%)
(n=11) Normales 3 (27.3%) 6(60%)  6(54,55%)  5(50%) 6(60%) 2 (18.2%)
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Al considerar los parametros a nivel bioquimico, tal como se observa en la tabla

3.3, la respuesta fue variada, siendo IP1 y DCI1 los sitios que presentaron el mayor

porcentaje de individuos con valores afectados para todos los parametros.

Tabla 3.3: Cantidad de individuos adultos de L. luctator con valores afectados y normales los
parédmetros a nivel bioquimico.

GST(H)  CAT(H) AChE(H) GST(®R) CAT([R) GST(M) AChEM) AChE(P)  GST (P)
CFHI Afectados 7(36,84%)  10(52,7%) 18(947%)  6(31,6%)  5(2632%) 6(31,6%)  6(31,6%)  7(389%)  4(21%)
(1=19) Normales 12(63,16%) 9 (473%)  1(53%)  13(684%) 14(73,68%) 13(684%) 13(684%) 11(61,1%) 15 (79%)
Pl Afectados 6 (31,6%)  12(63,16%) 18(94,7%)  8(42,1%)  15(789%)  5(263%)  6(31,6%)  10(555%) 9 (50%)
(1=19) Normales 13 (684%) 7(36,84%)  1(53%)  11(57.9%) 4(QL1%)  14(73,7%) 13(684%) 8 (44,5%) 9 (50%)
SR1  Afectados 9 (29%) 9(29%)  25(80.6%  8(258%)  11(392%) 9(28,1%)  13(40,6%) 10 (43,5%)  8(30,7%)
(1=33) Normales  22(71%)  22(71%)  6(194%)  23(742%) 17(60.8%) 23 (71,9%) 19(594%) 13(56,5%) 18 (69,3%)
DCl  Afectados 9 (81,8%)  3(273%)  8(72,7%)  4(3636%)  2(182%)  3(273%)  3(273%)  6(60%) 5 (50%)
(n=11) Normales 2 (182%)  8(72,7%)  3(273%)  7(63,64%) 9(81,8%)  8(72,7%)  8(72,7%) 4 (40%) 5 (50%)
*H: higado; R: rifion; M: musculo; P: plasma
Al considerar los parametros a nivel inmunolédgico, tal como se observa en la tabla
3.4, para Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L y RTT, el sitio SR1 presentd el menor porcentaje
de individuos con valores afectados; mientras que IP1 presento el mayor porcentaje de
individuos afectados para todos los parametros, menos para RTGB y RTT, para los cuales
CFHI y DC1 presentaron los mayores porcentajes de individuos con valores afectados,
respectivamente.
Tabla 3.4: Cantidad de individuos adultos de L. luctator con valores afectados y normales para
los parametros a nivel inmunoloégico.
Neu Eos Bas Mon Lin N:L RTGB RTT
CFH1 Afectados 12 (63,16%) 11(57,89%) 12 (63,16%) 9 (50%) 13 (68,4%) 12(63,16%) 9(47,3%) 7(36,84%)
(0=19) Normales 7 (36,84%) 8 (42,11%) 7(36,84%)  9(50%) 6(31,6%) 7(36,84%) 10(52,7%) 12 (63,16%)
IP1  Afectados 16 (84,2%) 14 (73,68%)  15(78,9%) 14 (73,7%) 19 (100%) 15(83,3%) 6 (31,6%) 7 (36,84%)
(n=19) Normales 3 (15,8%)  5(2632%) 4(21,1%) 5 (26,3%) 0 3(16,7%) 13 (68,4%) 12 (63,16%)
SR1  Afectados  7(21,2%) 6 (18,1%) 8 (24,3%) 7(21,2%)  5(15,1%) 6 (18,7%) 9 (27,2%) 8 (24,3%)
(n=33) Normales 26 (78,8%)  27(81,9%)  25(75,7%) 26(78,8%) 28 (84,9%) 26(81,3%) 24 (72,8%) 25 (75,7%)
DC1 Afectados 4 (36,36%) 8 (72,7%) 8(72,7%) 4 (36,36%) 9 (81,8%) 6 (60%) 4(36,36%) 7 (63,64%)
(n=11) Normales 7 (63,64%) 3(27,3%) 3(27,3%)  7(63,64%) 2 (18,2%) 4 (40%) 7 (63,64%) 4 (36,36%)

La comparacion de la cantidad de parametros afectados por individuo mostré que

todos los individuos de L. luctator provenientes de todos los sitios presentaron al menos

un parametro afectado. Para los individuos provenientes de CFHI1 se registraron entre 8

y 19 parametros afectados, presentando la mayoria de ellos entre 14 y 16 parametros

afectados. Para los individuos provenientes de IP1 se registraron entre 11 y 21 parametros
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afectados, presentando la mayoria de ellos entre 16 y 17 parametros afectados. Para los
individuos provenientes de SR1 se registraron entre 5 y 15 pardmetros afectados, y la
mayoria present6 entre 8 y 10 parametros afectados. Por ultimo, los individuos
provenientes de DC1 presentaron entre 9 y 20 parametros afectados, presentando la

mayoria de ellos entre 14 y 15 parametros afectados.

Tabla 3.5: Cantidad de individuos clasificados por el nimero de parametros afectados agrupados
por sitio y por nivel.

Nivel individuo (4 parametros) Nivel sanguineo (6 parametros)
CFHI IP1 SR1 DCl CFH1 IP1 SR1 DCl1
1 parametro 5 1 6 0 0 parametros 0 0 2 0
2 parametros 6 4 12 2 1 parametro 0 3 5 0
3 paramefros 7 12 14 8 2 paramefros 2 2 12 3
4 parametros 1 2 1 1 3 parametros 5 4 3
n individuos 19 19 33 11 4 parametros 9 5 5
5 parametros 3 5 0
6 parametros 0 0 0 0
n individuos 19 19 33 11
Nivel bioquimico (9 parimetros) Nivel inmunoldgico (8 parametros)
CFH1 IP1 SR1 DC1 CFH1 IP1 SR1 DC1
1 parametro 2 0 6 0 0 parametros 2 0 2 1
2 parametros 2 1 7 3 1 parametro 1 0 13 0
3 pardmetros 6 2 6 1 2 pardmetros 1 0 10 2
4 paramefros 4 6 7 3 3 pardmetros 1 1 3 0
5 parametros 2 5 6 1 4 pardmetros 3 3 3 1
6 parametros 2 4 1 1 5 pardmetros 4 2 2 2
7 paramefros 1 1 0 2 6 parametros 2 9 0 3
8 parametros 0 0 0 0 7 parametros 5 2 0 2
1 individuos 19 19 33 11 8 paré]netros 0 2 0 0
n individuos 19 19 33 11

A modo de resumen, en la tabla 3.5 se muestra la cantidad de individuos por sitio
que presentaron parametros afectados para cada nivel. Se puede observar que a nivel
individuo (4 parametros), la mayoria de los individuos de todos los sitios presentaron
entre dos y tres parametros afectados; a nivel sanguineo (6 parametros), la mayoria
presentd 3 y 5 parametros afectados, menos los de SR1 donde la mayoria presentd 2
parametros afectados, y dos individuos no presentaron parametros sanguineos afectados;
a nivel bioquimico, la mayoria de los individuos de IP1 y DC1 presentaron entre 4 y 6
parametros afectados, mientras que la mayoria de los individuos de CFH1 presentaron
entre 3 y 5 parametros afectados. Por otro lado, la mayoria de los individuos de SR1

presentaron entre 1 y 5 parametros afectados. Por ultimo, a nivel inmunolégico, la
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mayoria de los individuos de SR1 presentaron entre 1 y 2 parametros afectados, mientras
que en el resto de los sitios la mayoria de los individuos presentaron entre 4 y 7 parametros
afectados. Dos individuos de CFH1, dos de SR1 y uno de DC1 no presentaron parametros

inmunolégicos afectados.

Tal como se comentd en la metodologia (seccion 3.2.3 Tratamiento de los
datos), la condicion de cada individuo se determind considerando el nimero de
parametros afectados por individuo y nuestra percepcion. A partir de esa informacion,
consideraremos afectados a aquellos individuos que presentaron 12 o mas pardmetros
clinicos afectados y/o alguna afeccién reconocida, y normales aquellos individuos que
presentaron menos de 12 parametros afectados. Esta clasificacion fue usada en una
seccion posterior como una variable categorica (condicion del individuo) en el analisis

multivariado.

Al considerar el enfoque univariado, a partir de la interpretacion de los resultados
de los ANOVAs, pudimos observar que, de los 29 parametros evaluados, 21 (72,4%)
resultaron efectivos para diferenciar entre sitios. A nivel individuo, 3/4 (75%) parametros
(ICC, IHS y ICG) resultaron efectivos para diferenciar entre al menos dos sitios; a nivel
sanguineo, 5/6 (83,3%) parametros (Hto, Hb, RGR y los indices VCM y CHCM)
resultaron efectivos para diferenciar entre al menos dos sitios, a nivel bioquimico, 4/9
(44,4%) parametros (GST en higado, CAT en higado, CAT en rifion y AChE en plasma
resultaron efectivos para diferenciar entre al menos dos sitios; a nivel inmunologico, 7/8
(87,5%) parametros (N, E, B, M, L, N:L, RTT) resultaron efectivos para diferenciar entre
al menos dos sitios; y a nivel genético, 2/2 (100%) resultaron efectivos para diferenciar
entre al menos dos sitios. De la interpretacion de los resultados obtenidos al evaluar la
condicion del sitio, pudimos observar que, todos los parametros resultaron efectivos para
evidenciar individuos afectados en los sitios de estudio.

Al interpretar los resultados de los analisis univariados con la intencion de detectar
especificidad en la respuesta de los parametros en los casos presentados, pudimos
observar que para los ANOVAs, la disminucion de CAT en rifién fue especifica para
individuos provenientes de IP1; la disminucion de Eos, Bas, N:L, y el aumento de Lin
fueron especificos para individuos provenientes de SR1; mientras que el aumento de IHS,

GST en higado, RTT y MNs fueron especificos para individuos provenientes de DC1.
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Si bien la interpretacion que acabamos de hacer es producto del enfoque
univariado, es importante resaltar que a continuacioén se presentaran resultados de un

enfoque multivariado lo que permitird obtener conclusiones mas precisas.

Enfoque multivariado

La salida completa del programa con los resultados de los analisis multivariados
se presenta en el anexo 4.

A- Los resultados detallados de la estadistica descriptiva para las variables
cuantitativas (parametros clinicos) y las variables categoricas (sitio y condicion del
individuo) se muestran en el anexo 4. A partir del grafico de burbujas (figura 3.16), se
pudo observar que de manera general no se distingue un patréon claro, lo que expresa una
gran variabilidad en los resultados, como es de esperar al aplicar este enfoque
multivariado. Sin embargo, si se mira detalladamente, se podria decir que la mayoria de
los individuos la industria petroquimica (IP1) presentaron una respuesta similar para CAT
en rifion. La mayoria de los individuos del sitio de referencia (SR1) presentaron una
respuesta similar para los parametros Neu, Eos, Bas, Lin, y N:L. Y la mayoria de los
individuos de las descargas cloacales (DC1) presentaron una respuesta similar para los

parametros IHS, GST en higado y RTT.
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Figura 3.16: Grafico de burbujas que representa la magnitud de la distancia de cada valor respecto
al centroide para los individuos de L. luctator del afio 2016. CFH1: cinturdn florihorticola; IP1:
industria petroquimica; SR1: sitio de referencia; DC1: descargas cloacales.

134



B- A partir del diagrama de asociacion piramidal (figura 3.17), se pudo distinguir
dos zonas del diagrama con un patron de asociacion significativa de gran magnitud: una
expresada dentro del nivel sanguineo, y la otra dentro del nivel inmunolédgico, como
producto de la relacion que existe entre los parametros al calcularlos, lo que conduce a

informacion redundante, y nos indica que su uso simultaneo no es conveniente.
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Figura 3.17: Diagrama de asociacion piramidal para los individuos de L. luctator del afio 2016.
Los colores representan el coeficiente de correlacion: azul: +1; rojo: -1; blanco: no significativo
(p>0,05).

C- A partir del ACP, se observo que el 60% de la variabilidad de los datos se
alcanzo al incorporar hasta la dimension 6. La Dim1 explic6 un 18,9% y la Dim2 un
12,7% de la variabilidad total de los datos. En el biplot (figura 3.18) se distinguié una
separacion de los individuos provenientes del cinturén florihorticola (CFH1), la industria
petroquimica (IP1), las descargas cloacales (DC1) y el sitio de referencia (SR1). Ademas,
al graficar los rotulos de la variable condicion del individuo y analizar el biplot, se pudo
observar que existe una separacion entre individuos afectados y normales, con una
correspondencia entre los individuos afectados y el cinturén florihorticola (CFH1), la

industria petroquimica (IP1) y las descargas cloacales (DC1).
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Figura 3.18: Analisis de componentes principales L. luctator-2016. Biplots. A: contribucion de
cada uno de los parametros clinicos a cada dimension. B: representacion grafica con los rotulos
de la variable categorica sitios. C: representacion grafica con los rotulos de la variable categorica
condicion del individuo. CFH1: cinturén florihorticola; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio de
referencia; DCI1: descargas cloacales.

A partir de los resultados del v test (ver tabla anexo) se pudo determinar que los
parametros que mostraron una respuesta significativa y caracterizaron los sitios fueron,
para el cintur6n florihorticola (CFHI1): ICG, Hb, Hto, Bas, Lin, GST en plasma e IHS;
para la industria petroquimica (IP1): N:L, CHCM, Neu, Hb, Mon, RGR, Bas, Eos, IHS,
Hto, ICG, CAT en higado, CAT en rifién, VCM, GST en higado y Lin; para las descargas
cloacales (DC1): IHS, GST en higado, RTT, Hto, VCM, Eos, GST en plasma, ICG, GST
en rifion, AChE en plasma y CHCM vy para el sitio de referencia (SR1): Lin, CAT en
higado, CAT en rifion, AChE en plasma, Mon, RGR, ICG, Hto, Neu, Eos, N:L, Bas y Hb.

En la figura 3.19 se muestran los resultados del andlisis de contingencia. Al
interpretar la figura se pudo determinar que: el sitio de referencia (SR1) presenta una baja
frecuencia de ocurrencia de individuos afectados que resultan significativamente menores

(p<0,05) que los valores normales, y una alta frecuencia de ocurrencia de individuos
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normales con valores significativamente mayores que los valores normales (que el valor
promedio); la industria petroquimica (IP1) presenta una alta frecuencia de individuos
afectados con valores que resultan significativamente mayores (p<0.05) que los valores
normales y una baja frecuencia de ocurrencia de individuos normales con valores
significativamente menores que los valores normales; los individuos del cinturén
florihorticola (CFH1) y las descargas cloacales (DC1) no mostraron diferencias

significativas (p>0,05) para las variables categdricas analizadas.

SITIO
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Figura 3.19: Grafico de bloques para L. luctator del afio 2016. Se muestra la relacion entre las
variables categoricas sitios y condicion del individuo. Tamafio del bloque: frecuencia de
ocurrencia. Colores: valores de las pruebas de contingencia (gris: no significativo, azul:
significativo por encima del valor normal, y rosa: significativo por debajo del valor normal).
CFHI1: cinturdn florihorticola; DC1: descargas cloacales; IP1: industria petroquimica; SR1: sitio
de referencia.

D- Como se observa en la figura 3.20, el analisis discriminante mostr6 una
separacion significativa (p<0,05) entre los cuatro sitios. Se observo que cada sitio cae en
un cuadrante diferente, resultando en una separacion al graficar los componentes 1y 2.
El componente 1 separa entre el grupo DC1-SR1 y el grupo CFH1-IP1. Por otro lado, el
componente 2 contribuye a la separacion entre los cuatro grupos en el siguiente orden:
DC1-CFHI1-IP1-SR1. Al momento de realizar las comparaciones post hoc, existieron
diferencias significativas (p<0,05) entre el sitio de referencia y el cinturon florihorticola,
entre el sitio de referencia y la industria petroquimica, y entre la industria petroquimica y

las descargas cloacales.
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Figura 3.20: Analisis discriminante de L. luctator del afio 2016. Biplots.

En la figura 3.21 se puede observar la contribucion de cada parametro clinico en
las tres primeras dimensiones discriminantes. A partir de la interpretacion de los biplots
correspondientes al ACP y al analisis discriminante, los histogramas horizontales, las
descripciones realizadas al momento de presentar dichos andlisis, y el ranqueo generado
por el aporte de cada dimension (dsl1, ds2, ds3), pudimos establecer el siguiente ranking
general de parametros que aportaron a la separacion de los sitios: Lin, Neu, Eos, Bas,

IHS, Mon, N:L, ICG, Hb, CAT en higado, GST en higado, GST en musculo y Hto.
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Figura 3.21: Analisis discriminante de L. /uctator del afo 2016. Histogramas horizontales. Se
observa la contribucion de cada parametro clinico a cada dimension discriminante (ds1, ds2, ds3).

Al considerar el enfoque multivariado, a partir de la interpretacion de los
resultados, pudimos observar que, 18 de los 27 parametros evaluados (66,6%) resultaron
efectivos para diferenciar entre sitios (a nivel individuo ICC, IHS y ICG; a nivel
sanguineo Hto, RGR, Hb y HCM; a nivel bioquimico GST en musculo, CAT en higado,
GST en higado, AChE en higado; y a nivel inmunolégico Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L
y RTT). Al interpretar el grafico de burbujas con la intencion de detectar especificidad en
la respuesta de los parametros, pudimos observar que en los casos presentados la
disminucién de CAT en riiidén fue especifica para los individuos provenientes de la
industria petroquimica (IP1); el aumento de IHS, GST en higado y RTT fueron
especificos para los individuos provenientes de las descargas cloacales, mientras que la
disminuciéon de Neu, Eos, Bas, N:L, y el aumento de Lin fueron especificos para

individuos provenientes del sitio de referencia (SR1).
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3.4 DISCUSION

En el presente capitulo se evalu6 la respuesta de 29 parametros clinicos medidos
en individuos de L. luctator provenientes de sitios influenciados por la actividad del
cinturdn florihorticola, la industria petroquimica, las descargas cloacales y, ademads, un
sitio sin influencia directa de estas actividades (sitio de referencia). Asimismo, se
determind la condicién del individuo a partir del célculo de la cantidad de parametros
clinicos con valores afectados que presentd cada individuo; y la condicion del sitio a
partir del céalculo de la proporcion de individuos con valores afectados para cada
parametro clinico por sitio. Posteriormente, se realizo un estudio integral para identificar
aquellos parametros que contribuyen a distinguir entre individuos provenientes de los
diferentes sitios, y entre individuos afectados y normales, asi como detectar cuéles
relaciones entre ellos aporta a caracterizar el estado de salud de los individuos de cada
sitio. Ademas, se evalud la efectividad y especificidad de cada parametro clinico, y se
armo6 un ranking para establecer criterios de valoracion de los parametros que resultaron
utiles para separar entre sitios. Este estudio aportd elementos para la construccion de un
indice de estado de salud.

La florihorticultura, la industria petroquimica y las descargas cloacales se
encuentran entre las actividades antrépicas que producen degradacion del medio ambiente
a partir de procesos como la contaminacion quimica y pérdida, fragmentacion y
modificacion del hébitat (Vitousek y col., 1997). Estos procesos se encuentran entre los
factores que causan la disminucion numérica de las poblaciones de anfibios a nivel
mundial desde hace mas de 20 afios (Blaustein y Kiesecker, 2002; Wake y Vredenburg,
2009), por lo que, en este contexto, resulta necesario desarrollar herramientas de
diagnostico para evaluar el estado de las poblaciones naturales de anfibios, para generar
informacion Util que permita conocer cudles son las poblaciones que estan en riesgo y
proveer herramientas para protegerlas (Aguirre y col., 2008).

Al momento de evaluar el impacto que las actividades antropicas generan sobre
los organismos, la utilizacion de biomarcadores evaluados a campo como herramienta de
diagnostico resulta muy valiosa ya que representa un escenario realista de la exposicion

de los individuos al considerar todos los factores a los que se encuentran expuestos.

Enfoque univariado - Interpretacion de los resultados por parametro
En relacion con el objetivo 1 y 2 del presente capitulo, a partir de los resultados
obtenidos en el andlisis univariado con la realizacion de los ANOVAs, podemos decir
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que existe una influencia de los sitios sobre la mayoria de los parametros clinicos
evaluados en individuos de L. luctator. La medicion de parametros como ICC, IHS, ICG,
Hto, RGR, Hb, VCM, CHCM, GST en higado, CAT en higado, CAT en rifion, AChE en
plasma, Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, RTT, MNs, y ANuc resultaron tutiles para
evidenciar diferencias entre los individuos provenientes del cinturon florihorticola, la
industria petroquimica, las descargas cloacales y sitio de referencia.

En cuanto al nivel individuo, un ICC bajo, como el que presentaron los individuos
de descargas cloacales y la industria petroquimica, indica una deficiencia en las reservas
energéticas, lo que influye negativamente en el crecimiento, mantenimiento y
reproducciéon de los individuos, y reduce la probabilidad de resistencia a las
enfermedades, y consecuentemente la supervivencia (Schulte-Hostedde y col., 2005;
Goémez-Hoyos y Gonzéalez-Maya, 2008). Un valor elevado de IHS como el que
presentaron los individuos de las descargas cloacales puede deberse a un aumento del
tamaio del higado por hiperplasia o a la hipertrofia como una respuesta adaptativa para
ampliar su capacidad de desintoxicacion de xenobioticos (Arcand-Hoy y Metcalfe 1999).
Los resultados aqui presentados coinciden con lo reportado por otros autores en
individuos provenientes de sitios afectados por las actividades antropicas estudiadas en
la presente tesis. Por ejemplo, Brodeur y col. (2011), Thammachoti y col (2012) y Peluso
y col. (2020) reportaron ICC menores en individuos provenientes de campos cultivados,
con uso de agroquimicos; Zhelev y col. (2015) reportaron ICC menores e IHS elevados
en individuos provenientes de sitios contaminados por aguas residuales domésticas y
metales pesados; Ilizaliturri-Hernandez y col. (2013) reportaron ICC menores en
individuos que habitan sitios con presencia de plomo; y Porter y Janz (2003) reportaron
aumento en el IHS en individuos provenientes de sitio de descargas de aguas residuales.

En cuanto a las anormalidades morfoldgicas evaluadas, si bien no se realizaron
estudios mas profundos para indicar el tipo de dafio que presentan los individuos tanto en
la columna vertebral como en el higado, podemos decir que su presencia es relevante ya
que es evidencia directa de un dafio (Sparling y col., 2010).

En cuanto al nivel sanguineo, valores elevados de RGR, Hto y Hb (eritrosis e
hipercromia) como los que se observan en los individuos provenientes del cinturén
florihorticola, la industria petroquimica y/o las descargas cloacales, pueden estar
relacionados a la deshidratacion por pérdida o baja incorporacion de agua, a causa de
problemas cardiacos, renales o enddcrinos lo que produce un aumento en el nivel de

proteinas y células en sangre (policitemia) ; ademads varios autores reportaron un aumento
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en estos parametros como un mecanismo de compensacion ante la hipoxia generada por
la exposicion a factores de estrés, considerandose un mecanismo de acomodacion
fisiolégica mas que un mecanismo de naturaleza patoldgica, aunque hay que tener en
cuenta que este aumento es limitado ya que produce un aumento en la viscosidad de la
sangre, pudiendo alterar la circulacion sanguinea (Zhelev y col., 2013; Carvalho y col.,
2017). El aumento de estos parametros es una respuesta fisioldgica para aumentar la
capacidad de transportar oxigeno a los tejidos, para satisfacer la creciente demanda
metabolica ocasionada por estrés causado y se traduce como una acomodacion fisiologica
a largo plazo al contacto permanente con las condiciones de contaminacidon antropogénica
(Zhelev y col., 2013; Carvalho y col., 2017). El aumento en los valores de VCM, como
lo observado en los individuos de las descargas cloacales, podria indicar hinchazén de los
glébulos rojos, lo cual puede ocurrir por una falla de la producciéon de ADN en tiempo
normal por la célula, lo que impide su division y lleva a un crecimiento de la misma
(Harrison y cl., 2016), o por una falla en la produccion de globulos rojos por parte de los
organos hematopoyéticos, lo que produce que haya una mayor cantidad de globulos rojos
maduros (de gran tamano) sin presencia de nuevas células (Javed y col., 2016). Algo
similar ocurre con los valores bajos de CHCM, también ocurrido en individuos de las
descargas cloacales. Esto, sumado a un aumento de los valores de VCM, indican un tipo
de anemia macrocitica hipocromica, la cual se produce debido a la detencion de la
maduracion nuclear de los eritrocitos en relacion con la madurez citoplasmatica y estas
anomalias se deben a una sintesis de ADN alterada (Wang y col., 2009). Nosotros
consideramos que el aumento generalizado de los pardmetros sanguineos (Hto, RGR, Hb,
VCM) en individuos provenientes de sitios afectados por alguna de las actividades
antropicas evaluadas, constituye un indicador de una acomodacion fisiologica a los
factores de estrés que alli actuan, y también fueron reportados por otros autores (Zhelev
y col.,2013; Javed y col., 2016; Carvalho y col., 2017). En peces, se han reportado valores
elevados de estos parametros cuando se encuentran en ambientes con bajos niveles de
oxigeno disuelto, por lo que también se asocia a un mecanismo de aumento de la

capacidad para transportar oxigeno a los tejidos (Cazenave y col., 2005).

Considerando que los leucocitos constituyen la primera linea de defensa del
sistema inmunoldgico innato de vertebrados, se espera que las infecciones o
enfermedades provoquen alteraciones en su concentracion (Davis y col., 2008). El

aumento en los valores de neutrofilos, eosinodfilos, basofilos, monocitos y trombocitos y
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la disminucion de linfocitos, determinan neutrofilia, eosinofilia, basofilia, monocitosis,
trombocitosis y linfopenia, respectivamente, lo cual indica una movilizaciéon de las
fuerzas protectoras del organismo en respuesta al estrés producido por diferentes
afecciones (Romanova y Romanova, 2003; Davis y Golladay, 2019; Zhelev y col., 2020).
Los neutrofilos participan en la respuesta inmune inespecifica frente a infecciones e
intoxicaciones, a partir de la fagocitosis de las bacterias y productos de necrosis de los
tejidos. Se considera que la estimulacion de la granulocitopoyesis general de neutréfilos
en los anfibios puede verse como un mecanismo adaptativo que aumenta la funcion de
defensa al habitar un ambiente contaminado (Fournier y Philpott, 2005), tal como sucede
en individuos provenientes del cinturdn florihorticola e industria petroquimica. Para los
basofilos, eosindfilos y monocitos los individuos del cinturén florihorticola, la industria
petroquimica y las descargas cloacales presentaron valores elevados. En cuanto a los
basofilos, si bien no hay informacién concluyente sobre su funcién, Chernysheva y
Starostin (1994) proponen que al ser células que emiten sustancias bioldégicamente
activas, participan en los procesos desintoxicantes. Los eosinofilos participan en la
respuesta contra la parasitosis, y ademas en la defensa antitoxica y antimicrobiana
(Shutler y Marcogliese, 2011). Los monocitos, participan activamente en la fagocitosis
de agentes extrafios y productos de disolucion del tejido. De acuerdo con Zhelev (2007),
una exposicion a largo plazo de contaminantes produce necrosis que genera una mayor
cantidad de desechos tisulares y, como consecuencia de esto, aumenta la cantidad de
monocitos (y también de neutrdfilos) en el torrente sanguineo. Los valores elevados del
indice N:L estan relacionados con valores elevados de hormonas de estrés
(glucocorticoides), las cuales actian aumentando el numero de neutrofilos, y
disminuyendo en niimero de linfocitos. Davis y col. (2008) realizaron una revision de la
relacion positiva que presenta este indice tanto con la magnitud del factor estresante como
con los glucocorticoides circulantes y la presencia de enfermedades e infecciones (o las
hormonas producidas en respuesta a infecciones) y destacan la importancia en la
interpretacion de los cambios observados en el recuento diferencial de glébulos blancos
para no caer en el error de atribuirlos a una situacion de estrés o a una infeccion, si bien
los dos estan relacionados (Al-Murrani y col., 2002, Lindstrom y col., 2005). En el caso
de la linfopenia (disminucion de linfocitos) informada en la presente tesis, consideramos
que este conteo bajo puede deberse por un lado al aumento de glucocorticoides en plasma,
lo que conduce a un indice N:L elevado; y por otro lado, al aumento de los otros tipos

celulares. Por ultimo, un aumento en el RTT, como lo que sucedidé en individuos
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provenientes de las descargas cloacales, podria deberse a la participacion en la fagocitosis
de material extrafio, o a un mecanismo adaptativo de aumento de capacidad de transporte
de oxigeno (Galvez Martinez, 2009).

Los aumentos en el nimero de estos tipos celulares han sido reportados en
individuos de la rana Pelophylax ridibundus que habitan sitio contaminado con nitratos y
fosfatos (Zhelev y col., 2013); individuos de Rana snk esculenta, Scinax squalirostris y
Leptodactylus mystacinus que habitan sitios cultivados (Barni y col., 2007; Attademo y
col., 2014); individuos de Rana lessonae, Rana ridibunda y Rhinella arenarum que
habitan sitios urbanizados (Romanova y Romanova, 2003; Romanova y Egorikhina,
2006; Salinas y col., 2015), individuos de Lithobates pipiens expuestos a pesticidas y
Hematozoa (Shutler y Marcogliese, 2011), y en individuos de Rhinela arenarum
expuestos a Cadmio (Medina y col., 2016).

A nivel bioquimico, los parametros aqui evaluados han sido ampliamente
utilizados para evaluar efectos de diferentes compuestos en los anfibios, registrandose
tanto inhibiciones como inducciones (Brodeur y col., 2011; Lascano y col., 2011; Ferrari
y col., 2011; Attademo y col., 2013; Mardirosian y col, 2015). Como ya se menciond,
GST es una enzima importante en la fase II de biotransformacion, al conjugar GSH con
xenobidticos para hacerlos polares y facilitar su eliminacion (Hayes y Pulford 1995). Por
lo tanto, la induccion de esta enzima como se observa en individuos provenientes de la
cloaca es lo que se espera luego de la exposicion a diferentes contaminantes. Por otro
lado, la inhibicidon de esta enzima como se observa en individuos provenientes de la
industria petroquimica puede darse por una disminucion en la sintesis de las proteinas a
nivel molecular, o por acumulacion de los reactivos de reaccion, lo que trae como
consecuencia la inhibicion del proceso de eliminacion de xenobidticos. (Hayes y Pulford,
1995).

La catalasa, es una enzima que participa en los mecanismos de desintoxicacion,
ya que contrarresta los efectos nocivos que producen las especies reactivas de oxigeno
derivadas tanto del metabolismo esencial, como del metabolismo de los xenobiodticos
(Abdollahi y col., .2004), por lo tanto, su inhibicion, tal como ocurre en individuos del
cinturdn florihorticola y la industria petroquimica, es una evidencia de que el mecanismo
esta fallando, lo que podria conducir a un desequilibrio del estado redox celular, y
consecuentemente generar estrés oxidativo.

Por ultimo, la acetilcolinesterasa esta presente en la hendidura sinaptica y participa

en la sinapsis nerviosa, eliminando la acetilcolina mediante su hidrdlisis (Reigart y col.,
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1999). Si bien es habitual encontrar esta enzima inhibida en individuos expuestos a
insecticidas organofosforados y carbamatos (Lascano y col., 2011; Ferrari y col., 2011;
Attademo y col., 2014; Barreto y col., 2020), también se ha descripto su inhibicién en
plasma, como lo reportado en individuos provenientes de las descargas cloacales, en
individuos con problemas hepaticos, desnutricion, y expuestos a compuestos como
anticonceptivos orales, cocaina, disulfuro de carbono, sales de benzalconio, compuestos
organicos de mercurio, y solaninas (Reigart y col., 1999).

En cuanto los pardmetros a nivel genético, la exposicion de los individuos a
factores de estrés puede generar roturas en las cadenas de ADN, o modificar porciones de
la molécula de ADN mediante diferentes procesos (Newman 2014). El aumento de MNs
como se observé en individuos de las descargas cloacales, y de ANuc como lo observado
en individuos provenientes del cinturon florihorticola, industria petroquimica y descargas
cloacales disminuye el bienestar de los individuos, ya que, a partir del dafio en el ADN,
se puede producir muerte celular o reparacion ineficiente de las células lo que tendra
efectos adversos sobre los organismos (Barni y col., 2007).

La condicion del sitio fue determinada contando la cantidad de individuos que
presentaron valores afectados para cada parametro (por fuera del intervalo de referencia).
Como se explico en el capitulo 2, los intervalos de referencia describen las fluctuaciones
observadas en poblaciones o individuos sanos para los parametros clinicos, y estan
disefiados para usarse como pautas de interpretacion y para determinar si un resultado es
"normal" o "anormal” para cierto parametro por lo que constituyen una herramienta
importante en la interpretacion de los resultados (Grasbeck, 2004), y consideramos de
gran importancia al momento de evaluar efectos en individuos provenientes de sitios
potencialmente afectados y sitios potencialmente no afectados por la actividad antrdpica.
Todos los sitios presentaron al menos el 10% de los individuos con parametros clinicos
con valores afectados, siendo los individuos provenientes de la industria petroquimica y
las descargas cloacales los que presentaron mayor porcentaje de individuos afectados para
la mayoria de los parametros.

De la interpretacion conjunta de los resultados obtenidos de la realizacion de los
ANOVAs y del célculo de la condicidon del sitio, podemos decir que ambos andlisis
aportan evidencias en el mismo sentido para establecer que los individuos provenientes
del cinturén florihorticola, la industria petroquimica y las descargas cloacales se

encuentran afectados negativamente (IP>DC>CFH>SR). El sitio de referencia (SR1)
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presento el menor porcentaje de individuos con valores afectados para la mayoria de los

parametros evaluados.

En relacion con el objetivo 3, en cuanto a la especificidad de la respuesta de los
parametros clinicos, tal como se indicé en resultados, podemos decir que en los casos
correspondientes al presente estudio la inhibicion de CAT en riiidén es una respuesta
especifica que caracteriza a los individuos afectados provenientes de la petroquimica; el
aumento de IHS, GST en higado y RTT es una respuesta especifica que caracteriza a los
individuos afectados provenientes de las descargas cloacales; mientras que los valores
bajos de Eos, Bas y N:L y elevados de Lin es una respuesta que caracteriza a los

individuos normales provenientes sitio de referencia (figura 3.22).

Figura 3.22: Grafico de burbujas donde se puede visualizar la especificidad de respuesta de los
parametros clinicos con un sitio.

En cuanto al objetivo, 5, los resultados obtenidos del analisis de asociacion entre
los parametros y los diferentes niveles, nos permitié distinguir una asociacion de gran
magnitud entre los pardmetros a nivel sanguineo, y entre los pardmetros a nivel
inmunolégico. Esto se debe a que, a nivel sanguineo, para el célculo de los tres indices
sanguineos (VCM, HCM y CHCM) se utilizan los parametros Hto, RGR y Hb; y a nivel
inmunologico, el calculo de los diferentes globulos blancos (Neu, Eos, Bas, Mon y Lin)
se realiza sobre un total de 100 glébulos blancos contados. Esto conduce a informacion
redundante y su uso simultaneo no seria conveniente. Sin embargo, aqui proponemos su
utilizacion ya que cada pardmetro brinda informacion relevante sobre los procesos que

pueden estar ocurriendo en los organismos.
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Efectividad de los parametros clinicos

En relacion con el objetivo 7 y 8, teniendo en cuenta los resultados obtenidos para
los andlisis univariados y multivariados, se llevo a cabo una comparacion de la efectividad
de ambos enfoques (tabla 3.6). Esto serd utilizado para aportar elementos en la toma de
decision acerca de cuales son los pardmetros clinicos que permiten detectar diferencias
entre los sitios evaluados, y por lo tanto serian recomendados para su utilizacion en un

indice de salud.

Tabla 3.6: Efectividad de pardmetros al utilizar enfoque univariado y multivariado.

Parametros Univariado | Multivariado
ICC X X
IHS X X
ICG X X
I1GS

Hto X X
RGR X X
Hb X X
VCM X

HCM X
CHCM X

GST en higado X X
CAT en higado X X
AChE en higado X
GST en rifion

CAT en rifidon X

GST en musculo X
AChE en musculo

AChE en plasma X

GST en plasma

Neutrofilos X X
Eosinofilos X X
Basofilos X X
Monocitos X X
Linfocitos X X
N:L X X
RTGB

RTT X X

La X significa efectividad al evaluar el parametro.

Como se puede observar en la tabla 3.6, existe coincidencia en los resultados para
19 de los parametros evaluados. Para cinco de ellos hubo coincidencia en la ausencia de
diferencias significativas entre los sitios (IGS, GST en rifion, AChE en musculo, GST en
plasma y RTGB); mientras que para 14 de ellos hubo coincidencia en la presencia de
diferencias significativas entre sitios (a nivel individuo: ICC, IHS, e ICG; a nivel

sanguineo: Hto, RGR y Hb; a nivel bioquimico: GST en higado y CAT en higado; y a
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nivel inmunoldgico: Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L y RTT). A partir de esta informacion
proponemos que los 15 parametros clinicos que coinciden en la presencia de diferencias

significativas entre los sitios para ambos enfoques resultan utiles para separar entre sitios.
Caracterizacion del estado de salud de los individuos provenientes de cada sitio:

Si retomamos el concepto de estado de salud tratado en el capitulo 2 podemos
decir que, para abarcar el estudio del estado de salud de los individuos es importante
adoptar una vision holistica, ya que la salud es un atributo que se aplica principalmente a
los individuos como sistemas integrados y complejos. Si bien el estudio de los
biomarcadores a nivel subindividuo resulta atil como biomarcador de efecto o de
exposicion a cierto factor estresante, es probable que la evaluacion de estos
biomarcadores de forma independiente no proporcione informacion representativa que
permita inferir de manera precisa sobre el estado general de los individuos (Forbes y col.,
20006). El estudio integral permite realizar la evaluacion de un conjunto de pardmetros
clinicos de manera simultanea, por lo que su aplicacion resulta una herramienta adecuada
al momento de evaluar el estado de salud de los individuos ya que involucra diferentes
niveles relacionados entre si y ademas permite contextualizar e interpretar los resultados
en un marco tedrico mas amplio, facilitando la comprension sobre los efectos producidos
en los individuos provenientes de los diferentes sitios de estudio (Triquet y col., 2013;
Newman y col., 2014). El analisis realizado en el presente capitulo permiti6 evidenciar la
separacion de los individuos provenientes de los sitios afectados por el cinturén
florihorticola, la industria petroquimica y las descargas cloacales de aquellos
provenientes del sitio de referencia, y ademds separar entre individuos afectados y
normales, demostrando que la exposicion de los individuos de L. luctator a la actividad
florihorticola, la industria petroquimica y las descargas cloacales, afecta negativamente
su estado de salud. Es por esto que, una vez finalizado el analisis a partir de los diferentes
enfoques estadisticos y la interpretacion de la influencia de los diferentes sitios de estudio
sobre los parametros clinicos evaluados a diferentes niveles, y en relacion con el objetivo
6, en esta seccion se realizara un diagnostico del estado de salud de los individuos
provenientes de cada sitio.

Los individuos provenientes de CFH1 son los que presentaron el estado de salud
menos afectado. Estos se caracterizaron principalmente por valores elevados de ICG, Hto,
Hb, Bas; y valores menores de Lin. La suma de evidencias presentadas nos permite

determinar que estos individuos se encuentran expuestos a factores de estrés (expresado
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por un bajo conteo de linfocitos), probablemente a una infeccidon, lo que causa una
activacion de sistema inmune con aumento de basofilos en sangre. El factor de estrés al
que se encuentran expuestos genera un aumento de los pardmetros sanguineos como una
respuesta fisiologica para satisfacer la demanda metabdlica de oxigeno por parte de los
tejidos.

En cuanto a los individuos provenientes de las descargas cloacales, estos se
caracterizaron por presentar, a nivel individuo bajo peso e ICC, y el higado agrandado
(IHS elevado); en cuanto al nivel sanguineo, presentaron Hto y VCM elevados y CHCM
disminuida, a nivel inmunoldgico presentaron aumento de eosindfilos y RTT, mientras
que a nivel bioquimico presentaron aumento de la actividad GST e inhibicién de la
actividad AChE en plasma. La suma de evidencias de efectos a diferentes niveles incluso
de manera integrada para los individuos de las descargas cloacales nos permite determinar
que ¢éstos presentan el estado de salud afectado, siendo el higado el 6rgano mas
comprometido. Esto se deduce del hecho de que el higado presenta un tamaio
relativamente alto (IHS elevado) posiblemente como respuesta adaptativa para aumentar
la capacidad detoxificante ante la presencia de xenobidticos (aumento actividad GST),
ademads presentan inhibicion de AChE en plasma lo que es comun en individuos con
problemas hepaticos, desnutricion, y expuestos a compuestos como anticonceptivos
orales, cocaina, disulfuro de carbono, sales de benzalconio, compuestos organicos de
mercurio, y solaninas (Reigart y col., 1999). También presentaron elevado nimero de
eosinofilos en sangre (relacionados con procesos infecciosos), valores elevados de VCM
los cuales pueden estar relacionados con enfermedades hepéticas, y valores disminuidos
de CHCM. Los valores elevados de Hto y RTT, constituyen un indicio de que necesitan
aumentar la capacidad de transporte de oxigeno para satisfacer la demanda metabdlica de
oxigeno por parte del higado. También es importante destacar que un 36,3% de los
individuos provenientes de las descargas cloacales present6 algin tipo de malformacion
en el higado, y el 54,5% de los mismos present6 inflamada la columna vertebral.

Los individuos provenientes de la industria petroquimica (IP1) presentaron
alteraciones de parametros a nivel individuo (ICC bajo), nivel sanguineo (RGR, Hb y
CHCM elevadas, y VCM disminuido), nivel bioquimico (CAT en higado y CAT en riidén
inhibidas) y nivel inmunolégico (nimero de Neu, Eos, Bas, Mon y N:L elevados y Lin
bajo). La suma de evidencias de efectos a diferentes niveles incluso de manera integrada
para los individuos provenientes de la industria petroquimica nos permite determinar que

presentan el estado de salud afectado, con el higado y los rifiones como 6rganos mas
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comprometidos. Esto se deduce del hecho que presentaron la mayoria de los pardmetros
inmunologicos afectados, lo que estd relacionado con una movilizacion del sistema
inmune en respuesta al estrés producido por diversos factores: presencia de infecciones
bacterianas agudas (demanda de neutrofilos en tejidos), dafo tisular cronico relacionado
a alergias por parasitismo (aumento de eosinofilos), presencia de procesos alérgicos o
infecciones (aumento de basoéfilos), infecciones o inflamaciones con dafio tisular y
necrosis (aumento de monocitos). Ademas valores elevados del indice N:L indican
elevada concentracion de glucocorticoides (hormona de estrés) en plasma. Si bien el
aumento en la concentracion de los pardmetros sanguineos Hb, RGR y CHCM puede
estar asociado a la deshidratacion en relacion a problemas cardiacos, renales o endocrinos,
nosotros proponemos que es una respuesta por parte de los individuos para aumentar la
capacidad de transportar oxigeno a los tejidos, y asi satisfacer la creciente demanda
metabolica que surge del estrés causado. La inhibicion de la enzima CAT en riién, CAT
en higado, GST en higado indica que estos 6rganos no son capaces de realizar su actividad
detoxificante (GST inhibida) y ademés existe una falla en la defensa antioxidante
(inhibicion de CAT). Por lo tanto, al interpretar la informaciéon de modo integral,
podriamos decir que estos individuos estarian expuestos a un factor de estrés que afecta
al higado y/o los rifiones, lo que desencadenaria una movilizacion del sistema inmune
como respuesta al estrés producido, y un aumento de los pardmetros sanguineos para
aumentar el transporte de oxigeno a estos u otros tejidos. La presencia de xenobidticos y
la activacion del sistema inmune como respuesta a una inflamacion o infeccion, produce
estrés oxidativo, y la inhibicion de la enzima CAT genera que se disminuya la capacidad
de neutralizar las especies reactivas de oxigeno, lo que podria generar efectos nocivos en
las células y en el organismo.

Por tltimo, el sitio de referencia (SR1) present6 el menor porcentaje de individuos
con valores afectados para todos los parametros clinicos evaluados.

Si tomamos en cuenta el diagnoéstico del estado de salud de los individuos que
habitan los diferentes sitios de estudio, y que la evaluacion del estado de salud de los
individuos provenientes del campo, nos permite realizar inferencias sobre la calidad de
los ecosistemas que habitan, podemos decir que los individuos provenientes del cinturon
florihorticola, la industria petroquimica y las descargas cloacales presentan el estado de
salud afectado negativamente, lo que reduce la probabilidad de resistencia a diversos
factores de estrés y consecuentemente su supervivencia, por lo que la calidad de estos

sitios esta afectada.
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3.4 CONCLUSIONES

Los resultados del enfoque univariado permitieron evidenciar un efecto de los
sitios (cinturdn florihorticola, la industria petroquimica, las descargas cloacales y sitio de
referencia) sobre la mayoria de los parametros clinicos evaluados en los individuos de L.

luctator. La mayoria de los parametros resultaron efectivos para diferenciar entre sitios.

El analisis de componentes principales, el v test y el andlisis discriminante
permitieron detectar la influencia de los sitios sobre los parametros clinicos en particular
y también sobre la condicién de los individuos. Se observo una correspondencia entre
los individuos afectados y el cinturon florihorticola (CFHI1), la industria petroquimica
(IP1) y las descargas cloacales (DCI1). Los parametros resultaron efectivos para

diferenciar entre sitios.

Al analizar la especificidad de respuesta en los casos correspondientes al presente
estudio, ambos enfoques permitieron distinguir pocos pardmetros que varien de manera
especifica en un sitio: la inhibicion de CAT en rifidbn como una respuesta especifica que
caracteriza a los individuos afectados provenientes de la petroquimica; el aumento de
IHS, GST en higado y RTT como una respuesta especifica que caracteriza a los individuos
afectados provenientes de las descargas cloacales; y los valores bajos de Eos, Bas y N:L
y elevados de Lin como una respuesta que caracteriza a los individuos normales
provenientes del sitio de referencia. Ademas, valores bajos de Neu caracterizaron a

individuos provenientes de SR1.

Los resultados del enfoque multivariado permitieron distinguir asociaciones entre
algunos parametros dentro de cada nivel como por ejemplo dentro del nivel sanguineo, y
dentro del nivel inmunolégico, lo que indica redundancia en la informacion. No se

encontraron relaciones entre pardmetros provenientes de diferentes niveles.

Los principales pardmetros clinicos que permitieron detectar diferencias entre los
sitios evaluados fueron: ICC, IHS, ICG, Hto, Hb, GST en higado, CAT en higado, Neu,
Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, y RTT.

Considerando todas las lineas de evidencia de manera integrada (los resultados de
los analisis, modulados por nuestra percepcion a partir de lo aprendido junto con la
relevancia bioldgica y ecotoxicologia de la respuesta de cada pardmetro) estamos en

condicion de responder las preguntas ;Cudl es el sitio que presenta los individuos con el
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estado de salud mas afectado? y ;cuales son los parametros recomendados para su
utilizacion en un indice de salud? Podemos decir que los individuos provenientes de la
industria petroquimica y las descargas cloacales son los individuos que presentan el
estado de salud mas afectado; y los parametros clinicos recomendados para la confeccion
de un indice de salud en orden decreciente de relevancia serian: Lin, Neu, Eos, Bas, IHS,
Mon, N:L, RTT, ICC, ICG, Hb, CAT en higado, GST en higado, GST en musculo, Hto
CAT en rifién, y AChE en plasma (ver la confeccion de este indice més adelante en el
capitulo 5).

A partir de los resultados obtenidos en el presente capitulo llegamos a la
conclusion que ambos enfoques empleados (la herramienta propuesta) han permitido
demostrar una relacion entre las hipdtesis y los objetivos planteados con los resultados
obtenidos, todo sustentado por una gran cantidad de informacion (de calidad, variada)
analizada de manera detallada, minuciosa y rigurosa, la que finalmente pudo ser
interpretada correctamente contemplando el concepto de consiliencia y el paradigma

actual de la ecotoxicologia.

Proponemos el protocolo de procesamiento y obtencion de muestras y andlisis
estadistico utilizado como tres piezas de una herramienta para ser empleada en la
evaluacion del estado de salud de anuros provenientes de sitios alterados por la actividad

antropica.
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CAPITULO 4: APLICACION DE LA
HERRAMIENTA PROPUESTA. ESTUDIO DE
CASOS

4.1 INTRODUCCION

En el capitulo anterior se explicd en detalle el protocolo de procesamiento y
obtencion de muestras de individuos, el andlisis estadistico realizado, y la interpretacion
de cada parametro clinico evaluado, como parte de una herramienta para la evaluacion
del estado de salud de anuros provenientes de sitios alterados por la actividad antrdpica.
En el mismo, se concluy6 que la herramienta presentada puede ser utilizada para tal fin,
y basandonos en esa conclusion, el objetivo del presente capitulo es aplicar la herramienta
propuesta en diferentes escenarios. Considerando como escenario 1 aquel conformado
por individuos de L. luctator colectados en el ano 2016 en los sitios SR1, CFHI, IP1 y
DC1 (capitulo 3), en el presente capitulo, la herramienta serd aplicada en otros 5
escenarios los cuales estan conformados por nuevos sitios, e incluso otra especie (R.
arenarum) y nuevos pardmetros clinicos, para determinar el estado de salud de los
individuos provenientes de sitios afectados por la actividad florihorticola, la industria
petroquimica y las descargas cloacales, ademas de sitios de referencia, y para conocer si
a partir de la evaluacion del estado de salud, es posible distinguir entre sitios.

Con la intencion de no ser reiterativos y dado que gran parte de la metodologia
presentada, los procedimientos desarrollados, los analisis estadisticos y las
interpretaciones realizadas en estos nuevos escenarios son los mismos que los presentados
en el capitulo 3 (escenario 1), se procedera a presentar en cada uno de los nuevos
escenarios, el detalle de los disefios de muestreo, y los resultados obtenidos, realizando
interpretaciones y discusiones mas generales teniendo en cuenta las conclusiones a las

que se arrib6 en el capitulo anterior.
Biomarcadores a nivel plasmatico

En el presente capitulo se incorpora la medicion de nuevos parametros clinicos,

correspondientes a los parametros a nivel plasmatico.

Las enzimas juegan un papel muy importante en la regulacion del metabolismo,
ya que cumplen funciones especificas, y comprenden una valiosa herramienta de

diagnostico del estado de salud. Las enzimas tienen ubicacion intracelular, algunas estan
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ampliamente distribuidas, mientras que otras se hallan en elevadas concentraciones en las
células ciertos 6rganos. Existe una pequefia concentracion de todas las enzimas en el
plasma, como consecuencia de su liberacion por las células, o por la reposicion celular,
pero cuando el nivel plasmatico de una enzima es significativamente superior al normal,
se debe a que hay un desorden en el 6rgano u organos que la contienen. Entre los
desérdenes se encuentran la necrosis celular que permite la liberacion de las enzimas ya
sea por rotura de membrana o por aumento de su permeabilidad, y la induccion de las
células a sintetizar mas enzimas. El cambio mas habitual para evaluar un cambio en el
metabolismo es el incremento de las enzimas en plasma, pero a veces una deficiencia de
células en un 6rgano puede provocar una disminucion del nivel enzimatico en plasma (Da
Poian y Casthanho, 2015).

En general, se realiza la evaluacion de enzimas presentes en el higado y rindén
debido al papel fundamental que tienen estos Organos en el metabolismo de los
organismos. El higado es esencial en el metabolismo de nutrientes, la detoxificacion y
excrecion de metabolitos y xenobidticos, como asi en la sintesis de proteinas plasmaticas
y la digestion a partir de la sintesis de secreciones biliares, mientras que los rifiones
funcionan como 6rgano excretor para la eliminacion de desechos metabolicos (Bruyette,
2020). Por otro lado, la medicion de pardmetros en plasma como iones, proteinas, y otros
compuestos del metabolismo son futiles para explicar y diagnosticar los procesos
fisiologicos que ocurren en los individuos, y de esta manera detectar desordenes que
pueden estar ocurriendo en diferentes drganos y/o tejidos (Kaneko y col., 1997).

Existen pocas investigaciones que aportan informacion sobre los efectos que la
exposicion a los contaminantes empleando parametros plasmaticos en anuros (Chiesa y
col., 2006; Medina y col., 2016), la mayoria se basa en el aporte de informacién sobre los
intervalos de referencia (Cathers y col., 1997; Coppo y col., 2003; Wilson y col., 2011;
Young y col., 2012; Forzan y col., 2016).

4.1.1 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
Hipotesis
Es posible aplicar la herramienta presentada en el capitulo anterior en diferentes

escenarios.

Los individuos provenientes de sitios alterados por las actividades antrdpicas

presentan estado de salud afectado.
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Objetivos

1- Poner a prueba el protocolo de obtencidon, procesamiento de muestras, y el
posterior andlisis estadistico como parte de la herramienta desarrollada en el
capitulo anterior para evaluar el estado de salud en anuros.

2- Evaluar el estado de salud de los individuos de L. luctator y R. arenarum
provenientes de sitios alterados por el cinturon florihorticola, industria
petroquimica, descargas cloacales, y de sitios de referencia.

3- Aportar sugerencias sobre como proceder en cada paso de la investigacion para

evaluar el estado de salud de los anuros.

4.2 MATERIALES Y METODOS

Se determinaron cinco escenarios, los que corresponden a diferentes afios,
especies, sitios y parametros evaluados, los cuales se detallan en la tabla 4.1. El escenario
1 corresponde a los individuos de L. luctator colectados en el afio 2016 en los sitios SR1,
CFHI, IP1 y DCI1, descripto y analizado en el capitulo 3 y por lo tanto no esta incluido

en este capitulo.

Tabla 4.1: Resumen de la conformacion de cada escenario.

Total
Escenario Afio Especie  Sitios Parametros parametros
SR2  Individuo (ICC, IHS, ICG, IGS)
CFH1 Sanguineo (Hto, RGR, Hb,VCM, HCM, CHCM)
> 2017 L luctator Inmunolégico (Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, 27

IP2  RTGB, RTT)
Bioquimico (GST, CAT, AChE en higado, rifion,
DC2  musculo y/o plasma)

SR3  Individuo (ICC, IHS, ICG, IGS)
SR4  Sanguineo (Hto, RGR, VCM)
3 2019 L. luctator Inmunolégico (Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, 35
DC1 RTGB, RTT)
Plasmaéticos (20 pardmetros)

SRO  Individuo (ICC, IHS, ICG, IGS)
CFH1 Sanguineo (Hto, RGR, Hb,VCM, HCM, CHCM)

4 2017 R. arenarum Inmunolégico (Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, 18
DC3 RTGB, RTT)
SRO  Individuo (ICC, IHS, ICG, 1GS)

5 2018 R. arenarum 1P3 Sanguineo (Hto, RGR, Hb,VCM, HCM, CHCM) 13

Inmunolégico (Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L,
DC3 RTGB, RTT)

SRO  Individuo (ICC, IHS, ICG, IGS)
P4  Sanguineo (Hto, RGR,VCM)
6 2019 R. arenarum Inmunolégico (Neu, Eos, Bas, Mon, Lin, N:L, 35
1P5 RTGB, RTT)
Plasmaticos (20 parametros)
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4.2.1 Sitios de muestreo y colecta de individuos:

Durante las primaveras de los afios 2017 al 2019 (septiembre-noviembre), se
llevaron a cabo campanas de muestreo a diferentes sitios de estudio, cada uno de ellos
situado en alguna de las problematicas ambientales estudiadas en la presente tesis
(cinturon florihorticola, industria petroquimica, descargas cloacales, y sitios de
referencia) y se colectaron adultos machos y hembras de Leptodactylus luctator y machos
de Rhinella arenarum. En el mapa correspondiente a la figura 4.1 y en la tabla 4.1 se

pueden observar todos los sitios muestreados en cada escenario.

1P4RC2
S R3
Chasgomis
SITIOS DE ESTUDIO D?l
@ CIH (cinturon florihorticola) DC3

@ DC (descargas cloacales)
1P (ndusiria pelroquimica)
@ SR Gsitio de referencia)

Figura 4.1: Mapa del area de estudio y sitios de muestreo correspondientes a cinturon
florihorticola (CFH), descargas cloacales (DC), industria petroquimica (IP) y sitio de referencia
(SR).

La colecta de individuos de L. luctator se llevd a cabo durante la noche, en el
periodo previo a la reproduccién de los individuos. Al llegar al sitio, se realizd un
recorrido del sitio para detectar la presencia de la especie. Para el caso de R. arenarum la
colecta se llevd a cabo durante el dia, en el momento de la reproduccion. La deteccion de
los individuos se llevd a cabo mediante la audicion de los coros reproductivos, con la
posterior identificacion de los individuos al llegar al lugar. Todos los individuos fueron
colectados como se menciond oportunamente en la seccion 3.2.1 (pagina 108). Para la

coleccion de individuos se contd con los permisos correspondientes a Direccion de Flora
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y Fauna de la Provincia de Buenos Aires (codigo 22500-22339/13 disposicion 55 y 108
y codigo 22500-41820/17 disposicion 73; DI-2019-101-GDEBA-DFYFMAGP).

4.2.2 Obtencion de muestras biologicas y medicion de parametros
clinicos:

Para el procesamiento de los individuos, obtencion de muestras y medicion de
parametros clinicos se sigui6 el mismo procedimiento realizado en la secciéon 3.2.2 del
capitulo 3. Ademas, para las muestras procesadas en el 2019 también se midieron
parametros a nivel plasmatico, cuyo procedimiento fue realizado en colaboracion con el
Dr. Jorge Pessacq en las instalaciones de su laboratorio bioquimico. Todos los pardmetros
plasmaticos fueron medidos siguiendo técnicas de International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) (2002, 2010), la sociedad espafiola de
quimica clinica (1989) y Tietz, (2005). utilizando espectrofotometro automatizado marca
Mindray BS 380.

Para la determinacion de lactato deshidrogenasa (LDH) se utilizo la siguiente
mezcla de reaccion: 1 ml de reactivo de trabajo compuesto por reactivo A (7ris 100
mmol/L + piruvato 2,75 mmol/L + cloruro de sodio 222 mmol/L a pH 7,2) y reactivo B
(NADH 1,55 mmol/L + sodio azida 9,5 g/L), y 20 ul de muestra de plasma. El cambio de
absorbancia se registro, pasados 30 segundos, cada 1 minuto durante 3 minutos por
espectrofotometria a 340 nm de longitud de onda. Se calcul6 el incremento de absorbancia

por minuto promedio, y se expresé en U/L.

Para la determinacion de cretina kinasa (CPK) se utilizo la siguiente mezcla de
reaccion: 1 ml de reactivo de trabajo compuesto por reactivo A (Imidazol 125 mmol/L +
EDTA 2 mmol/L + acetato de magnesio 12,5 mmol/L + D-glucosa 25 mmol/L + N-
acetilcisteina 25 mmol/L + hexoquinasa 6000 U/L + NADP 2,4 mmol/L a pH 6,7) y
reactivo B (fosfato de creatina 250 mmol/L + ADP 15 mmol/L + AMP 25 mmol/L +
P1,P5-di (adenosina-5’-pentafosfato 100 umol/L + glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
8000 U/L), y 50 ul de muestra de plasma. El cambio de absorbancia se registro, pasados
3 minutos, cada minuto durante 3 minutos por espectrofotometria a 340 nm de longitud
de onda. Se calcul6 el incremento de absorbancia por minuto promedio, y se expreso en
U/L.

Para para la determinaciéon de alanina aminotransferasa (TGP) se utilizé la
siguiente mezcla de reaccion: 1 ml de reactivo de trabajo compuesto por reactivo A (7ris

150 mmol/L + L-alanina 750 mmol/L + lactatodeshidrogenasa>1350 U/L a pH 7,3) y
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reactivo B (NADH 1,9 mmol/L + 2-oxoglutarato 75 mmol/L + hidroxido sodico 148
mmol/L + sodio azida 9,5 g/L), y 50 ul de muestra de plasma. El cambio de absorbancia
se registro, pasado 1 minuto, cada minuto durante 3 minutos por espectrofotometria a 340
nm de longitud de onda. Se calcul6 el incremento de absorbancia por minuto promedio,
y se expreso en U/L.

Para la determinacion de aspartato aminotransferasa (TGO) se utiliz6 la siguiente
mezcla de reaccion: 1 ml de reactivo de trabajo compuesto por reactivo A (7ris 121
mmol/L + L-aspartato 362 mmol/L, malato deshidrogenasa > 460 U/L + lactato
deshidrogenasa >660 U/L + hidroxido sodico 255 mmol/L a pH 7,8) y reactivo B (NADH
1,9 mmol/L + 2-oxoglutarato 75 mmol/L + hidroxido sodico 148 mmol/L + sodio azida
9,5 g/L), y 50 ul de muestra de plasma. El cambio de absorbancia se registro, pasado 1
minuto, cada minuto durante 3 minutos por espectrofotometria a 340 nm de longitud de
onda. Se calculd el incremento de absorbancia por minuto promedio, y se expreso en U/L.

Para la determinacion de fosfatasa alcalina (FA) se utilizo la siguiente mezcla de
reaccion: 1 ml de reactivo de trabajo compuesto por reactivo A (Dietanolamina 1,2 mol/L
+ cloruro de magnesio 0,6 mmol/L a pH 9,8) y reactivo B (4-Nitrofenilfosfato 60
mmol/L), y 20 pl de muestra de plasma. El cambio de absorbancia se registré cada minuto
durante 3 minutos por espectrofotometria a 405 nm de longitud de onda. Se calcul6 el
incremento de absorbancia por minuto promedio, y se expreso en U/L.

Para la determinacion de colesterol total (COL) se utilizoé: reactivo A (Pipes 35
mmol/L + colato sédico 0,5 mmol/L + fenol 28 mmol/L + colesterol esterasa>0,2 U/ml
+ colesterol oxidasa >0,1 U/ml + peroxidasa > 0,8 U/ml + 4-aminoantipirina 0,5
mmol/L a pH 7), un patron de colesterol (colesterol 200 mg/dL (5,18 mmol/L). Se
prepararon 3 tubos de ensayo: 1-Blanco compuesto por 1 ml de reactivo A; 2-Patrén
compuesto por 10 pl del patrén + 1 ml del reactivo; 3- Muestra, compuesto por 10 pl de
la muestra de plasma + 1 ml de reactivo, y se dejaron incubar durante 10 min a
temperatura ambiente. Se leyo la absorbancia del patron y de la muestra a 500 nm frente
al blanco. La concentracion de colesterol fue calculada a partir de la siguiente férmula:
(AMuestra / Apatron) X Cpatron = CMuestra y fue expresada en mg/dL.

Para la determinacion de lipoproteina de alta densidad (HDL) se utiliz6: 3 ul de
muestra de plasma, 300 ul de reactivo 1 (polianion 1% + 4-AF 2 Mm), y 100 ul de
reactivo 2 (Tensioactivo no ionico 0,5% + colesterol estearasa > 120 UI/L + colesterol
oxidasa > 60 UI/L + peroxidasa > 500 UI/L +N,N-bis (4-sulfobutil)-m-toludina 0,4 mM

a pH 5,7). Se mezcld la muestra con el reactivo 1 y se dejo incubar durante 5 minutos,

158



para luego leer la absorbancia a 600-700 nm. Posteriormente se agregé el reactivo 2 y se
repiti6 la lectura de absorbancia luego de 5 minutos de reposo. La concentracion de HDL
fue calculada a partir de la siguiente formula: (Ap / Ac) X Ccalibrador = CrpL y fue expresada
en mg/dL.

Para la determinacion de triglicéridos (TGC) se utilizo: reactivo A (Pipes 45
mmol/L + 4-clorofenol 6 mmol/L + <acetato magnésico 5 mmol/L + lipasa > 100 U/mL
+ glicerol quinasa > 1,5 U/mL + glicerol-3-fosfato oxidasa > 4 U/mL + peroxidasa >
0,8 U/mL + 4-aminoantjpirina 0,75 mmol/L + ATP 0,9 mmol/L a pH 7), y un patrén de
triglicéridos (glicerol equivalente a troleina 200 mg/dL (2,26 mmol/L). Se prepararon 3
tubos de ensayo: 1-Blanco compuesto por 1 ml de reactivo; 2-Patron compuesto por 10
ul del patréon + 1 ml del reactivo A; 3- Muestra, compuesto por 10 pl de la muestra de
plasma + 1 ml de reactivo A, y se dejaron incubar durante 15 min a temperatura ambiente.
Se ley6 la absorbancia del patron y de la muestra a 500 nm frente al blanco. La
concentracion de triglicéridos fue calculada a partir de la siguiente formula: (Amuestra /
Apatron) X Cpaton = Cwmuestra Y fue expresada en mg/dL.

La determinacion de lipoproteina de muy baja densidad VLDL) se realizd
aplicando la siguiente formula: TGC / 5.

Para la determinacion de urea (Ur) se utilizo: reactivo A (Tris 100 mmol/L + 2-
oxoglutarato 5,6 mmol/L + ureasa >140 U/mL + glutamato deshidrogenasa >140 U/mL
+ etilenglicol 200 g/L + sodio azida 0,95 g/L a pH 8), reactivo B (NADH 1,5 mmol/L +
sodio azida 9,5 g/L), un patron de glucosa/urea/creatinina (glucosa 100 mg/dL + urea 50
mg/dL + creatinina 2 mg/dL). Se pipete6 1,5 ml de reactivo de trabajo (formado por
reactivo A+ reactivo B) y 10 ul de patron o muestra. El cambio de absorbancia se registré
a los 30 segundos y a los 90 segundos por espectrofotometria a 340 nm de longitud de
onda. La concentracion de urea fue calculada a partir de la siguiente formula: (A1-Az)
Muestra / (A1-A2) Patron) X Cpatron = CMuestra y fue expresada en mg/dL.

Para la determinacion de amilasa (Ami) se utilizo la siguiente mezcla de reaccion:
2 ml de reactivo A (CNP-G3 2,25 mmol/L + cloruro de calcio 5 mmol/L + cloruro de
sodio 70 mmol/L + tiocianato de potasio 900 mmol/L + buffer MES 100 mmol/L a pH 6),
y 100 pl de muestra de plasma. El cambio de absorbancia se registré a los 60 y 120
segundos por espectrofotometria a 405 nm de longitud de onda. La concentracion de
amilasa fue calculada a partir de la siguiente féormula: AA/min x factor (1,628) y fue

expresada en U/L.
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Para la determinacion de creatinina (Creat) se utilizo: reactivo A (acido picrico
12,7 mmol/l + laurilsulfato de sodio 8,4 mmol/l), reactivo B (borato 53 mmol/l +
hidroxido de sodio 970 mmol/l), standard (solucién de creatinina 20 mg/l). el reactivo
A+B corresponden al reactivo del trabajo. Se prepararon dos cubetas: 1- Estandar (S):1,2
ml de reactivo de trabajo + 0,2 ml de standard. 2- Desconocido (D): 1,2 ml de reactivo de
trabajo + 0,2 ml de muestra de plasma. La absorbancia en ambas cubetas fue medida a
los 30 segundos y a los 5 minutos por espectrofotometria a 500 nm de longitud de onda.
La concentracion de creatinina fue calculada a partir de la siguiente formula: (D2-D1) x
[20mg/L/(S2/S1)] y fue expresada en U/L.

Para la determinacion de proteinas de baja densidad (LDL) se utilizd: reactivo A
(sulfato de polivinilo disuelto en polietilenglicol (PM: 600) al 25%, pH 6,7), colestat
enzimatico. En un tubo Kahn se colocaron 200 pl, y 100 pl de reactivo A los cuales fueron
homogenizados durante 20 segundos, y centrifugados 15 mn a 3000 r.p.m para separar el
sobrenadante, el cual fue utilizado como Muestra para el ensayo colorimétrico. Se
prepararon 3 tubos: 1-blanco (B): 2 ml de reactivo de trabajo; 2-standard (S): 20 ul de
estandar + 2 ml de reactivo de trabajo; 3- Desconocido (D): 100 ul de sobrenadante + 2
ml de reactivo de trabajo. La absorbancia de los tres tubos fue medida a 505 nm, llevando
al aparato a cero de absorbancia con el blanco. La concentracion de LDL fue calculada a
partir de la siguiente formula: (Ap / Ac) X Ccalibrador = CLpL y fue expresada en mg/dL.

Para la determinacion de proteinas totales (PT) se utilizé: reactivo A (complejo
EDTA/Cu 13 mmol/L en hidréxido de sodio 875 mmol/L y alquil aril poliéter (AAP)), y
Calibrador A plus / Proti 2 Suero Patrén de Wiener lab. Se prepararon 3 tubos: 1-blanco
(B): 2 ml de reactivo A; 2-standard (S): 20 pl de calibrador + 2 ml reactivo A; 3-
Desconocido (D): 20 pl muestra + 2 ml reactivo A. La absorbancia de los tres tubos fue
medida por espectrofotometria a 540 nm, luego de 15 minutos de incubaciéon. La
concentracion fue calculada a partir de la siguiente formula: (Ap / Ac) X Ccatibrador = CpT
y fue expresada en g/dL.

Para la determinacion de albumina (Alb) se utilizd: reactivo A (solucion de BCG
0,3 mmol/L + buffer acetato 0,1 mol/L + polioxietilén lauril éter 0,9 g/L); y calibrador A
plus / Proti 2 Suero Patron de Wiener lab. Se prepararon 3 tubos: 1-blanco (B): 2,5 ml
reactivo A; 2- Standard (S): 10 ul de calibrador + 2,5 ml reactivo A; 3-Desconocido (D):
10 pl de muestra + 2,5 ml de reactivo A. La absorbancia de los tres tubos fue medida por

espectrofotometria a 625 nm luego de 10 minutos de incubacion. La concentracion fue
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calculada a partir de la siguiente formula: (Ap / Ac) X Ccatibrador = Calp y fue expresada en
g/dL.

A partir de resta entre proteinas totales y albumina, se determiné la concentracion
de Globulinas (Glob) la cual fue expresada en g/dL.

Para la determinacion de calcio (Ca) se utilizo reactivo A (solucion de 0.08 mmol/1
de o-cresolftalein complexona + 4 mmol/l de 8-hidroxiquinolina); reactivo B (socucion
de 3,5 mmol aminometil propanol) y un estandar de calcio (solucion de calcio 10 mg/dl).
Se prepararon 3 tubos de ensayo: 1- blanco (B) compuesto por 1 ml de reactivo A + 1 ml
de reactivo B + 50 pul agua destilada; 2- standard (S) compuesto por 1 ml reactivo A + 1
ml reactivo B + 50 pul standard; y 3- desconocido (D) compuesto por 1 ml reactivo A + 1
ml reactivo B + 50 ul de la muestra. Se dejaron incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se leyo la absorbancia a 570 nm. La concentracion de calcio fue calculada a
partir de la siguiente formula: Ap * (10 mg*dl™! / As) (A=absorbancia) y fue expresada
en mg/dl.

Para la determinacion de fosforo (P) se utilizo6 reactivo A (soluciéon de molibdato
de amonio 2 mmol/l en 4cido sulfurico 1%); y standard (solucién estabilizada de fosfatos
equivalente a 4 mg/dl de fosforo inorganico). Se prepararon 3 tubos de ensayo: 1- blanco
(B) compuesto por 1 ml de reactivo A; 2- standard (S) compuesto por 1 ml reactivo A +
10 pl standard; y 3- desconocido (D) compuesto por 1 ml reactivo A + 10 pl de la muestra.
Se dejaron incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y se leyo la absorbancia a
340 nm, llevando el aparato a cero con el blanco. La concentracion de fosforo fue
calculada a partir de la siguiente formula: Ap * 4 mg*dl"' / As (A=absorbancia) y fue
expresada en mg/dl.

Para la determinacion de magnesio (Mg) se utilizo reactivo A (solucion de xylidyl
blue 0,1 mM y EGTA 0,04 mM en buffer Tris 0,2 M, pH 11,3); y standard (solucion de
magnesio 3 mg/dl). Se prepararon 3 tubos de ensayo: 1- blanco (B) compuesto por 1 ml
de reactivo A + 10 pl de agua destilada; 2- standard (S) compuesto por 1 ml de reactivo
A + 10 pl de standard; y 3- desconocido (D) compuesto por 1 ml de reactivo A + 10 pl
de la muestra. Se dejaron incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente y se leyo la
absorbancia a 510 nm llevando el aparato a cero con el blanco. La concentracion de
magnesio fue calculada a partir de la siguiente formula: Ap * 3 mg*dl' / As

(A=absorbancia) y fue expresada en mg/dl.
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4.2.3 Tratamiento de datos y analisis estadistico
Para el tratamiento de los datos y el analisis estadistico se sigui6 el mismo

procedimiento que el realizado en la seccion 3.2.3 y 3.2.4 del capitulo 3.

4.3 RESULTADOS

Escenario 2 (L. luctator —2017)

Se logrd colectar un total de 73 individuos machos y hembras de L. luctator
provenientes de sitios afectados por la florihorticultura (CFHI1; n=14), la industria
petroquimica (IP2; n=24) y la descarga de efluentes cloacales (DC2; n=18), y ademas
individuos provenientes de un sitio de referencia (SR2; n=1