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Resumen

La caracterizacién ambiental tradicionalmente se ha centrado en el analisis
de la variabilidad en la abundancia y riqueza de especies, la modificacion de las
comunidades o las respuestas fisiologicas de grupos de organismos a parametros
fisico-quimicos (pH, materia organica, demanda biolégica de oxigeno, demanda
quimica de oxigeno, presencia y concentracion de sustancias téxicas). En otros
paises desde hace varios afnos, la comunidad cientifica ha utilizado biomarcadores
de dafio genético para determinar (a niveles subletales y previos al desarrollo de
sintomas a nivel individual o de modificaciones en la estructura de poblaciones o
comunidades), los efectos de una gran variedad de agentes xenobioOticos sobre
organismos nativos, de laboratorio o incluso sobre seres humanos. En Uruguay, sin
embargo, los biomarcadores de genotoxicidad atin no se han incorporado como
herramientas rutinarias para la caracterizacion ambiental o para el monitoreo
biolégico.

La Genética Toxicoldgica aporta varios tipos de marcadores de dafio
genético de exposicion aguda y crénica, asi como de efecto, que se utilizan en
andlisis in vitro e in vivo sobre diversos organismos, que habitan ambientes de
especial interés por su valor natural, pecuario o por las consecuencias sanitarias o
ecologicas que los eventos de contaminacion podrian generar.

En esta tesis se realiza la caracterizacion ambiental del principal humedal de
la Playa Penino (Departamento de San Jos¢) mediante el uso de biomarcadores de
dafio genético aplicados a organismos centinela (Ctenomys), mediante exposicion in
vitro de Lilidceas en ensayos validados, asi como a través de parametros fisico-
quimicos vinculados a la carga de nutrientes y microorganismos patogenos. En el
analisis de la relacion entre los parametros bioldgicos y ambientales, se concluye
que la descarga de efluentes domésticos liquidos estaria vinculada a los altos indices
de dafio genético revelados por los biomarcadores utilizados. Los niveles de dafio
genético registrados, superan a los hallados en trabajos realizados en el sur de Brasil
para el mismo centinela. Los niveles de genotoxicidad registrados en Playa Penino
(area protegida sin saneamiento) superan a los registrados en individuos de la zona
urbanizada de Carrasco (con saneamiento).

Se estudia en profundidad uno de los marcadores de dafo genético en

Ctenomys; el test de micronucleos, debido a la importancia que reviste el bazo en el



alcance de esta herramienta, para detectar dafio crénico o cronico reciente en
eritrocitos de sangre periférica. Los resultados indican que dicho test revela dafio
cronico reciente (exposicion de lapsos cortos).

Por otro lado, se profundiza el andlisis de la capacidad de reparacion que
estos organismos presentan frente a la accion de agentes mutagénicos conocidos
(bleomicina y MMS) y el comportamiento de complejos proteicos fundamentales
en la replicacion, transcripcion, ciclo celular y reparacion del ADN (BRCAL1 y p53).
Ambas poblaciones utilizadas reparan el dafilo provocado por agentes mutagénicos
en un lapso de 24 horas. Las proteinas p53 y BRCA1 se acumulan en el nucleo en
forma temprana luego de producirse la exposicidn, visualizandose las sefales en el
citoplasma entre las 12 y las 24 horas, probablemente por la exportacién del nucleo
al citoplasma debido a modificaciones postraduccionales (proteinas ubiquitinadas o
no fosforiladas que se degradan en el proteosoma). Las diferencias en los niveles de
dafio genético analizados a través de los marcadores de genotoxicidad, reflejan por
ende, deterioro del ecosistema en Playa Penino y no se relacionan con diferencias

en la maquinaria de reparacién o control del ciclo celular.



INTRODUCCION

INTEGRIDAD ECOSISTEMICA

Se ha definido integridad ecosistémica como la capacidad de un ecosistema
para mantenerse balanceado, integrado y adaptado a sus condiciones externas
(Karr, 1996), manteniendo su organizacion; su estructura y su funcion. La
estructura se refiere a las interrelaciones entre los diferentes elementos del sistema,
y la funcién a las actividades o procesos que ocurren dentro del sistema (Kay,
1991). Por ello, es necesario integrar estudios tendientes a analizar caracteristicas
funcionales de los ecosistemas (como descomposicion de materia organica o aporte
de nutrientes) y estructurales (disminucion de ciertas especies o alteraciones de las
mismas) (Gessner y Chauvet, 2002). Adicionalmente, la resiliencia del ecosistema
es su habilidad de recuperarse frente a una perturbacién (Jergensen, 2005).

Existen numerosos indicadores para analizar el estado de un ecosistema y la
eleccion de los mismos dependera de los objetivos que se persigan; la busqueda de
alteraciones tempranas, cumplimiento de limites establecidos por la ley,
establecimiento de medidas de manejo y otros. Dichos indicadores deben cumplir
con algunos requisitos indispensables: a) ser sensibles a cambios en etapas
tempranas de modificacion antropica; b) ser econdmicos; c¢) ser sencillos de
muestrear y medir; d) ser repetibles. La estructura de las comunidades (niumero de
taxa, cantidad de individuos por taxdn, presencia de grupos especialmente
tolerantes a condiciones de perturbacion o posteriores a ellas), la abundancia o
indice de crecimiento de ciertas especies, presencia/ausencia de una o varias
especies indicadoras, distribucion de especies, familias, y grupos de organismos,
relaciones entre los mismos, concentracidén de sustancias quimicas, indicadores de
flujos de energia y materia entre estructuras del sistema, alteraciones morfoldgicas,
fisioldgicas, celulares o genéticas de poblaciones que habitan los ecosistemas en
estudio son ejemplos de indicadores (Schmitt y Osenberg, 1996; Pinilla, 1998; De
Azevedo y Da Matta, 2004; Quiroga, 2007).

Una de las principales formas de caracterizar un sistema acudtico es a través
de la determinacion de su estado tréfico. Si bien el proceso de colmatacién de un
ecosistema, producto del incremento gradual de la carga de nutrientes ocurre
naturalmente (Lampert y Sommer, 1997), en las ultimas décadas, la intensa

actividad humana (aumento de la poblacién, desarrollo industrial y ciertas practicas



agricolas) han acelerado el proceso de eutrofizacion (Hosper, 1997; Mazzeo y cols,
2002). Tradicionalmente, las categorias tréficas estan relacionadas con los valores
de productividad primaria, biomasa de los productores primarios y carga O
concentracion de nutrientes en el agua (Chalar y cols, 2010). La clasificacion de
estados troficos de un sistema acuatico tiene una enorme importancia para muchos
objetivos practicos como el uso del agua, el manejo de efluentes y la restauracion de

los ecosistemas (Chalar y cols, 2011).

EUTROFIZACION

El término “eutrofizacion” se utiliza para describir los efectos biogeofisicos y
bioldgicos en un ecosistema acuatico, derivados de un incremento en el suministro
y disponibilidad de nutrientes, en especial nitrogeno y fosforo. Eutrofo se llama a
un ecosistema caracterizado por una abundancia anormalmente alta de nutrientes.
Se dice que dicho ambiente se encuentra forzado, bajo tension o sometido a stress.
Las principales causas antropogénicas de procesos de eutrofizacién se pueden
agrupar de la siguiente manera: a) descarga de aguas servidas, ricas en nutrientes; b)
uso excesivo de fertilizantes, que aportan grandes cantidades de nitrégeno (en
forma de sales de nitrato y amonio) y fosforo (como fosfato) y; c) la eliminacion de
la vegetacion y la erosidon en suelos agricolas que producen arrastre de nutrientes
por escorrentia (Bennett y cols, 1999; Mazzeo y cols, 2002; RAPAL, 2010).

En un cuerpo de agua cerrado, por ejemplo una laguna, el proceso de
eutrofizacion puede terminar por convertirla en tierra firme. Esto ocurre porque los
nutrientes que ingresan masivamente al sistema generan una gran biomasa de
organismos de vida generalmente efimera, que al morir se acumulan sobre el fondo
y no son totalmente consumidos por organismos descomponedores (especialmente
bacterias). Procesos naturales de eutrofizacion se pueden observar claramente en
lagos y lagunas que se transforman en pantanos y posteriormente se cubren de
vegetacion (Niyogi y cols, 2003). Aunque tanto el nitrogeno como el fosforo
contribuyen en este proceso, la clasificacidon del estado tréfico normalmente se basa
en el nutriente que representa una limitante. En el agua, la presencia de especies de
algas capaces de fijar nitrogeno es bastante comun y los iones nitrato son bastante
abundantes por procesos de escurrimiento procedentes de los suelos, por ende, el
nitrdgeno no es un nutriente limitante en sistemas acuaticos como los humedales.
El fosforo por otra parte, no tiene suministro atmosférico, ya que no aparece de

forma natural en fase gaseosa. Incluso, el escurrimiento es normalmente bajo ya


http://es.wikipedia.org/wiki/Bacterias

que el fosfato debido a sus cargas negativas, se une fuertemente a las particulas del
suelo. En las aguas superficiales la mayoria del fésforo se encuentra en la biomasa
del fitoplancton, por tanto, la biodisponibilidad del fosforo depende del reciclado de
la biomasa por parte de las bacterias (Gutiérrez, 2000; Mazzeo y cols, 2002; Spiro y
Stigliani, 2004; Newman y Clements, 2008).

CONTAMINANTES: Biodisponibilidad, bioacumulacién y
biomagnificacién

Un contaminante es un elemento o compuesto quimico situado lejos de su
lugar de origen, o presente en concentraciones mayores de las normales que en
general tiene un efecto adverso sobre alguno o varios organismos. Puede tener un
origen natural o antrépico (CMA-JA, 1999).

El grado de toxicidad de una sustancia representa la intensidad de los efectos
nocivos que un agente contaminante produce en los organismos. Una sustancia del
medio pueda ser asimilada por un organismo cuando estd biodisponible.
Normalmente s6lo una fraccién de la sustancia o compuesto existente en el medio
es biodisponible y su efecto puede ser positivo, negativo, o indiferente para cada
organismo especifico, lo que dependera de las condiciones ambientales, de la forma
quimica en la que se encuentre dicho xenobiotico y de la capacidad de los
organismos para absorberlos, ingerirlos y metabolizarlos (Schmitt y Osenberg,
1996; CMA-JA, 1999; Buchwalter y cols, 2003; Newman y Unger, 2003).

Los elementos biodisponibles pueden ser acumulados en el organismo
(bioacumulacion) en varios Ordenes de magnitud mayores que la concentracién
encontrada en el ambiente, y pueden persistir durante bastante tiempo influyendo
en la peligrosidad potencial o futura (Damid Barcel6 y Lopez de Alda, 2008).

Los contaminantes del suelo pueden moverse hacia otros compartimentos
ambientales por volatilizacion, disolucion, lixiviado o erosién, y pasar a los
organismos cuando pueden ser bioasimilables, 1o que normalmente ocurre cuando se
encuentran en forma mdas o menos soluble. En general, la peligrosidad de un
contaminante depende de la persistencia. En ciertos casos, el ambiente ejerce
funciones de filtracion, descomposicidon, neutralizaciébn o almacenamiento de
ciertos contaminantes y evita en mayor o menor grado su biodisponibilidad. Pero
esta capacidad de depuracion no es igual para todos los ambientes (Spiro y

Stigliani, 2004; Cicerone y cols, 2007; Newman y Clements, 2008; Pacheco, 2008).



La biomagnificacion se produce a nivel del ecosistema; ocurre cuando la
concentracion de un contaminante aumenta en funcidén del “ascenso” en los

eslabones troficos presentes en el ecosistema (Cicerone y cols, 2007).

FUENTES DE CONTAMINACION

Cuando los contaminantes no tienen un punto claro de ingreso en los cursos
de agua que los reciben, se dice que la contaminacién de las aguas procede de
fuentes no localizadas (“difusas"). Cuando determinadas actividades generan aguas
residuales que a través de cafierias, pozo, conducto, canal, contenedor, fisura o
tuberia de descarga por ejemplo, llegan a aguas receptoras se denominan fuentes de
contaminacion localizadas (“puntuales”) (FAQO, 1997; Pérez, 2008).

Los contaminantes de procedencia no localizada, cualquiera que sea la
fuente, se desplazan por la superficie terrestre o penetran en el suelo, arrastrados
por el agua de lluvia. Estos contaminantes llegan a las aguas subterraneas, tierras
humedas, tributarios, lagos y finalmente, hasta los océanos en forma de sedimentos
y cargas quimicas transportadas por los rios (Morlans, 2010).

En términos generales los procesos que movilizan sustancias (incluidos
contaminantes) de un compartimento ambiental a otro son los siguientes (INE,

2006):

v' Infiltracion: La velocidad de infiltracion, es decir la velocidad con que el agua
superficial penetra en el suelo (cm/h), es uno de los términos mas comunes de
las ecuaciones hidroldgicas utilizadas para calcular la escorrentia superficial.
La infiltracion varia entre distintos episodios de lluvia y dentro de cada uno
de ellos, en funcién de factores como la humedad previa del suelo, la
vegetacion existente, etc. En general, la velocidad de infiltraciébn comienza
con un valor elevado durante una precipitacion, y disminuye a un valor bajo
cuando el suelo se ha saturado.

v' Escorrentia superficial: Las lluvias de gran intensidad suelen producir
abundante escorrentia superficial, pues la intensidad de precipitacion supera
la velocidad de infiltraciéon. La destruccion de la vegetacion superficial
protectora y la compactacion del suelo, da lugar a importantes fendmenos de
erosion provocada por el gran volumen de la escorrentia superficial.

v' Aguas subterraneas: Las aguas subterraneas se alimentan del agua que

atraviesa los horizontes edafolégicos y penetra en el material subyacente y/o



roca madre que se encuentra por debajo del suelo. Las aguas subterraneas
suelen fluir hacia el cauce de un rio, donde afloran y alimentan su caudal
durante los periodos en que las lluvias son escasas o nulas. Este componente
del caudal de los cursos de agua se llama "caudal base". La quimica del
caudal base es consecuencia de la geoquimica del suelo y de la roca madre, y
de las sustancias que hayan podido llegar a las aguas subterraneas por
lixiviacion.

La contaminacion puntual debida a efluentes domésticos e industriales
generan un impacto importante sobre las fuentes de agua en Uruguay. En nuestro
pais, se han desarrollado varios estudios vinculados con el proceso de eutrofizacion,
provocados por fuentes puntuales de contaminacion en diversos sistemas fluviales,
que constituyen la base de los monitoreos biologicos en aguas continentales. Para
cumplir con los objetivos de vigilancia para la calidad de agua, grupos académicos
de la Universidad en conjunto con la Direccion Nacional de Medioambiente
(DINAMA) han desarrollado monitoreos biologicos y fisico-quimicos en un
programa de monitoreo de cursos de agua. Estos estudios incluyen la cuenca del

Rio Santa Lucia, localizado al sur de Uruguay (34°41'-34°51°S; 54°59'-57°7"W),

que cubre un area de 13,310 km2 y que provee de agua potable a dos millones de
habitantes del area metropolitana de Montevideo (Pintos y cols, 1993; Arocena y
Mazzeo, 1994; Chalar, 1994; Arocena, 1996, 1998; Arocena y cols, 2000; Scasso y
cols, 2001; Conde y cols, 2002; De Le6on y Chalar,2003; Chalar, 2006, 2009;
Chalar, 2011). A pesar de que en esta region, la evapotranspiracion y la
temperatura varian segun la temporada, las precipitaciones no, dando lugar a
inviernos frios con alta escorrentia e las inundaciones frecuentes y los veranos

calidos con bajo flujo (Chalar y cols, 2011).

EFLUENTES DOMESTICOS LiQUIDOS

Los efluentes domésticos liquidos, también llamados aguas residuales,
derivan de las actividades tipicas de cualquier hogar. Si estos residuos liquidos ricos
en nutrientes y microorganismos patdégenos no son sometidos a procedimientos
adecuados de recoleccion, tratamiento y eliminacion, producirdn un impacto en el
entorno acudtico y en los recursos hidricos, asi como en el suelo. De igual modo, la
eliminacién incorrecta de los residuos sélidos, como envases y otros objetos

suponen una amenaza grave para dichos ambientes (Newman y Clements, 2008;



Red Ara, 2011). El crecimiento de la poblacion, sobre todo en los asentamientos
urbanos y la menor disponibilidad de recursos de muchos municipios de los paises
en desarrollo, contribuyen a agravar estos problemas (OMS, 2000; Pepe y
Lombardi, 2003; OMS, 2004).

En los paises desarrollados y en muchos en vias de desarrollo, casi todas las
excretas humanas se recogen por medio de alcantarillados, fosas sépticas u otro tipo
de sistemas de saneamiento. Esto proporciona un nivel sanitario adecuado en los
hogares, sin embargo, se vierte al entorno una cantidad considerable de aguas
residuales con muy poco tratamiento previo. En los paises en desarrollo, solo un
pequefio porcentaje de la poblacion total, aproximadamente 10%, sobre todo a
nivel urbano, tiene acceso a los sistemas de alcantarillado (Pepe y Lombardi, 2003).
A su vez, una proporcidn ligeramente mayor, del orden de 20%, dispone de algin
tipo de dispositivo de saneamiento. La gran mayoria (alrededor de 65%) de la
poblacién de los paises en desarrollo, no dispone de sistemas de saneamiento
adecuados. El contenido de las letrinas vertido a pozos negros se filtra normalmente
hasta las aguas subterraneas (OMS, 2000; Pepe y Lombardi, 2003; OMS, 2004; Iida
y Shock, 2009).

De acuerdo al Programa para el Ambiente de las Naciones Unidas (en sus
siglas en inglés United Nations Environmet Program), Uruguay registra solo un
20% de tratamiento primario de aguas respecto al total de aguas residuales vertidas
a cuencas (Keys y cols, 2012). De acuerdo a la UNEP (Keys y cols, 2012), la
disminucion en la calidad del agua afecta el bienestar humano en dos formas:
directamente a través del consumo de agua en condiciones que no cumplen la
reglamentacién nacional o internacional e indirectamente, degradando otros
ecosistemas como los humedales, las lagunas y los rios. En este sentido, cabe
destacar que la UNEP identifica a los humedales como ecosistemas que regulan el
flujo hidrico en muchas zonas geograficas, son reservoreo en épocas de sequia y
constituyen un filtro natural de nutrientes y polutos, particularmente nitrogeno y
tésforo de origen antropico.

El agua es un recurso indispensable para la vida que debe ser preservado,
evaluado y controlado para garantizar su calidad. La disponibilidad del agua apta
para la preparacion de alimentos, la higiene personal y doméstica, la agricultura,
pesca y la recreacion, es fundamental para garantizar la salud humana. La
contaminacion del agua con excretas puede producir las llamadas enfermedades

entéricas, en las que la infeccion se origina en el tubo digestivo y los



microorganismos causantes se eliminan por las heces (Silva y cols, 2004; Olivia y
Pérez, 2005).

En este sentido, el vertimiento de aguas servidas produce dos hechos
notables desde un punto de vista sanitario: a) la incorporaciéon de un gran nimero
de microorganismos pertenecientes a la flora fecal, y b) la incorporacion de
materias organicas fecales. El primero de ellos justifica el empleo de indicadores
microbiolégicos mientras que la incorporacién de materias fecales debera
condicionar el tipo de indicadores quimicos. Algunos indicadores quimicos de
contaminacion fecal que han sido considerados clasicamente son: materia organica
(demanda biolédgica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno y carbono organico
disuelto), nitratos, nitritos y amonio. Estos tres ultimos se producen en los procesos
de desaminacion y nitrificacion que sufre la materia orgénica tras la contaminacién
fecal, a expensas de la propia flora microbiana de las heces. El amonio, al
producirse en el primer paso de la mineralizacion, constituye para algunos autores
un indicador quimico indirecto de contaminacion fecal en las aguas (Newman y
Clements, 2008; Marquez y cols, 2007). En cuanto a los nitratos, se consideran
como indicadores de contaminacion fecal repetida, pues es el estado mas oxidado
del amonio (Newman y Clements, 2008; Marquez y cols, 2007).

En relacion a los microorganismos indicadores de calidad de agua, existen
grupos de microorganismos denominados indicadores de calidad sanitaria, entre los
que se cuentan los siguientes grupos: coliformes totales, coliformes fecales y
aerobios mesofilos (los cuales son heterotrofos, aerobios o anaerobios facultativos,
capaces de crecer en cualquier medio de agar nutritivo). El grupo de bacterias
coliformes ha sido siempre el principal indicador de calidad de los distintos tipos de
agua; el numero de coliformes en una muestra, se usa como criterio de
contaminacion y por lo tanto, de calidad sanitaria de la misma. Los coliformes son
bastones Gram-negativos, aerobios o anaerobios facultativos, que fermentan la
lactosa con formacién de gas cuando se incuban durante 48 horas a 35°C. Incluye
los géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y especies lactosa positiva de otros
géneros (Silva y cols, 2004; Vilchez, 2010; FPTCDW, 2011). Esto provee
informacién importante sobre la fuente y el tipo de contaminacion presente (Silva y
cols, 2004; Vilchez, 2010; FPTCDW, 2011).

El examen bacterioldogico del agua usualmente involucra métodos
tradicionales como el vertido en placa o métodos mas modernos como el uso de

ldmino-cultivos, para la estimacién de los coliformes y aerobios mesofilos (Silva y



cols, 2004; Vilchez, 2010; FPTCDW, 2011). Los coliformes fecales se denominan
termotolerantes por su capacidad de soportar temperaturas elevadas. Esta es la
caracteristica que diferencia a los coliformes totales de los fecales. La capacidad de
los coliformes fecales de reproducirse fuera del intestino de los animales
homeotérmicos, es favorecida por la existencia de condiciones adecuadas de
materia organica, pH y humedad. En agua, los coliformes totales funcionan como
una alerta de que ocurrié contaminacidn, sin identificar el origen. Su presencia
intensifica la vigilancia sobre la calidad de la misma (Silva y cols, 2004; Newman y
Clements, 2008; Vilchez, 2010; FPTCDW, 2011).

Importancia de los humedales

Los servicios ecosistémicos son aquellos beneficios que las personas obtienen
de los ecosistemas. Estos pueden ser de dos tipos: directos e indirectos. Se
consideran beneficios directos la produccién de provisiones —agua y alimentos—
(servicios de aprovisionamiento), la regulacion de ciclos como las inundaciones,
degradacion de los suelos, desecacion y salinizacidon (servicios de regulacion). Los
beneficios indirectos se relacionan con el funcionamiento de procesos del
ecosistema que generan los servicios directos (servicios de apoyo), como el proceso
de fotosintesis y la formacidén y almacenamiento de materia orgénica; el ciclo de
nutrientes; la creacién y asimilaciéon del suelo y la neutralizacién de desechos
toxicos. Los ecosistemas también ofrecen beneficios no materiales, como los
valores estéticos y culturales, o las oportunidades de recreacién (Kandus y cols,
2010; Valdez y Ruiz, 2012).

En términos generales los humedales son ecosistemas donde la inundacién
temporal o permanente es el factor determinante del tipo de comunidades
biologicas. El agua (dulce o salada) es el agente principal que crea condiciones
particulares para los organismos que alli viven; son ecosistemas de transicion
(ecotonos) entre un ecosistema terrestre y otro acuatico (Spiro y Stigliani, 2004) o
ecosistemas unicos mas o menos cerrados. Antiguamente, los humedales eran
considerados tierras “inutiles”, de baja productividad, de proliferacién de roedores
y de mosquitos y por tal motivo fueron objeto de obras de ingenieria para
transformarlos, ya sea desecandolos (por ejemplo el canal Andreoni en Rocha, o los
bafiados de Carrasco), construyendo diques o rellenandolos con el fin de que

tuvieran usos agricolas/pecuarios u otros usos productivos. Con el transcurso de los



afios, la percepciobn sobre los humedales ha ido cambiando y diversas
investigaciones fueron descubriendo el valor ecosistémico de los mismos, lo que
motivd que se implementaran programas nacionales e internacionales para su
conservacion (SNAP, 2006).

Entre los servicios ecosistémicos que brindan los humedales se encuentra el
trabajo artesanal basado en el uso de hidréfitas como juncos o totoras para elaborar
cestos, alfombras y demas productos. Los recursos del humedal también se utilizan
para la construccion de casas; maderas de arboles, juncos para paredes y techos
(quinchos). Los humedales brindan una gran cantidad de beneficios econémicos al
ser humano, como el abastecimiento de agua y de recursos alimenticios (peces,
mamiferos, etc), beneficios para la agricultura (gracias al mantenimiento de las
napas freaticas y a la retencion de nutrientes en las llanuras inundables que
posibilitan el pastoreo), producciéon de madera, obtencién de turba, posibilidades
educativas, recreativas y de turismo. A nivel ecosistémico, los humedales son
“areas vitales” para los ambientes costeros y continentales (Pantanal por ejemplo)
en términos de oferta de habitat y recursos para organismos terrestres y acuaticos,
también reducen la accion erosiva del agua. La vegetacion actia como reservorio
temporario y agente de movilizacion de nutrientes y contaminantes del sedimento
(De Groot y cols, 2002; Quetier y cols, 2007).

Los dos problemas mdas importantes que actualmente enfrentan las areas
costeras son la eutrofizacidén y la rdpida disminucién de las poblaciones (peces,
crustaceos y otros). Desafortunadamente, a pesar de los progresos conseguidos en
los ultimos decenios, los humedales figuran entre los ecosistemas mas amenazados
de la Tierra, sobre todo a causa de su continua desecacion, transformacién y
contaminacion, asi como por la explotacién excesiva de sus recursos (Binning y
cols, 2001; Spiro y Stigliani, 2004; SNAP, 2006).

Los humedales son reservorios de biodiversidad dado que mas del 40% de
las especies del mundo y el 12% de las especies animales los habitan. Dicha
biodiversidad es una importante fuente de genes con enorme potencial tanto para la
salud como desde el punto de vista econdémico, por ejemplo para la industria
farmacéutica o alimenticia. Se estima que en la produccién de medicamentos, se
utilizan mas de 20 mil especies de plantas medicinales, muchas de ellas
provenientes de humedales. A su vez, las dos terceras partes del pescado consumido
en el mundo dependen de humedales costeros en alguna etapa de su ciclo (Mitsch y

Gosselink; 1986; Binning y cols, 2001; Urdiales, 2006; SNAP, 2006).



CARACTERIZACION AMBIENTAL:
Biomonitores y biomarcadores

Muchas sustancias de origen antropico potencialmente dafiinas son liberadas
al ambiente en forma constante. Identificar la accion de agentes peligrosos se ha
convertido en una tarea exhaustiva y a pesar de los numerosos métodos analiticos
disponibles, colectar y analizar muestras suficientes en tiempos razonables,
continua siendo un gran obstaculo en el estudio de dafios ambientales. Para medir
contaminacion, hay una gran variedad de herramientas, incluso existen indices de
polucion estandarizados que pueden indicar tasas de bioacumulacion de
determinados téxicos como metales pesados (Wenner, 1988), aunque muchos
autores no estan de acuerdo con el uso de indices Unicos para la caracterizacién
ambiental (Schmitt y Osenberg, 1996). Existe una preferencia generalizada por la
medicion de abundancia de especies que permite el submuestreo de una poblacién
sobre largos periodos de tiempo sin alterarla (Farrington y cols, 1987). Otros
investigadores eligen las especies de acuerdo a la amplitud en su distribucion o la
resiliencia a las perturbaciones ambientales (algunos autores recomiendan el uso de
bivalvos, sobre peces o crustaceos debido a su alta tolerancia a las toxinas) (Schmitt
y Osenberg, 1996). Para algunos propositos como la determinacion de efectos
subletales donde la exposicion in vitro o en dispositivos especiales (ej.
limnotrampas) es necesaria, se escogen especies faciles de mantener en condiciones
de laboratorio (bioensayos) (Farrington y cols, 1987). Sin embargo, si el objetivo del
estudio es determinar el impacto de la polucidén sobre las poblaciones naturales en
un area determinada, la exposicion in vitro tiene escaso valor, ya que la mezlca de
variables ambientales naturales y antrdpicas que actuan sobre un organismo en un
ambiente dado, no pueden reproducirse in vitro. En este sentido, el monitoreo
ambiental que se realiza a través de organismos expuestos (biomonitores o centinelas),
utilizando tests en sistemas bioldgicos (biomarcadores), se han convertido en
herramientas fundamentales para la identificacion de polutos capaces de causar
dafio ambiental o sanitario en etapas tempranas de los eventos de contaminacion
(Butterworth, 1995; da Silva y cols, 2003).

Algunos contaminantes, o mezclas de ellos, provocan a los organismos en
forma directa, un efecto agudo de rdpida deteccidbn. Sin embargo, otros
xenobidticos causan efectos cronicos, que se detectan muchos anos después de que

ocurre la exposicidn, dificultando la asociacién del dano con los agentes que lo



causan. Para analizar dicha exposicién, son muy importantes los estudios con
biomarcadores de exposicion y efecto créonico. Los estudios in situ (en el ambiente
donde la exposicion ocurre), resultan fundamentales debido a que la toxicidad de
las mezclas de contaminantes puede verse aumentada sinérgicamente en relacion a
los componentes testados individualmente (Petras y cols, 1995; Ronco y cols,
2004).

En la seleccion de un biomonitor o centinela los principales aspectos a tener
en cuenta va a depender del objetivo de la investigacion: a. deben compartir el
ambiente con el hombre (si el objetivo es sanitario); b. deben presentar una
respuesta temprana a los toxicos (si el objetivo es proteger un ecosistema); y C.
deben desarrollar patologias similares como respuesta a los efectos de los mismos
xenobioticos (para que los resultados sean comparables). La principal ventaja de
utilizar organismos centinela para el monitoreo ambiental, comparado con el uso
exclusivo de parametros fisico-quimicos tradicionales, es la informacién que ellos
pueden dar en relacién a la exposicidon acumulativa (tanto a nivel de organismos
como poblaciones), en respuestas de letalidad y subletalidad, ademds de que es
posible detectar efectos indirectos (da Silva y cols, 2003; Mudry y Carballo, 2006;
Ribeiro, y cols, 2003). Cabe destacar, sin embargo, que muchas investigaciones que
utilizan indices asociados a organismos centinela, carecen de contextualizacion, es
decir, informacion de parametros ambientales que permitan adjudicar los efectos
sobre los organismos, las poblaciones y las comunidades a determinadas causas y
eso, representa una desventaja cuando se pretende buscar medidas de mitigacion o
remediacion (Schmitt y Osenberg, 1996) .

Los biomarcadores pueden definirse como sistemas indicadores que
generalmente incluyen subsistemas de un organismo completo. También pueden
definirse como mecanismos de evaluacion de efectos bioldgicos provocados por
polutos en 6rganos, tejidos o células de un organismo. Muchos tipos de organismos
se han utilizado como centinelas en diversos ambientes; gusanos, esponjas,
anfibios, peces, plantas (Allium cepa, Tradescantia, Vicia faba). En general, las
especies silvestres son utilizadas como centinelas de riesgo ecolégico mientras que
las especies domésticas son mas utiles para la evaluacion de riesgos en sanidad

humana (Mudry y Carballo, 2006).



El género Ctenomys como biomonitor

La conservacion requiere de la existencia de conocimientos en una escala
ecologica y genética en las cuales las especies
responden a modificaciones del habitat. El
género Crenomys (Rodentia, Octodontidae),
roedores caviomorfos cuyas especies y
poblaciones exhiben una gran diversidad
cariologica en la mayoria de los casos, han

sido sugeridos como buenos biomonitores o

centinelas ya que habitan una gran variedad

de ambientes y las modificaciones que experimenten probablemente afecten la
dindmica de la comunidad entera ya que actuan, por ejemplo, dispersando semillas,
controlando la proliferacion de ciertas gramineas y son presa de una gran variedad
de animales (zorros, rapaces y varios carnivoros). Consecuentemente, los efectos
que experimenten las poblaciones de éstos y otros pequefios mamiferos como
consecuencia de modificaciones ambientales, tendran un efecto de cascada en los
ambientes que ocupen (Fernandes y cols, 2007).

Cabe destacar ademads, que a pesar de su gran variabilidad cromosémica,
varios estudios indican pérdida de variabilidad genética en ciertas poblaciones, en
algunos casos por eventos naturales y en otros, debido a la fragmentacion del
hébitat por actividades humanas. En el caso de los eventos naturales, podemos citar
la erupciéon de un volcdn en Chile que provocod la pérdida de variabilidad en
algunas especies de Ctenomys (Gallardo, 1995). Como ejemplo de fragmentacion del
hébitat que este género ocupa, podemos destacar el caso de C. pearsoni en Uruguay
(Altuna y cols, 1999) y la extincidén de poblaciones locales de especies argentinas de
tucu tucus debido a actividades antrépicas como ha descripto Bidau y cols. (1996).

La especie C. torquatus en Rio Grande del Sur, coincide geograficamente con
la distribucion de las reservas de carbon. Las poblaciones de esta especie, han sido
utilizadas como centinelas para monitorear xenobidticos provenientes de
actividades derivadas de la mineria de carbon Silva y cols. (2000a, 2000b). C.
torquatus fue sugerido a través de los resultados obtenidos por dichos autores como
un adecuado biomonitor.

Al igual que C. pearsoni en Uruguay, C. flamarioni y C. lami enfrentan serios

riesgos de desaparecer debido a la eliminacién de dunas por el desarrollo urbano.



Aungque no esta incluida en la lista nacional de especies amenazadas, en Brasil esta
especie presenta una distribucidon cuyo rango es muy estrecho (Freitas, 2007). El
desarrollo de la agricultura, la urbanizacion, la erosidon de las costas, la extraccion
de arena, el avance de vegetacién exotica y la presencia de animales domésticos,
han modificado los ambientes que estos roedores ocupan en Rio Grande del Sur
(Tomazelli and Villwock, 2000; Esteves y cols, 2002; Fernandez-Stolz, 2007).
Como resultado de las actividades humanas, los habitats nativos se fragmentan o se
modifican definitivamente, como consecuencia, la pérdida de habitat y el
aislamiento pueden reducir los tamafos poblacionales a niveles que conduzcan a
pérdida de variacion genética (Frankham y cols, 1999; Lande, 1995). Fernandes y
cols. (2007) consideran que la vulnerabilidad de estos roedores es mayor a la que se
supone y enfatizan la importancia de desarrollar estudios a nivel ecologico y
genético, para preservarlos.

Aunque Ctenomys es un género de roedores fosoriales, normalmente salen a
la superficie para alimentarse y limpiar sus cuevas. Por la ingesta de suelo al limpiar
sus patas y el consumo de plantas cercanas a fuentes de agua como alimento
(cafiadas, humedales, arroyos, etc), se exponen a contaminantes presentes en
ambos compartimentos ambientales. Heuser y cols., (2002) estudiaron los efectos
genotoxicos de exposicion cronica a emisiones de motores de combustion interna
en la especie C. minutus, hallando una clara asociacion entre contaminacidén
proveniente del parque automotor y dafio genético, revelando que las salidas
frecuentes de las cuevas para alimentarse de los tucu tucus genera exposicion a
contaminacion atmosférica, més alld de que muchos xenobidticos aéreos terminan

depositandose en el suelo o en la vegetacion.

Caracterizaciéon ambiental: Aportes de la
GENETICA TOXICOLOGICA

El dafio genético no es simplemente la reaccion del acido
desoxirribonucleico (ADN) a un agente dado. La apariciéon de una enfermedad
genética (teratogénesis, cancer y otras) debido a un quimico ambiental, depende de
la concentracidon de dicho agente en el ambiente, su via de entrada, la distribucién
en el organismo, los sistemas metabolicos en los cuales se distribuye, la reactividad
del compuesto y sus metabolitos con el material genético, la susceptibilidad y la

capacidad de reparacion del dafio. Por ende, la Genética Toxicoldgica surge de la



integracion de conceptos provenientes de la Genética (mecanismos de herencia) y
de la Toxicologia (efectos de los xenobiodticos sobre los organismos) (Carballo,
2006).

La Genética Toxicoldgica es la disciplina cientifica que analiza la accion de
agentes toxicos capaces de interactuar con el material genético de los organismos
(denominados compuestos genotoxicos). Es una ciencia multidisciplinaria que
pretende establecer la correlacion que existe entre la exposicibn a agentes
xenobidticos y la induccion de alteraciones genéticas tanto, en células germinales
como en células somaticas de los organismos, y definir a partir de ello, los efectos
que las toxinas ambientales producen sobre la integridad genética de los seres vivos,
ademas permite advertir a tiempo situaciones de potencial peligro (ya que los
marcadores moleculares de dafio genético detectan efectos a dosis subletales)
(Casarett y Doull’s, 2001)

MUTACIONES

La mutacion, en su acepcion general, se refiere a cualquier cambio del
material genético de las células que no se deba a fendbmenos de recombinacion o
segregacion, susceptible de ser transmitido a células hijas dando lugar a células o
individuos mutantes. En este sentido, es la fuente primaria de variabilidad genética
y como tal es indispensable para que se produzca el fendmeno evolutivo. Sin
embargo, existen mutaciones que surgen por la accion de sustancias toxicas de
origen humano, cuyas consecuencias son deletéreas para los organismos tanto a
nivel individual como poblacional (Figura 1) (UNEP-ICPEMC, 1992).

Las mutaciones pueden clasificarse como (Oliva y cols, 2008):

Mutacion somatica

Las mutaciones pueden ocurrir en células somaticas y no se transmitirdn a la
descendencia de un individuo, salvo que la especie considerada tenga
reproduccidn vegetativa. Si las mutaciones son deletéreas y se producen en
células somaticas la sobrevida del organismo puede comprometerse por el

desarrollo de enfermedades.



Mutacion germinal

En las especies con reproduccidon sexual, la mutacion que afecta a la linea
celular germinal puede ser transmitida por los gametos a la descendencia,
perpetuandose en la poblacion. Los cambios genéticos deletéreos también

pueden provocar alteraciones en el embrion durante el desarrollo

embrionario, proceso conocido como teratogénesis.

Figura 1. Componentes celulares “blanco” de los agentes mutagénicos (aparato
mitbtico, cromosoma, cromatina (nucleosoma), ADN)

Los eucariotas, poseen un sistema enzimatico, que aunque variable
dependiendo del grupo taxondmico y el estadio en el que se encuentra un
individuo, asi como su condicién nutricional y sanitaria, hidroliza, oxida y reduce
compuestos extrafios, mediante reacciones que se llevan a cabo mediante el sistema
de citocromos P-450 que se encuentran en el citoesqueleto y en el reticulo
endoplasmico. Los productos intermedios asi generados en ocasiones se conjugan
con proteinas, formandose compuestos altamente reactivos (promutdgenos), pero
también hay otras enzimas que desintoxican e inactivan a los productos
intermedios: el equilibrio entre estas dos funciones celulares es el que en ultima
instancia determina el potencial genotoxico de un compuesto (Miller y cols, 2010).
Los agentes genotdxicos pueden provenir de fuentes externas o generarse por
procesos metabodlicos normales. Por ejemplo, durante el metabolismo normal de las
células se generan compuestos que suelen ser muy reactivos, como las nitrosaminas
(compuestos mutagénicos que se producen en al reaccionar los nitritos con las
aminas) (Oliva y cols, 2008; Miller y cols, 2010).

Los agentes mutagénicos (cualquiera sea su procedencia) interactian con el
acido desoxirribonucleico (ADN), provocando lesiones premutagénicas, que en
muchos casos se fijan y en otros casos se reparan por enzimas que funcionan en los
organismos para mantener la integridad y fidelidad de los acidos nucleicos. Se
presume que las enzimas que intervienen en los procesos de reparacion, las cuales

son muy conservadas, aparecieron pronto en la evolucidn, ya que estan presentes



desde las bacterias hasta los mamiferos (Ribeiro y cols, 2003; Mudry y Carballo,
2006).

Los mecanismos de reparacion pueden funcionar antes o después de la
replicacion del ADN. Su eficiencia varia, reparando eficientemente una lesidn,
cuando existe una baja exposicidon a agentes genotoxicos; o bien reparando de
manera ineficiente, promoviendo errores en el ADN, lo que depende de la
saturacion de dicho mecanismo, que generalmente ocurre cuando hay exposiciones

altas o persistentes a mutagenos (Figura 2) (Prieto y Papeschi, 2006).

EFECTOS ADVERSOS DE LAS MUTACIONES
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Figura 2. Posibles efectos de las mutaciones con efectos individuales
o poblacionales

Técnicas de estudio de genotoxicidad

Ensayo de electroforesis en células individuales

Ostling y Johanson (1984) fueron los primeros en desarrollar la técnica de
electroforesis en microgeles, para detectar dano genético a nivel de células
individuales. Subsecuentemente, Singh y cols. (1988) introdujeron modificaciones
en la etapa de electroforesis de la técnica, donde las condiciones alcalinas (pH>13),
incrementan la migracion del ADN, lo cual se asocia con niveles mayores de
lesiones (rupturas simple y doble hebra asociadas a reparacion incompleta por

escision de nucléotidos, sitios alcali labiles, etc.). Eso llevé a que la version alcalina,



fuera la mas utilizada a nivel mundial por su mayor sensibilidad para identificar
agentes genotoxicos. Esta técnica, también conocida como ensayo cometa se basa
en el comportamiento del ADN en células individuales y tiene en cuenta su
organizacion dentro del nucleo. Para ser compactado, luego de enrollarse alrededor
de las proteinas histonicas, el ADN forma lazos que se unen a una matriz nuclear
proteica (Eriksson y cols, 2002); si las células se encuentran embebidas en agarosa y
se lisan sus membranas con detergentes y sus proteinas nucleares (incluyendo las
histonas) se extraen con altas concentraciones de sales, el ADN de mayor peso
molecular que el resto de los componentes ocuparda un espacio en el gel,
permaneciendo en una estructura residual denominada nucleoide. Dentro de las
pocas proteinas que resisten la extraccién, se encuentran las que conforman la
matriz nuclear (Olive y Banath, 1995). En el caso de que exista dafio en la molécula
de ADN, la estructura del nucleoide cambiard; las hebras y fragmentos resultantes,
sometidos a un campo eléctrico migraran a través del gel, de acuerdo a su tamafio,
formando una “cola” (Collins y cols, 2008). Por lo tanto, este ensayo permitira
observar material genético con aspecto de cometa; donde la cabeza corresponde a
ADN no danado, y la cola a ADN fragmentado o alterado en su estructura normal

(Figura 3).
Las ventajas que ofrece la técnica del cometa son varias:

v' Sensibilidad para detectar bajos niveles de dafio genético.

v" Requerimiento de bajo niumero de células por muestra (lo que implica que
no es necesario que las mismas provengan de cultivos celulares).

v' Flexibilidad (se puede utilizar in vitro, in vivo, sobre cualquier tipo celular y
para testar la accion sobre el material genético de casi cualquier sustancia).

v' Alto rendimiento para ensayos de screening de compuestos con objetivos
regulatorios.

v Factibilidad de uso para diferenciar genotoxicidad de citotoxicidad.

v Aplicabilidad en cultivos primarios y ensayos i situ.

Durante la ultima década se ha convertido en una herramienta fundamental
para la investigacién en monitoreo ambiental y humano, asi como en el andlisis de
los procesos de reparacion del ADN. Abundan las revisiones referidas a esta técnica
Tice y cols. (1991), McKelvey-Martin y cols. (1993), Tice (1995), Fairbairn y cols.
(1995), Anderson y cols. (1994), Rojas y cols. (1999) y Speit y Hartmann (1999).



Basandose en el estado actual del conocimiento, paneles de expertos han llegado al
consenso sobre la metodologia mas apropiada cuando se aplica este ensayo para
monitoreo in vivo e in vitro. Bocker y cols. (1997) han reportado que el TMO y el %
de ADN dafiado (o % de ADN de la cola) muestran mayor sensibilidad al dafio
genético sobre la base de experimentos de dosis-respuesta frente a diferentes
mutagenos. De Boeck y cols. (2000) mostraron que el % de ADN dafado es el
parametro mas adecuado para analizar dano genético por su menor variacion,
basandose en estandares propios. Olive y cols. (1992) sugirieron que dicho
parametro resulta mas apropiado para detectar dafio en el ADN que el llamado
“momento de la cola” (TM). El momento de la cola se define como el producto de
la longitud de la cola del cometa y la fraccion total del ADN presente en la misma.
Este parametro incorpora una medida que toma en cuenta los fragmentos mas
pequefios detectables (en la longitud) y el nimero de piezas rotas o “relajadas”
(representadas por la intensidad del ADN). Tomando en cuenta esto, los resultados
indicarian mayor cantidad de ADN danado, pero refleja un tipo de dafio que no
genera fragmentos demasiado pequenos de ADN como los que aumentan la
longitud de las colas de los cometas por roturas simple hebra y sitios alcali labiles

(Olive y cols, 1992; Tapanainen y cols, 2011).

Figura 3. Niveles de dafio crecientes del ADN de una célula detectados a través del ensayo
cometa (de arriba hacia abajo). En la fotografia inferior se aprecia una apoptosis

La Sociedad de Mutagénesis Ambiental Japonesa (de sus siglas en inglés,
JEMS), gener6 una iniciativa cuyo objetivo es coordinar ensayos de validacion del

ensayo cometa, para establecer la guia a ser incluida en la Organizacion para la



Cooperacion Economica y el Desarrollo (de sus siglas en inglés OECD)", in vivo e in
vitro para este ensayo. En dicha guia, se estandariza la seleccion e identificacion de
los cometas “aptos” para el andlisis de imagenes. Aquellos cometas que presentan
anormalidades morfoldgicas, con nucleos atipicos, difundidos o identificados como
“hedgehogs” (erizos) deben ser descartados (JaCVAM, 2010).

Existen numerosos estudios que muestran la fiabilidad de los resultados
obtenidos mediante el ensayo de electroforesis en células individuales (ensayo
cometa), en cuanto a que el dafio medido a través de las variables que generan los
programas especificos (Comet Image™, Comet Score™, Comet Assay IV™, etc.)
como Tail Moment Olive o porcentaje de ADN de la cola del cometa, se debe a
dafio inducido por mutagenos y no por eventos de apoptosis o necrosis (Rundell y
cols, 2003).

Un panel de cientificos especializados, durante el Workshop sobre
Procedimientos para Ensayos de Genotoxicidad (Marzo, 1999), llegaron al
consenso de que la versidbn Optima para identificar actividad genotdxica es la
version alcalina del cometa (pH>13) desarrollado por Singh y cols. (1998). A través
del ensayo cometa alcalino, es posible detectar rupturas simple hebra (single strand
breaks SSB), rupturas doble hebra (double strand breaks DSB), sitios alcali labiles
(alkali-labile sites ALS), ligamientos cruzados DNA-DNA/DNA-proteinas (DNA-
DNA/DNA-cross linking) y sitios de reparacidon por escision de nucleotidos
(excision repair, ER). Si es de interés del investigador, existen enzimas, anticuerpos
o condiciones de acidez/alcalinidad, que se pueden utilizar para distinguir entre las
diferentes clases de dafio. En relacion a otros ensayos de genotoxicidad, las ventajas
del ensayo cometa es su demostrada sensibilidad para detectar bajos niveles de
dafio genético. Un paso importante a tener en cuenta al desarrollar este ensayo, es
el uso del test de difusidbn neutra (Singh, 2000) para identificar células

necroéticas/apoptoticas.

Test de micronucleos

Los micronucleos (MN) son pequefios corpusculos compuestos por material

genético. Luego de la separacion de las cromatidas en el proceso mitético, dos

Esta organizacion surge en 1960, cuando 18 paises europeos, sumados a Estados Unidos y Canada, unieron fuerzas para crear una
organizacion dedicada al desarrollo global. Actualmente, hay 34 paises miembro en todos los continentes, incluyendo paises desarrollados y
en vias de desarrollo como México, Chile y Turquia y economias en crecimiento como Brasil, China e India. Han solicitado unirse nuevos
paises, en Latinoamérica y el Caribe.



nucleos son reconstituidos, uno en cada polo. La membrana nuclear se forma
alrededor de estos dos conjuntos de cromosomas, pero si un cromosoma entero o
un fragmento cromosémico acéntrico no se integra a alguno de los nuevos nucleos
(al no estar unido al huso), formara un pequefio nucleo individual llamado

micronucleo (Figura 4) (Garriott y cols, 2002; Zalacain y cols, 2005).
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Figura 4. Proceso de formacion de un MN.

Este ensayo fue usado por primera vez en médula 6sea de raton por Schmid
y cols. (1971). A partir de la década del "80, el modelo del ensayo en médula dsea
fue el mas utilizado para monitorear la potencialidad genotoéxica de diferentes
quimicos y en 1983, aparecen las primeras guias de trabajo para este ensayo
(OECD, 1983). En esta década ademas, se difundieron monitoreos de trabajadores
expuestos a mezclas complejas de solventes organicos de la industria de las
pinturas, demostrando las propiedades mutagénicas de dichas sustancias que se
expresaban como MN, danando el aparato mitético o induciendo rupturas
cromosomicas detectables en linfocitos y mucosa oral (Stich y cols, 1985). En el
afio 1997, se divulgaron las guias para la evaluacién de quimicos mediante el
ensayo de MN en eritrocitos de sangre periférica y en médula 6sea de mamiferos
(OECD, 1997), que un afio mas tarde la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unicos (EPA) publicaria como OPPTS 870.5395 en el caso de los
eritrocitos de mamiferos, estableciendo detalladamente su aplicabilidad (EPA,
1998).

En definitiva, los MN son estructuralmente pequefios nucleos delimitados
por membrana, que representan material genético perdido por el nucleo principal,
como consecuencia del dafio genético causado por agentes fisicos, quimicos o
bioldgicos, que interfieren con el proceso de union de los cromosomas a las fibras

de huso o que pueden inducir eventos aneugénicos (pérdida de un cromosoma) o



clastogénicos (pérdida de un fragmento cromosoémico) (Zalacain y cols, 2005).
Cabe destacar, que los MN se forman durante la mitosis, independientemente del
tipo de dafio ocurrido durante el ciclo celular. Debido a ello, los dafios causados
por agentes mutagénicos sobre la molécula de ADN, daran lugar a MN después de
un ciclo de division celular (Ribeiro y cols, 2003; Resgalla y cols, 2008).

En la actualidad, el test de micronucleos in vivo, estd aceptado por las
agencias internacionales y las instituciones gubernamentales como parte de la
bateria de test recomendados en evaluaciones de toxicidad en general y

particularmente de genotoxicidad (Ribeiro y cols, 2003; Resgalla y cols, 2008).

Allium test

En las plantas superiores los meristemas proliferan siguiendo una cinética en
equilibrio dinamico, lo que puede evaluarse a través de una serie de indicadores
tales como velocidad de crecimiento, poblacion de células en division celular,
duracion del ciclo celular, indice mit6tico (proporcion de células en division en
relacion a las células en interfase) y frecuencia de células en los diferentes estados
morfologicos. Los meristemos de Lilidceas, como Allium, son frecuentemente
utilizados para estudios de la dindmica celular porque constituyen un sistema in
vitro ideal para analizar los efectos de mezclas complejas de contaminantes, asi
como para estudiar los mecanismos regulatorios que afecten el ciclo celular.
Actualmente dichos estudios se conocen como “Allium test” que se utiliza para
determinar los efectos de diferentes xenobidticos o principios activos obtenidos de
plantas y animales (Cano y cols, 2002). Dada su alta sensibilidad, los bioensayos en
plantas demostraron ser muy apropiados para evaluar la ausencia de riesgo de
ciertos compuestos quimicos, debido a la concordancia constatada entre los
ensayos de plantas y mamiferos in situ e in vitro (Ennever y cols, 1988). En 1980, la
EPA incluy6 el ensayo de aberraciones cromosdémicas en meristemas de raiz de
Allium cepa, para monitorear polutos en el ambiente. Este ensayo ha demostrado ser
altamente sensible en la deteccidon de mutagenos, clastdgenos y carcindgenos en
diferentes compartimentos ambientales, ha sido validado y su protocolo estd
estandarizado (Mudry y Greizerstein, 2006). El test de Allium es aplicable a
muestras de agua proveniente de cuerpos naturales; agua para beber; efluentes
domésticos e industriales; compuestos solubles y sedimentos (Castillo, 2004; Mudry

y Greizerstein, 2006).



Cuando un bulbo de Allium se rehidrata, se produce una estimulacion del
crecimiento de las células, lo cual permite la elongacion de las raices de la planta.
Sin embargo, cuando la hidratacién se lleva a cabo en presencia de sustancias
toxicas, la division celular de los meristemas radiculares puede inhibirse, ya sea
retardando el proceso de mitosis, alterandolo (lo que da lugar a aberraciones
cromosomicas) o destruyendo las células. Este tipo de alteraciones generalmente
impide el crecimiento normal de la raiz y por tanto su elongacién. El efecto puede
determinarse en forma indirecta, mediante la comparacién del indice mitético y
presencia de aberraciones en células provenientes de raices expuestas con las de
raices no expuestas (Castillo, 2004).

Las proteinas responsables por la regulacion del ciclo celular y la mitosis
(Figura 5), estan bajo estricto control de sistemas que bloquean o reinician la
maquinaria que lleva a cabo dicho ciclo, en el orden correcto, respondiendo a
informacién intra y extra celular que asegura su adecuado desarrollo (Figura 6).
Cuando esos sistemas de control reciben una sefal de inhibicidén, el ciclo es
bloqueado por una serie de elementos llamados reguladores negativos o
checkpoints. Existen tres importantes checkpoints durante el ciclo celular: el
primero en la fase G1/S, donde la entrada a la replicacién puede bloquearse debido
a condiciones desfavorables o crecimiento celular inapropiado. El segundo, en la
entrada de la mitosis (G2/M), donde el ciclo se bloquea si la replicacion del ADN
no se ha completado o la molécula de ADN esta dafiada. Finalmente, el tercer
checkpoint (M/G1) se activa durante el cambio de metafase a anafase cuando los
cromosomas no se han unido a los microtubulos del huso mitético o el mismo no se
ha formado correctamente. La regulacion del ciclo celular, depende del balance de
estimulos positivos y de estimulos negativos en los tres checkpoints. Esto implica
que las células pueden reconocer la incidencia del dafio en la molécula de ADN
(del Campo y cols, 2005).



Figura 5. Imagenes del proceso mitotico’
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Figura 6. Fases del ciclo celular®
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HIPOTESIS

1. El mayor humedal del area ecoldgica Playa Penino se encuentra impactado

por la llegada de efluentes cloacales.

2. Los biomarcadores de dafio genético constituyen herramientas que reflejan
el impacto de estos contaminantes sobre organismos centinelas

pertenecientes al género Ctenomys de Playa Penino.

3. Los individuos de Ctenomys colectados en la zona sur de Carrasco, donde
existe sistema de saneamiento, presentan niveles de dafio genético inferiores

a los de Playa Penino.

4. Las poblaciones de Ctenomys pearsoni de la costa uruguaya utilizados como

centinelas ambientales, constituyen buenos bioindicadores.

5. Los linfocitos provenientes de las poblaciones de Ctenomys pearsoni utilizadas
para este trabajo, se comportan in vitro de forma similar frente al dafio
genético, dado que la maquinaria de reparacion celular estd evolutivamente

conservada, en especial a nivel especifico.



OBJETIVOS

v Efectuar la caracterizacion ambiental del mayor humedal de Playa
Ecolégica Penino, a través de la utilizaciéon de parametros fisico-
quimicos, microbiolégicos y biomarcadores de dafio genético, asi como
la relacién entre ellos.

v Investigar la respuesta in situ, de organismos elegidos como centinelas
(Ctenomys pearsoni) frente a la accidon de agentes genotoxicos utilizando
los biomarcadores de dafno genético; ensayo cometa y test de
micronucleos.

v' Comparar los resultados con la respuesta de células eucariotas in vitro a
traves el test de Allium (validado por la EPA), expuestas a muestras
provenientes de Playa Penino, sobre las que se analizaron parametros
fisico-quimicos y microbioldgicos.

v' Analizar si las respuestas de Cremomys obtenidas a través de los
biomarcadores genéticos de dafio, no se deben a caracteristicas
intrinsecas y diferenciales de las poblaciones de Ctenomys utilizadas, a
través de la exposicion de linfocitos de dichas poblaciones a mutagenos
in vitro y el analisis de reparacion del dafio.



SECCION IA: Caracterizacién del mayor humedal
de Playa Penino

Estado actual

La conservacion y gestion de los recursos naturales en la cuenca baja del Rio
Santa Lucia se remonta a 1921, cuando las islas fiscales del curso inferior del rio
fueron declaradas areas protegidas, mediante decreto del Poder Ejecutivo (N°
269/967). En el afio 1985, a través de la Ley N° 15.793 se cre6 una Comision
Honoraria para el Estudio del aprovechamiento integral de la cuenca del Rio Santa
Lucia, integrada por representantes de distintos Ministerios y la Universidad de la
Republica. Posteriormente, en 1996, la Intendencia Municipal de San José declaro
a Playa Penino, a través de la resolucion N° 774/996, como Playa Ecolégica con el
objetivo de promover su preservacion (Aldabe y colaboradores, 2009). Otro
antecedente a destacar, es el “Programa de conservacién y gestion de los
Humedales del Santa Lucia”, propuesto por las Intendencias de Canelones, San
José y Montevideo en 2002, cuyo fin es la compatibilizacién de objetivos
conservacionistas, uso y protecciéon de recursos hidricos y promocion de actividades
de recreacion. En 2009, el Ministerio de Vivienda, Ordenamiento Territorial y
Medio Ambiente y las Intendencias departamentales de Canelones, Montevideo y
San José; en el marco del acuerdo firmado por las instituciones mencionadas el 22
de marzo de 2006, constituyeron un grupo de trabajo coordinado por el Programa
Agenda Metropolitana, para elaborar una propuesta de proyecto y delimitacion del
drea “Humedales del Santa Lucia” para su ingreso al Sistema Nacional de Areas
Protegidas (SNAP).

Playa Penino, estd ubicada en el Departamento de San José (34°47’S
56°24°W), en la actual Ciudad del Plata, se extiende 7 km a lo largo de la costa y
concentra entre 244 y 150 especies de aves (20% son migratorias, llegando en
diferentes épocas del ano). El impacto de la urbanizacion inadecuada y de la
contaminacion, han sido mencionados por varios investigadores (Rocha, 1999;
Aldabe y cols, 2009).

A fines de los "80 Arballo y colaboradores (1996), registraron 200 especies de
aves. Entre 1996 y 1997, Rocha (1999) a través de relevamientos exhaustivos
constatd no mas de 149 especies. Como problemas ambientales de la zona, se

describen; la quema de bafiados, la sobrepoblacion y la extraccion de arena entre



otros (Rocha, 1999). Muchas especies de aves, no se registran desde el afno 1997
como el aguila pescadora Pandion haliaetus y el cardenal coman Paroaria coronata
(Figura 1a). Subsisten varias especies de chorlos que llegan en ciertas épocas del
afio, cisnes y algunas especies residentes como la pajonalera de pico recto
Limnoctites rectirostris (Figura 1b).y la pajonalera de pico curvo Limmnornis curvirostris

(Rocha, 1999).

Figura 1- Aves de importancia para el SNAP  §
registradas en Playa Penino. [l /
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© http://ibc.lynxeds.com/photo/straight-billed-reedhaunter-limnoctites-rectirostris/bird-reedbed

Otros animales registrados en la zona de prioridad para el SNAP (Sistema
Nacional de Areas Protegidas) son la marmosa (Crypronanus sp), la culebra marrén
(Clelia rustica), la comadreja colorada chica (Monodelphis dimidiata) y varias especies
de mamiferos entre los que se encuentran el apered (Cavia aperea), el tucu tucu
(Ctenomys pearsoni) y zorro de campo (Pseudalopex gymnocercus).

En Playa Penino, se ubica un humedal de agua dulce de gran extension entre
la ruta 1 y el Rio de la Plata (Figura 2), ubicado dentro de la zona 1 (zonificacion
propuesta para la inclusion de los Humedales del Santa Lucia en el SNAP). Esta
zona es de gran valor para aves, especialmente acudticas y migratorias, por lo que
se han sugerido medidas para evitar la destruccién de pajonales y control de la
caza. Por otra parte, se busca implementar una estrategia de urbanizacion acorde a
los objetivos de conservacion de los ambientes naturales, que incluyen la
instalacion de senderos y carteleria para promover el turismo de observacion de
aves (Aldabe y cols, 2009). Se ha planteado monitorear la calidad de las aguas,

controlar la extraccidon de arena, controlar la caza furtiva, el uso de agroquimicos,
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controlar las especies invasoras vegetales y animales, entre otras acciones (Aldabe y
cols, 2009).

Sin embargo, aunque muchos pobladores locales utilizan recursos naturales
para su sustento, como le extraccion de junco, totora, conchilla, arena y pesca
artesanal, no hay en la actualidad ningun control efectivo sobre dichas actividades
(Arballo y Bresso, 2007).
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Figura 2- Humedal de agua dulce de gran extension entre la ruta 1 y el Rio de la Plata.
Playa Penino.

Por resolucion municipal 774/996, la Intendencia Municipal de San José
declar6 parte de la zona antes descripta, como reserva natural y area protegida a
nivel local bajo la categoria de “Playa Ecologica”, la cual ha sido una de las areas
elegidas por la Direccion de Medioambiente (DINAMA) para la implementacion
de Medidas de Adaptacién al Cambio Climatico en Areas Costeras del Uruguay en
el marco del Programa de Medidas Generales de Mitigacién y Adaptacion al
Cambio Climatico (UCC, 2004).

Actualmente, los limites propuestos para la Reserva Natural Playa Penino
son: por el sur y suroeste, 8,5 km de franja intermareal y aguas costeras del ultimo
tramo de la desembocadura del Rio Santa Lucia (incluyendo la Isla del Tigre) y el
contiguo del Rio de la Plata. Por el este, norte y noroeste, la Ruta 1 (nueva), desde
el puente que comunica con Santiago Vazquéz al km 31 (Arballo y Bresso, 2007).

De acuerdo al analisis diagnostico transfronterizo del Rio de la Plata y su Frente



Maritimo de FREEPLATA (2005), Playa Penino se encuentra dentro de las areas
de alto valor ecoldégico.

En esta zona, la conexién al agua potable es costosa e irregular (existen
conexiones privadas directas). La presencia de napas a poca profundidad de un
subsuelo arenoso, estan severamente afectadas por descargas de aguas servidas
ademads de la ausencia de una red de saneamiento (ITU, Facultad de Arquitectura,
2001).

Debido a que el saneamiento no existe, los desechos de las cloacas van a los
pozos negros en su mayoria filtrantes o directamente a cunetas, la barométrica se
vacia en el vertedero municipal, que se encuentra a un kilometro y medio de la
entrada de Delta del Tigre. Sin embargo, los pobladores denuncian vaciamientos
ilegales. La zona conserva aun atributos naturales de relevancia, siendo de igual
forma una de las preocupaciones, la contaminacion (Pellejero y cols, 2006). En este
sentido se han identificado asentamientos, donde los casos mas graves se ven en las
cercanias del vertedero municipal y un incremento incipiente de los mismos en los
bordes de los humedales caracterizado por construcciones bajas con un fuerte
crecimiento de la vivienda precaria, no controlada, con techos de chapa y paredes
de bloque. Una de las tantas preocupaciones de la zona es la falta de trabajo y la
falta de servicios. Las industrias ubicadas sobre ruta 1 (ISUSA, Effice, Air Liquide,
Paycueros — la cual ya no opera en dicha zona-) vuelcan sus residuos al Rio de la
Plata y corrientes de agua que desembocan en el rio Santa Lucia (Pellejero y cols,
2006). Cabe destacar, que en dicha zona se encuentra parte del acuifero Raigén, de
fundamental importancia para nuestro pais, cuya profundidad es menor a los 40
metros y es unica fuente de abastecimiento para mas de 15.000 personas
(incluyendo centros poblados, industrias y establecimientos rurales) (Martino y
cols, 2008).

Son apreciables algunas modificaciones sobre la costa en un retroceso de los
cordones arenosos del litoral, seguramente provocado por el avance de las areas
dedicadas a la extraccion de arena en las proximidades de Playa Penino junto al
avance de las construcciones y del trazado de la nueva Ruta 1 (ITU, Facultad de
Arquitectura, 2001). En el informe GeoUruguay (Martino y cols, 2008), se cita a
Playa Penino como un sitio cuya problemdtica principal es la erosion y la
extraccion irregular de arena para la construccidén, asi como la pérdida de

biodiversidad por la urbanizacion desordenada y la contaminacion ambiental.



La cobertura de saneamiento colectivo todavia presenta un retraso
significativo en varias localidades de la cuenca del Rio Santa Lucia, con un
porcentaje importante de poblacién no conectada a la red publica, y en algunas
localidades con carencias en el nivel de tratamiento de los efluentes recolectados
(San José, Canelones). Los sistemas individuales estan constituidos en su mayoria
por pozos negros, muchos de ellos permeables a las napas, y con desborde a las
aceras o cafios pluviales en muchos casos. Los lodos son retirados por camiones
barométricos. Este sistema de saneamiento independiente, cuenta con puntos
autorizados para el vertimiento de los liquidos, como las plantas de tratamiento de
OSE, las plantas municipales exclusivamente para barométricas, y los terrenos
particulares. No todos estos puntos autorizados son utilizados regularmente

(DINAMA-JICA ANEXO 8.4.4).

METODOLOGIA

Area de estudio

La zona de estudio se ubica en el humedal mas extenso del area ecologica
Playa Penino, ubicado al sur de la ruta 1, a la altura del kilémetro 30 (Figura 3). De
dicho humedal nace una cafada poco profunda. Los animales centinela se
concentran en las zonas marcadas como circulos blancos en la figura. La cantidad

de circulos no representa el numero de individuos capturados.

Figura 3. Las areas en rojo indican las zonas de captura.
(Imagen modificada de Google Earth).



Obtencion de muestras

Los animales fueron capturados usando trampas Victor Oneida N°0, se
procedi6 a la extraccion de sangre sin sedacidén a partir del corte de la una de una
falange posterior, de forma rapida. Para evitar el estrés se coloco cada animal en un
tubo opaco dejando solo su zona posterior a la vista. Se seleccionaron individuos
adultos los cuales fueron sexados. Posteriormente a la desinfeccion de la falange,
los animales fueron devueltos a sus cuevas. Las muestras de sangre se colectaron
por goteo y se colocaron en tubos conteniendo heparina (da Silva y cols, 2000). Se
capturaron 30 individuos (15 hembras y 15 machos) en 4 momentos del afo en los
meses de febrero, mayo, agosto, octubre, para abarcar la mayor variabilidad
estacional posible (es decir, meses lluviosos y secos).

Se mantuvieron individuos de Ctenomys pearsoni de Playa Penino en bioterio
con temperatura controlada, dentro de peceras con arena y las especies Cynodon
dactylon y Paspalum nicorae. Sobrevivieron 4 individuos (3 machos y 1 hembra) que

fueron utilizados como control negativo.

Citotoxicidad

Las muestras fueron procesadas en el dia. Las muestras de sangre se
centrifugaron y se diluyeron en PBS. Posteriormente, se coloc6 medio volumen de
Ficoll frio y se centrifugd nuevamente a temperatura ambiente. Luego se realizo la
separacion de linfocitos a través de Ficoll-histopaque (www.sigmaaldrich.com). Se
recogieron los linfocitos y se diluyeron nuevamente en PBS, para el conteo en

camara Neubauer (Figura 4).
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Figura 4. Procedimiento de separacion de linfocitos
en gradiente de Ficoll.

Previamente a la realizacion de los analisis se analizd citotoxicidad mediante

la técnica de azul tripan y conteo en camara de Neubauer (Figura 5). El azul tripan



es un colorante que se introduce en el interior de las células que presentan roturas
en la membrana. De este modo, las células que aparecen en la imagen de color girs
(en la realidad de color azul), son consideradas no viables (Martinez y cols, 2007).
Para el conteo se realizé una dilucion 1:1 de suspensidén celular en azul
tripan. La camara se cargd con 10 uL. de la mezcla. Se utilizd microscopio Optico
invertido para el conteo de células totales y viables. Las células viables, excluyen
activamente el colorante y aparecen incoloras y ‘“brillantes” (grises), ya que

refractan la luz en contraste de fases (Figura 5).
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Figura 5. Procedimiento de analisis de viabilidad celular en cdmara Neubauer.

Se contaron varios cuadrados y se calculd el promedio de células azules,
blancas y totales. Cada cuadrado de la cdmara representa un volumen de 0.1 mm?®.
Ya que 1 cm’ equivale a 1 ml, se puede calcular el numero total de células por ml.

Aquellas muestras cuya viabilidad celular era inferior al 85 % se descartaron.

% de viabilidad celular= células totales viables (no tefiidas)/células totales (vivas y muertas)




Ensayo de electroforesis en células
individuales (SCGE)

Para el ensayo cometa se siguid el protocolo descripto por Mudry y Carballo
(2006):

I.  Preparacién de las laminas de observacién microscopicas con geles
uniformes y estables (microgel). Las células sanguineas de cada organismo
centinela se resuspendieron en agarosa de bajo punto de fusion (LMP) y se
colocaron sobre el microgel. El numero 6ptimo de células por preparado y la
concentracion de agarosa se ajustaron en ensayos previos.

II.  Lisis de las células para liberar el ADN. Se colocaron los microgeles en
solucion de lisis (sales y detergentes) (pH=10), que posibilita la degradacion
de las membranas celulares y la extraccion de proteinas. Para mantener la
integridad de los geles se utilizo esta solucion a 8° C.

ITI.  Desnaturalizacion de la doble hélice de ADN mediante la exposicion a altas
concentraciones de alcali (pH> 13). De esta manera se logran expresar todos
los tipos de dano genético (sitios alcali labiles, cross-links, rupturas simple y
doble hebra).

IV.  Electroforesis®. E1l ADN desnaturalizado se sometid a un campo eléctrico en
condiciones alcalinas para permitir el movimiento en el gel de las hebras o
fragmentos rotos. Las condiciones de voltaje y amperaje se ajustaron de
acuerdo a la cantidad de geles y el tamafo de la cuba utilizada en cada
experimento.

V.  Neutralizacion de los alcalis mediante buffer a pH=7.5.

VI. Tincién del ADN vy visualizacion de los cometas. Luego de la
neutralizacion, los preparados se colorearon con Bromuro de Etidio y se
analizaron mediante software Comet Imager™ que genera amplias bases de
datos con mas de 15 variables, de las cuales se utilizo; Tail Moment Olive
(permite detectar dano genético de diferente origen) y porcentaje de ADN
dafado (% ADN danado), debido a su amplia utilizacién en la literatura
cientifica asi como su validacion respecto a la Optima correlacidon con el
dafio genético.

* Se corrieron geles con muestras de Ctenomys sometidas a tratamiento con metilmetanosulfonato (MMS) 4uM
como control positivo y células de la linea CHO AAS8 como control negativo para la electroforesis. Solo se
utilizaron geles que se obtuvieron en electroforesis donde los controles positivos y negativos presentaron los
resultados esperados (cometas para los controles positivos y células sin “cola” para los controles negativos).



VII. El analisis de los preparados se realizd6 en un microscopio de epi-
fluorescencia Zeiss con filtro de excitacion de 505-560 nm con luz de
mercurio de 100 w y filtro de barrido de 590 nm.

VIII. No se contabilizaron las células apoptéticas (nubes de puntos) para los
parametros mencionados.

IX. Andlisis de los datos para el ensayo cometa. Se cuantificaron los datos del
ensayo cometa para cada muestra utilizando software especifico (Comet
Imager™) en microscopio de epi-fluorescencia Zeiss. Los pardmetros Tail
Moment Olive y % de ADN dafado se analizaron a través de estadistica
paramétrica y no paramétrica (esta ultima para los casos en los que no se
cumplian las condiciones de normalidad y homocedasticidad). Se utilizaron
los programas Statistica 6.1, Statgraph Centurion XVI.I y BioEstat.

Test de micronucleos

Siguiendo el procedimiento descripto por Fenech (2007), se realizaron los
frotis para el conteo de eritrocitos policromaticos micronucleados (PCEs) y la
frecuencia total de micronucleos (MN). Se calcularon los porcentajes de PCEs y de
microntcleos a través del software Infinity Analyze™ en base al recuento de 2000
eritrocitos totales por frotis (los cuales se realizaron por duplicado y se promediaron
los valores finales para cada individuo). Como indica la técnica, se consideran
micronucleos aquellos cuya dimension se encuentra entre 1/16 a 1/3 de la
dimensioén del nacleo principal y que no se hallan unidos al mismo (Garriott y cols,
2002; Norppa y Falck, 2003; Zalacain y cols, 2005). Las frecuencias mencionadas
se analizaron a través de estadistica paramétrica y no paramétrica (esta ultima para
los casos en los que no se cumplian las condiciones de normalidad y
homocedasticidad). Se utilizaron los programas Statistica 6.1 y Statgraph Centurion
XVILI). Las observaciones se realizaron en microscopio de epi-fluorescencia

Olympus acoplado a una cdmara autoenfriada. VER ANEXO



Muestreo de agua, suelo y sedimento

En los meses de febrero, mayo, agosto y octubre se colectaron las muestras
de suelo, sedimento y agua (en zonas cercanas a las orillas donde predomina la
vegetacion tipica del humedal) luego de registrarse niveles medios de precipitacion,
con temperaturas para mayo cercanas a los 10°C y para agosto de 4°C. En los
meses de febrero y octubre las precipitaciones fueron escasas y las temperaturas se
hallaron en el entorno de 15°C para octubre y 24°C para febrero. Dichas muestras
fueron utilizadas para Allium test (agua), para los ensayos fisico-quimicos (agua,
sedimento y suelo) y microbiologicos (agua). Los sitios de colecta de suelo,
sedimento y agua, se escogieron en zonas cercanas a las salidas de las cuevas donde
los individuos fueron capturados. Se utilizaron 20 muestras de agua, 10 de
sedimento y 10 de suelo para conformar cada muestra compuesta’ para cada mes

(Figura 6).
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Figura 6. Sitios de colecta de muestras de suelo, sedimento y agua para
conformar muestras compuestas. Los puntos no representan
la cantidad de muestras tomadas

Allium test

Se colocaron 5 bulbos de Allium cepa con raices de 2 cm por muestra de agua
(muestras compuestas de agua correspondientes a los meses de captura de
individuos en los meses de febrero, mayo, agosto y octubre).

Como control negativo, se utilizaron 5 bulbos en agua destilada. Luego de
48 horas de exposicion a una temperatura que fluctd entre 18 y 20 °C, se procedid a

la obtencion de preparaciones citologicas. Se utilizaron los apices radiculares que se

5 . . .
Son el resultado de una mezcla de muestras tomadas en varios puntos, representativos del ambiente
heterogéneo.



fijaron en etanol-acido acético (3:1) y se colorearon con orceina acetoclorhidrica
(2%). Mediante la técnica del aplastamiento "squash", se obtuvieron ldminas que
fueron analizadas a través de un microscopio compuesto de campo claro. El indice
mitotico se determind sumando los diferentes estados morfolégicos de la mitosis
multiplicados por 100 y divididos entre el numero total de células meristematicas
analizadas (Cano y cols, 2002; Mudry y Carballo, 2006). La frecuencia de células
en division que presentan aberraciones se calculé dividiendo el numero total de
aberraciones analizados para cada tratamiento, entre 400 (Dragoeva y cols, 2009).
La frecuencia de micronucleos se obtuvo dividiendo el numero total de células
micronucleadas entre 2000 (numero total de células analizadas para MN por
tratamiento). Los analisis se realizaron en microscopio OLYMPUS de campo
claro, acoplado a cAmara autoenfriada y utilizando software Image Pro Plus™. Los

indices mitéticos se compararon mediante test de Kruskall-Wallis (Zar, 2010).

Determinacion de parametros fisico-quimicos

Todas las muestras que se utilizaron son de tipo “compuesto”. Para la
obtencidn de sedimento y suelo se procedid de acuerdo a los pasos que se detallan:

v Se tomaron los primeros 2-20 centimetros de profundidad de sedimento y
suelo de puntos previamente seleccionados, para constituir las muestras
compuestas, con la ayuda de una espatula, extrayendo la fraccion fina,
evitando piedras y material grueso.

v’ Las muestras se mantuvieron en frascos estériles de plastico y se
transportaron al laboratorio en contenedor con hielo.

v Se conservaron en el laboratorio a 4-5°C. En ningtin caso se conservaron por
un periodo mayor a 120 dias sin ser analizadas.

v' Las muestras de suelo y sedimento, fueron homogeneizadas y tamizadas
para realizar las mediciones de nutrientes mediante métodos estandarizados
(APHA AWWA WPCF, 1995) y adaptados a la matriz a través del servicio
brindado por la Seccion Limnologia (Facultad de Ciencias).

v' Las muestras de agua también compuestas, se transportaron en frascos
estériles y en frio al laboratorio. Las mediciones de nutrientes se realizaron
mediante métodos estandarizados (APHA AWWA WPCF, 1995) y
adaptados a la matriz a través del servicio brindado por la Seccion Limnologia

(Facultad de Ciencias).



v" Se midi6 pH del agua en cada sitio de muestreo, con tiras de papel pH

(método colorimétrico).

Analisis de aguas

Amonio

Método de azul de indofenol: Consiste en tratar la muestra con hipoclorito de
sodio en medio alcalino tamponado con citrato, usando nitroprusiato de sodio
como catalizador (Conde y cols, 1999). La absorbancia se mide a 630 nm y la
concentracion de amonio se calcula utilizando una curva de calibracion. Rango del
método es 1.4 a 350 ug/L (Conde y cols, 1999).

Nitrégeno total

Meétodo de oxidacion por persulfato de potasio: Para determinar el nitrégeno total
en agua, los compuestos organicos deben ser hidrolizados y todas las formas
transformadas en nitrato, como suceden en la oxidacién por persulfato de potasio
(Conde y cols, 1999). El procedimiento se realiza a altas temperaturas y en medio
acido para asegurar una oxidacion total. Para los célculos de concentracién se
utilizan curvas de calibracion (con diluciones tratadas del mismo modo que las

muestras).

Fosforo total

Meétodo de Valderrama: La digestion a alta temperatura y medio 4cido asegura la
hidrolisis total de todas las formas de fosforo, permitiendo cuantificar el fosforo
total. El método consiste en una digestion con acido sulfarico y persulfato de
potasio a alta temperatura (Conde y cols, 1999), segin modificacion de APHA
AWWA WPCEF (1995). La concentracion se calcula a partir de curva de calibracién

con estandares tratados del mismo modo que las muestras.

Nitrato

Meétodo por salicilato de sodio: En presencia de silicato de sodio, el nitrato forma
un compuesto de sustitucion (p-nitrosalicilato) de color amarillo, cuya absorbancia
se mide a 420 nm (Conde y cols, 1999). La concentracion de la muestra se calcula

usando una curva de calibracion. Precisién: 0.1 mM N-NO;/L (Conde y cols,
1999).



Fosfato

Fosforo reactivo soluble (Método de azul de molibdeno): El fosforo reactivo
soluble (PRS) se define como la fraccién de fosforo en la muestra filtrada que
reacciona mediante el método de azul de molibdeno. Corresponde en forma
aproximada al ortofosfato. El molibdato de amonio y el tartrato de antimonio y
potasio reaccionan en medio acido con el ortofosfato, formando &cido
fosfomolibdico, que es reducido a azul de molibdeno con acido ascorbico (Conde y
cols, 1999). Precision 10 pug /L.

Analisis de suelos y sedimentos

La determinacion del nitrogeno total en sedimento y suelo, se realizo a
través del método de Valderrama (1981) para agua que ya fue descripto,
adaptandolo para estas matrices. Para el fosforo total se utilizo el método basado en
la combustién del sedimento (o suelo) y su digestion con acido sulfurico (Andersen,
1976). La relacion nitrégeno total/fosforo total se obtuvo del cociente de la

concentracion de nitrogeno y fésforo total (Marquez y cols, 2007).

Colecta de ejemplares vegetales

Se recogieron muestras de las especies vegetales presente en tineles, caAmaras

y nidos de 10 individuos.



Analisis de presencia/ausencia de agrotoxicos
por cromatografia gaseosa

Se utilizaron plantas completas y sedimento® colectadas en los meses ya
mencionados, para el andlisis de presencia/ausencia de agrotoxicos. Se colocaron
en sobres de manila rotulados por especie y mes. Se homogeneizaron en
acetonitrilo dejando difundir los posibles toxicos entre los vegetales y/o el

sedimento y el solvente, durante 24 horas.

La cromatografia, en general,

es una técnica analitica de separacion L & la jeringa

con la cual es posible, cualificar y

cuantificar los componentes de una

1 1 P del
mezcla. En un sentido amplio la urga del septum

cromatografia  gaseosa, designa

procesos basados en diferencias de

Gas portador
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componentes individuales de una

mezcla, migran por un medio Fk /{‘&;mxbnamlumna

estacionario (disolvente) bajo la

Columna
http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatogtafla_de_gases

influencia de una fase movil (gas
inerte). Al efectuar una separacion por cromatografica de gases, la muestra se
vaporiza y se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica. La elucion se
lleva a cabo mediante el flujo de una fase moévil de gas inerte. A diferencia de la
mayoria de las otras técnicas cromatograficas la fase mévil no interactiia con las
moléculas de los compuestos a separar, su unica funcién es transportar los
compuestos a través de la columna. La cromatografia de gas liquido es de las mas
utilizadas en Quimica Analitica por ser una técnica donde se trabaja con cantidades
de muestras pequenas, siendo una técnica de alta sensibilidad, gran exactitud y
precision, es selectiva con pocas interferencias permitiendo la separacion de
mezclas complejas y se obtienen datos analiticos reproducibles de alta
confiabilidad.

Se distinguen tres pasos fundamentales en la determinacién de compuestos:

Las mismas que se utilizaron para los analisis de nutrientes


http://es.wikipedia.org/wiki/Cromatografia_de_gases

EXTRACCION del agroquimico de la matriz vegetal y/o el sedimento en

acetonitrilo y traspaso a una fase separable.

PURIFICACION del agroquimico (eliminacion de otras sustancias interferentes).
Los métodos de purificacion no son generales para los distintos plaguicidas y
algunos no lo son siquiera, para todos los plaguicidas de una misma familia. En
general, los extractos pueden purificarse por particion con solventes distintos y/o
por cromatografia en columnas diferentes (florisil, celite, silica gel, alimina o

carbon activado).

DETERMINACION Cualitativa y/o Cuantitativa. La identidad de un plaguicida
debe confirmarse por un segundo método. Por ejemplo, un espectrometro de
masas.

Se utilizd cromatografia de intercambio gaseoso para el andlisis de acuerdo al
documento ITR INS 093 (Laboratorio Tecnologico del Uruguay). Los andlisis
estan acreditados por United Kingdom Accreditation Agency, UKAS. Limite de
deteccién ng/L.

Por su uso en las zonas hortifruticolas, cultivos predominantes en zonas
cercanas a Playa Penino y su peligrosidad, se escogieron los siguientes agrotdxicos:
aldrin (insecticida clorado, uso prohibido), carbaryl (insecticida, carbamato),
cypermetrina (insecticida, piretroide), chlorothalonil (funguicida e insecticida
clorado de amplio espectro), chlorpyriphos (insecticida organofosforado),
deltametrina (insecticida piretroide), dieldrin (insecticida clorado, uso prohibido), a,
B y A endosulfin (insecticida y acaricida organoclorado, prohibido), malation
(insecticida organofosforado), metilchlorpyriphos (insecticida, organofosforado),
metil parathion (organofosforado, prohibido), permetrina (insecticida, piretroide),

procimidone (funguicida clorado).

Tratamiento de sedimentos para
espectrometria de masas

Los elementos traza estan normalmente presentes en bajas concentraciones
en el ambiente y en los organismos. Los micronutrientes y oligoelementos son
elementos necesarios para los organismos y son parte de los elementos traza, sin

embargo, no todos los elementos traza son micronutrientes. Muchos de ellos, son



metales pesados, cuya toxicidad varia de acuerdo a factores como la concentracion
y la valencia (CMA-JA, 1999).

El tratamiento de las muestras compuestas se realizo segun norma ASTM D
3976 (Reap. 2005). Su digestion se realizé segun método EPA 3051-A. La
cuantificacion de micronutrientes (sodio, calcio, hierro) y oligoelementos (cobre,
cinc, manganeso, magnesio, potasio) se realizd de acuerdo a la norma ISO
11885:2007 adaptada para calcio, cinc, magnesio, manganeso, potasio y sodio por
espectrometria atomica por emision (ICP-OES) y por absorcion (FAAS) segin
norma ASTMD 1068 adaptada para hierro, en el Laboratorio Tecnoldgico del
Uruguay.

La espectrometria de masas se fundamenta en la separaciéon de particulas
moleculares o atdmicas por su diferente masa permitiendo la cuantificacion de muchos
elementos de interés para la industria, la agricultura, la mineria, el monitoreo ambiental y
la investigacion cientifica basica. El proceso de la espectrometria de masas comprende

basicamente cuatro etapas:

Placa
A ., Cafién de aceleradora acer.forestales.upm.es
e Jonizacidon de la muestra (se |electrones

~
o

consigue  por  bombardeo lones mas pesados]

/ Pantalla

to)

mediante electrones).

e Aceleracion de los 1ones por un

campo eléctrico (conversion de .
Muestra Iman

una fraccion significativa de los Haz de iones
positivos

lones mas ligeros

atomos formados en la etapa
de ionizacién en un flujo de iones, generalmente positivos y de carga
Unica.).

e Dispersion de los iones segin su masa/carga (dado que la mayoria de los
1ones formados en la segunda etapa tienen una sola carga y que el resto de
pardmetros se mantienen constantes, la relacién m/e’ suele ser la masa del
16n. La utilidad analitica de un espectrometro de masas depende de la
resolucion del instrumento, o capacidad del mismo para separar dos
particulas de diferente masa).

e Deteccion de los iones y produccidén de la correspondiente sefial eléctrica
(una computadora conectada al espectrometro recoge las distintas sefales y

las reproduce en forma de espectrograma, formato de facil interpretacién).

7 .
Donde e es la carga del electrén y m la masa.



En el sistema de entrada de muestras, un micromol o menos de muestra, se
transforma al estado gaseoso por calentamiento a unos 400°C y se introduce
lentamente en la camara de ionizacion. La finalidad del sistema de entrada es
permitir la introduccion de una muestra representativa en la fuente de iones con la
minima perdida de vacio.

El equipamiento utilizado incluye dos digestores (que implican la quema de
la muestra) de alta presion con aplicacion de microondas: MILESTONE MEGA
1200 y ANTON PAAR Multiwave 3000, dos espectrometros de emision atdomica
PERKIN ELMER modelos 4300 DV y 2100 DV vy tres espectrometros de absorcion
atomica PERKIN ELMER modelos 5000, Aanalyst 200 y Aanalyst 800.

mg/kg de
Parametro sedimento | Método. Norma
Calcio 25,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007
Cinc 5,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007
Cobre 5,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007
Hierro 10,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 8288:86
Manganeso 25,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007
Potasio 25,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007
Sodio 25,0 ASTM D 3976 + EPA 3051 + ISO 11885-2007

Analisis microbiologicos

Coliformes totales y fecales

En cada placa conteniendo medio agar Endo, se sembr6 por duplicado 1 ml
de cada muestra de agua compuesta codificada como mayo, agosto, octubre y
febrero y se incubaron a 35-37°C durante 48 horas. Se promediaron los duplicados
y se contaron las placas donde las unidades formadoras de colonias (UFC), no
superaban las 300 por placa como recomienda la convencién de la Food and Drug
Administration de Estados Unidos. Se utilizé el medio agar Endo (HiMedia) cuyos
componentes son: peptona, lactosa, fosfato dipotasico, fucsina basica, sulfito sédico
(pH=7.5). Los coliformes provenientes del intestino (coliformes incluyendo
Escherichia coli) que fermentan lactosa, aparecen como colonias rojas y los que no lo
hacen, se observan como colonias incoloras y brillantes. La produccion de
acetaldehido que se fija por sulfito sédico genera las diferencias de color (las
colonias de Salmonella por ejemplo, aparecen como gotas transparentes). Es el
medio recomendado por la American Public Health Association (APHA) y la

Environmental Protection Agency (EPA) (Merck) para usarse en analisis de aguas



(DIFCO). Los analisis microbiologicos se realizaron en el Departamento de

Microbiologia del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable.

Tubo con muestras
5 deagua

Extension en placa

Siembra

=

Placa con agar
Endo

Incubacion

Figura 7. Procedmiento de cultivo en agar Endo

Se utiliz6 caldo bilis verde brillante (BVB) al 2% con campana de gas para
confirmar la presencia de coliformes fecales (componentes: peptona, bilis de buey,
lactosa, verde brillante, pH=7.2). La

produccién de burbujas de gas en el
medio indica presencia de coliformes
fecales. Este medio inhibe el
crecimiento de organismos distintos a
dichos coliformes. Es el medio
recomendado en los “Métodos
Estandares para el Examen de Aguas

y Aguas Residuales” (DIFCO) y por la

APHA (Merck). Se realiz6 la incubacion de tubos conteniendo BVB con muestras
de agua de (1 mL de cada muestra compuesta), a 45°C durante 48 horas (siembra

por triplicado).



Lamino-cultivos

Las laminas por contacto Envirocheck (Merck) se pueden utilizar para
evaluar contaminacion en liquidos o superficies. Se sumergio el lamino-cultivo en
la muestra de agua a analizar durante 10
segundos. Se cerr6 el frasco que porta los
medios: Plate Count Agar (PCA) para el
conteo de bacterias aerobias mesofilas
totales y Violet Red Bile Dextrose
(VRBD) Agar (la degradacién de
dextrosa genera acido que provoca un

cambio de color a rojo), recomendado

por la Organizacion  para la
Estandarizacion (ISO) y el Ministerio
Aleman de Salud para el aislamiento y conteo de Enterobacterias. Se incubaron
durante 48 horas a 44°C. En ambos medios E. coli, S. typhimurium y S. sonnei

presentan buen crecimiento.

Analisis estadisticos

La normalidad y homocedasticidad de los datos obtenidos usando los
biomarcadores de dafio genético; ensayo cometa y test de MN se testd en base a los
métodos de Kolmogorov-Smirnov para normalidad y Levene asi como test de
Tukey para homocedasticidad (Zar, 2010). Para comparar los datos de las variables
mencionadas se utilizaron el analisis de varianza (ANOVA) para datos
paramétricos y test de Kruskall Wallis para datos no paramétricos. Los datos de
todos los estudios se graficaron y se analizaron las relaciones entre las variables
mediante analisis de correlaciones y de escalamiento multidimensional
(multidimentional scaling MDS). Los programas estadisticos utilizados fueron

Statistica 6.1, Statgraph Centurion XVI.I y BioEstat.



Resultados

Ensayo de electroforesis en células
individuales (SCGE)

En el Gréfico 1 se presentan los valores medios de la variable % de ADN
dafiado en linfocitos de Crenomys, obtenidos en cada muestreo (mayo, 17,11 %;
agosto, 44,97 %; octubre, 51,91 %, febrero, 31,4 % y control, 5,1 %). En el Grafico
2 se muestran los valores medios para la variable Tail moment Olive (mayo, 2,06;

agosto, 7,45; octubre, 11,99; febrero, 9,08 y control, 0,24).
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Grafico 1. Se muestra la distribucién de las medias para la variable % de ADN
con el correspondiente error estandar para los meses en los que se
tomaron las muestras
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Grafico 2. Se muestra la distribucion de las medias para la variable TMO con el
correspondiente error estandar para los meses en los que se tomaron
las muestras

Ambas variables son normales de acuerdo a Kolmogorov-Smirnov y
presentan homogeneidad de varianzas de acuerdo a los test de Levene y Tukey. El
ANOVA muestra la existencia de diferencias significativas (p<0.01) entre las
muestras tanto para TMO como para % de ADN dafiado. No se constataron
diferencias significativas entre sexos, por lo que se analizaron los datos sin

diferenciar machos de hembras.

Test de micronucleos

En el Grafico 3 se resumen los valores (en %) de eritrocitos policromaticos y
de MN para los meses muestreados. No existen diferencias entre sexos por lo cual
se analizaron los datos sin distinguir entre machos y hembras. Se contabilizaron
2000 eritrocitos por frotis en duplicado y se promediaron los valores por individuo.
Solo se contabilizaron eritrocitos policromaticos, dadas las caracteristicas del bazo
de Ctenomys, que extrae los globulos rojos que presentan anormalidades de la

circulacion, no detectandose eritrocitos maduros o normocromaticos (NCE).
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Grafico 3. En negro se representan las medias para el porcentaje de eritrocitos
conteniendo MN (% PCE con MN) y en gris las medias para el porcentajede
MN totales (% MN totales) para los meses en los cuales se tomaron las
muestras: 1.Mayo; 2. Agosto; 3. Octubre; 4: Febrero; 5. Control

Ambas variables se compararon a través del andlisis no paramétrico
Kruskall-Wallis, por no cumplir con las condiciones de normalidad vy
homocedasticidad. El andlisis muestra la existencia de diferencias significativas
(p<0.05) entre la muestra de octubre y el resto tanto para la variable % PCE con
MN como para el % MN. Todas las muestras se diferenciaron significativamente
del control (p<0.05).

Analisis de Allium test

El Grafico 4 muestra inhibicion de la mitosis estadisticamente
significativa (p<0.05) para todas las muestras expuestas al agua superficial del
humedal de Playa Penino, en relacion al control (agua destilada) de acuerdo a
test de Kruskal-Wallis. Se observa que la mayor disminucién de la division
celular se produce en la muestra de octubre, siendo las muestra que corresponde
a agosto la que menos inhibe la division celular. No hay diferencias

significativas entre las muestras (p<0.05; Kruskall-Wallis).
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Gréfico 4. Indice mitético de células meristematicas de Allium expuestas a
muestras de agua compuestas para los meses indicados. A menores
valores, mayor inhibicién de la division celular por factores citotdxicos
o genotoxicos (* dif. sign. a p<0.05)

En el Gréfico 5 se aprecia que al igual que en el test de MN en sangre

periférica de Ctenomys, la muestra de agua del humedal de Playa Penino que

corresponde al mes de octubre, provoca mayor formacion de MN en las células

de meristema apical de cebolla (p<0.05; Kruskall-Wallis). Con respecto a las

aberraciones, hay un aumento significativo (p<0.05; Kruskall-Wallis) en la

muestra de octubre en relacion a las demas, seguida por la de febrero y la de

agosto (diferencias no significativas), confirmando la tendencia de Ilos

resultados del test de MN para Ctenomys. Ambas variables, se diferencian

significativamente del control para todas las muestras, excepto las aberraciones

en las muestras de agosto y febrero (p<0.05).
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Grafico 5. Resultados del Allium test para muestras de agua de las orillas del humedal:
1. Mayo; 2. Agosto; 3.0Octubre; 4. Febrero; 5. Control. En gris se
representa el porcentaje de MN en células meristematicas y en negro el
porcentaje de células meristematicas con aberraciones (* dif. sign. a
p<0.05)

Entre las aberraciones observadas se cuentan anafases y telofases con
puentes (bridges) metafases con cromosomas “pegajosos” (sticky chromosomes)

y metafases con cromosomas rezagados (algunas se muestran en la Figura 8)

Figura 8. De izquierda a derecha: a.b. Anafases con puentes y cromosomas
no unidos al huso mitético; c. Telofase con puente.

Determinacion de parametros fisico-quimicos

Los resultados de los analisis de las muestras de agua muestran un descenso
del nitrogeno total (NT) en la muestra de octubre (1095 pg/L), siendo su valor
similar en las muestras de agosto y febrero (1584 upg/L y 1650 nug/L,



respectivamente) y mayor que en octubre. Su valor maximo se registra en la
muestra de mayo (1954 ng/L). En el caso del fosforo total (PT), sus valores
minimos se registran en las muestras de agosto y octubre (190 ug/L y 188 ug/L), y
sus valores maximos en las de mayo y febrero (878 ug/L y 751 pg/L). El fosfato se
comporta de manera similar al PT y los nitratos permanecen relativamente
constantes para todas las muestras, experimentando un aumento en la muestra
mayo (164 ng/L). El amonio por otra parte, registra su valor minimo en esa misma
muestra (137 pg/L), aumentando en las de agosto y octubre (342 ug/L y 965 pug/L),

donde alcanza su valor maximo, volviendo a disminuir en la de febrero (812 pg/L)
(Gréfico 6).
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Grafico 6. Se grafican los datos correspondientes a distintos parametros de nutrientes

correspondientes a cada muestra compuesta tomada en los meses detallados en
la metodologia

Los valores medios de nutrientes relacionados con el fésforo son 501, 8 ug/L
para PT y 403,8 ug/L para el fosfato. En cuanto a los aportes relativos al nitrogeno
los valores medios para NT son de 1570,8 pg/L, 564 pg/L para el amonio y 98,8
ug/L para el nitrato.

En las muestras de sedimento, se constaté una disminucién pronunciada en

la muestra de agosto (10,4 ng/g) para el NT y los valores maximos (6 veces mayor



que en agosto) se registraron en las muestras de mayo y febrero. El PT se mantuvo
relativamente estable para todas las muestras, excepto en la de agosto donde
disminuy6 aproximadamente a la mitad (12,5 pg/g) (Grafico 7). El valor medio
para las muestras de sedimento de PT fue de 21,4 mg/Kg y de 43,2 mg/Kg para el
NT.
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Grafico 7. Se muestran los resultados de nutrientes en sedimento para cada muestra
compuesta en los meses detallados

Las muestras de suelo por el contrario, registran valores maximos de NT en
la muestra de octubre (86,7 ng/g), disminuyendo en las otras. Los valores minimos
se registraron para las muestras de febrero y mayo. El PT sin embargo, se mantiene
constante en las muestras de mayo y agosto y experimenta un marcado aumento de
cuatro veces para la de octubre (34 ng/g) y del doble en la de febrero (63,5 ng/g)
(Grafico 8).
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Grafico 8. Se muestran los resultados de nutrientes para cada muestra compuesta de suelo

El valor medio de PT para las muestras de suelo es de 28,5 mg/Kg y 45
mg/Kg para el NT. Las mediciones de pH (realizadas por método colorimétrico) se

mantuvieron en todas las muestras entre 5.4 y 6.0.

Determinacion de plaguicidas y micronutrientes

Los valores medios obtenidos para nutrientes (sodio, calcio, hierro) en las
muestras de sedimento fueron las siguientes: sodio (38,5 mg/Kg), calcio (770
mg/Kg), hierro (1500 mg/Kg). Los valores obtenidos para oligoelementos (cobre,
cinc, manganeso, magnesio, potasio) en dichas muestras se detallan a continuacion:
cobre (1,2 mg/Kg), zinc (2,9 mg/Kg), manganeso (18,5 mg/Kg), magnesio (180
mg/Kg), potasio (240 mg/Kg). Ninguna muestra superd los estandares

internacionales.

Parametros microbiologicos

En el Grafico 9 cada barra representa el 100 % de los microorganismos
detectados de acuerdo a la metodologia descripta (aerobios mesoéfilos totales,
coliformes totales y enterobacterias) para cada muestra compuesta de los meses

detallados en la metodologia.
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Grafico 9. Determinacién de microorganismos aerobios mesofilos totales, coliformes
totales y enterobacterias en muestras de agua compuestas de las orillas del
mayor humedal de Playa Penino.

Aunque las diferencias no resultaron significativas de acuerdo al test no
paramétrico de Kruskal Wallis (p<0.05) entre las muestras compuestas de agua,
se aprecia un aumento de las enterobacterias en las muestras correspondientes a
octubre y febrero con respecto a las de mayo y agosto. Las bacterias mesofilas
predominan en todas las muestras (abarcando entre un 48-61% del total de
microorganismos), seguidas por los coliformes totales (que se mantuvieron
cercanos a un 30% en todas las muestras). La variacion mas amplia se observd
en las enterobacterias que oscilaron desde 9% en la muestra de mayo hasta 22%
en la muestra de octubre. En el caso de los coliformes totales, para todas las
muestras analizadas hubo produccion de gas en el caldo verde bilis brillante
evidenciandose la presencia de enterobacterias, lo que se confirm6 luego con
los lamino-cultivos. El recuento de enterobacterias fue de 300 ufc/100 ml en
mayo, 800 ufc/100 ml en agosto, 1500 ufc/100 ml en octubre y 1300 ufc/100

ml en febrero. El promedio para todas las muestras es de 975 ufc/100 ml.



Analisis de correlacién y MDS

El analisis de correlaciones (Tabla 1) muestra indices de correlacién
significativos (p<0,05) entre los marcadores de dafio agudo (ensayo cometa) y
dafio crénico (test de MN). El % de aberraciones detectado por el Allium test
registrado luego de la exposicién de las muestras compuestas de agua, también
se correlaciona significativamente con los marcadores de dafio genético

medidos in situ, a partir de las muestras de sangre de los individuos de Ctenomys

de Playa Penino.
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Tabla 1. Test de correlaciones para los marcadores de dafio genético in situ (Ctenomys), in vitro (Allium test) y
variables ambientales (nutrientes y enterobacterias). Abreviaciones que no aparecen aclaradas en el
texto: %PCE, eritrocitos portadores de MN; IM Allium, indice mitético medido en Allium test; %Ab.

Allium, porcentaje de aberraciones registradas en Allium test




El porcentaje de enterobacterias se correlaciona positivamente y de forma
significativa con la variable TMO, que indica dano genético in situ (sobre las
muestras de sangre de Crenomys) y con el porcentaje de aberraciones cromosOmicas
registrados en el Allium test realizado in vitro a partir de las muestras sobre las que
se midieron también los nutrientes. En relacion a estos ultimos, la concentracion de
amonio se correlaciona en forma positiva (p<0,05) con las variables genéticas que
indican exposicion y dafio genético agudo (% ADN dafiado y TMO), cronico (%
PCE y % MN) y con el porcentaje de aberraciones registrado por el Allium test. E1
porcentaje de enterobacterias se correlaciona positiva y significativamente con la
concentracion de amonio en agua. Debido a que existe autocorrelacion entre las
variables TMO y porcentaje de ADN danado, se escogera solo una para el analisis
de escalamiento multidimensional del mismo modo que en el caso del fosfato y el
tésforo total en agua (solo se incluird una de las dos variables). Por el mismo
motivo, se excluyeron los porcentajes de microorganimos mesofilos y coliformes
totales y se incluyeron los porcentajes de enterobacterias. Las concentraciones de
PT y NT total en suelo no se incluyeron por ser muy bajas.

En el Grafico 10, se observan las dos dimensiones que genero el analisis de
escalamiento multidimensional (MDS). La medida de stress fue de 0,029 lo cual
indica una bondad de ajuste muy buena (Zar, 2010). La dimensiéon 1 agrupa los
parametros que indican dafio genético agudo y cronico i situ (% ADN dafado y %
MN) asi como aquellos que miden dafio genético in vitro, registrados a través del
Allium test (% de aberraciones y % de MN en células meristematicas de A/lium), con
las variables ambientales vinculadas con la presencia de enterobacterias y la
concentracion de amonio en agua. Por otro lado, vincula la inhibicién en la
multiplicacién celular (IM Allium) de las células meristematicas de A/ium con el
resto de las variables ambientales (concentracion de NT y PT en agua y sedimento,

asi como concentracion de nitrato en agua).
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Grafico 10. Analisis de escalamiento multidimensional de marcadores de dafio genético y
variables ambientales.

La dimension 2 por otra parte agrupa las variables de dano genético agudo
(% ADN dafiado, % de aberraciones en A/lium) y la inhibiciéon en la multiplicacién
celular del meristema de Allium, con las enterobacterias y la concentracion de
amonio. Por otro lado se agrupan, los marcadores de dafio genético cronico (% MN
en Ctenomys y en Allium, en los ensayos in situ € in vitro, respectivamente), con el
resto de las variables ambientales (concentracion de NT y PT en agua y sedimento

y concentracion de nitrato en agua).
Discusion
Biomarcadores de genotoxicidad

El término biomarcador puede ser definido como un indicador de
eventos celulares y moleculares en sistemas bioldgicos que revela la relacidén
entre el estado del ambiente y sus efectos en un organismo. Juegan un papel
clave en la comprension de la relacion entre la exposicion a toxicos ambientales
y el desarrollo de incipientes procesos de deterioro que ocurren en un
organismo. Asimismo, son fundamentales en la identificacién de situaciones de
potencial peligro a niveles subletales, frente a la concentracidon de uno o varios
toxicos en los ecosistemas (Ribeiro y cols, 2003; Mudry y Carballo, 2006).

Los marcadores de genotoxicidad en el drea ambiental, se utilizan con

dos propositos: evaluar el riesgo de animales y plantas que habitan un ambiente




expuesto a xenobioticos y evaluar el riesgo de poblaciones humanas expuestas a
contaminantes presentes en alimentos, agua o ambiente circundante en general
(Clemente y cols, 2004; Machella y cols, 2006; Emmanouil y cols, 2007; Kumar
y cols, 2010; Chakraborty y cols, 2009; Yin y cols, 2009; Mhoanty y cols, 2011;
Parolini y cols, 2011; Capriglione y cols, 2011).

Los porcentajes de eritrocitos policromaticos (de sus siglas en inglés
PCEs) micronucleados asi como de microntcleos (% MN), muestran la
existencia de dafio genético crénico reciente y sus valores (0,65-1,2%), superan
los obtenidos por Heuser y cols. (2002), en tucu tucus expuestos a
contaminacién por metales pesados en dos de tres localidades sobre la ruta
RS/030, sobre la costa en Rio Grande del Sur (0,76%). También son superiores
a las frecuencias de PCEs (1,75-2,7%) obtenidos por da Silva y cols. (2000) en
individuos de Ctenomys expuestos a contaminacion por explotacion minera de
carbén en la localidad de Candiota (1,3%). Rico-Rodriguez y cols. (2004),
hallaron valores medios de MN para peces de 0,55% en lagos no contaminados
y 2,7% en zonas altamente contaminadas por eutrofizacion.

En el caso del porcentaje de ADN danado, el valor medio obtenido en
este trabajo es de 36,2%. Kopjar y cols. (2008), hallaron valores de dano
genético medidos por el ensayo cometa de 0,85-7,37 para porcentaje de ADN
danado y de 0,11-0,86 para tail moment Olive (TMO), en sangre periférica de
peces de rios que presentan contaminacion por efluentes urbanos, menores a los
hallados en este trabajo, mostrando la existencia de dafio agudo o exposicién
reciente a sustancias genotoxicas.

El indice mitético (IM) obtenido al exponer células meristematicas de
Allium cepa a las muestras de agua de las orillas del humedal de Playa Penino,
equivale al hallado por Fiskesjo (1988) al someter bulbos de esta especie a una
solucion de 0,4 mg/L de compuestos de mercurio (cuya mutagenicidad es
considerada muy alta) y es superior al obtenido por exposicion de esta especie a
soluciones de suelos agricolas sometidos a intensa fertilizaciéon y tratamientos
con agroquimicos por Dragoeva y cols. (2009) (4,8 a 7,7). El valor medio anual
de aberraciones encontradas en este estudio es de 1,2 y el de células con MN es
de 0,2. La frecuencia de aberraciones es superior (0,56-087) y la de MN similar
(0,1-0,47) a las descriptas por los autores mencionados. El tipo de aberracién
mas frecuente hallado indica que las muestras de agua analizadas por el Allium

test, contienen xenobidticos que provocan rupturas cromosOmicas y



anormalidades en el huso mitoético. La ruptura cromosomica se confirma por la
presencia de MN (Monte y cols, 2007; Dragoeva y cols, 2009). Cabe destacar,
que los valores de inhibicion de la multiplicacidén celular (medida por el IM en
el Allium test) son similares a los hallados por Monte y cols, (2007) en un sitio
de muestreo ubicado aguas abajo de un area de liberacion de efluentes

industriales, en el rio Pitimbu (ciudad de Natal, Brasil).
Parametros ambientales

En términos generales, de acuerdo al DECRETO 253/79 para calidad de
aguas, el humedal de Playa Penino corresponde a la CLASE 2 ((b) Aguas destinadas
a recreacion por contacto directo con el cuerpo humano para muchos residentes y visitantes de
la zona) y a la CLASE 3 (Aguas destinadas a la preservacion de los peces en general y de
otros integrantes de la flora y fauna hidrica, o también aguas destinadas al riego de cultivos
cuyo producto no se consume en forma natural o en aquellos casos que siendo consumidos en
forma natural se apliquen sistemas de riego que no provocan el mojado del producto). Para
cualquiera de las dos clases, el valor de amonio hallado excede los limites
permitidos en todas las muestras (limite permitido 0.02 mg/L). Lo mismo sucede
para el fosforo total (PT, limite permitido 0.025 mg/L). Contrariamente, los
nitratos se encuentran muy por debajo de los limites fijados por este decreto (10
mg/L).

El valor promedio de 501, 8 pug /L para el fosforo total (PT) y de 1570,8
ng/L para el NT, indican que es un ambiente hipereutréfico (Mazzeo y cols, 2002;
Kruk y cols, 2006; Arocena y cols, 2008) y entre eutrofico e hipereutrofico para la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y el Desarrollo (FAO,
1997). Para Arocena y cols. (2008) el valor medio de NT corresponde a un
ambiente eutrdfico. El valor promedio de PT (0.5mg PT/L), supera el estandar
nacional de PT para todo tipo de aguas. Segin Chalar y cols. (2011) los valores
de PT hallados indican hipereutrofizacién, aunque en dicho trabajo, el estado
trofico se define por la concentracidn total de fosforo y por el indice de estado
trofico para invertebrados bentonicos (de sus siglas en inglés TSI-BI). El valor
promedio de PT supera a los hallados por Arocena y cols. (2008) para los
embalses de Canelén Grande (457 pg/L) y Paso Severino (247 pg/L), lo que
no sucede con los valores promedio de NT (4884 pg/L para Canelon Grande y

4962 ng/L para Paso Severino).



En cuanto a los aportes relativos al nitrégeno los valores medios para NT
son de 1570,8 ug/L, 564 ng/L para el amonio y 98,8 ug/L para el nitrato. El valor
medio de nitrato, asi como sus valores maximos (0,16 mg NO;/L) se encuentran
por debajo de los estandares nacionales e internacionales (Arocena y cols, 2008).

El valor internacional para NT es de (1.87 mg/L) es mayor que el valor
medio estimado para el humedal de Playa Penino, (se recurre a la normativa
internacional US EPA (2010) al no existir reglamentaciéon nacional al respecto).
Solo en la muestra de mayo, este valor es superado por el registrado en este
humedal.

Los maximos de amonio (0.56 mg NH,/L) superaron no solo estos rangos,
sino los valores internacionales tanto para la preservaciéon de la vida acudtica como
para el agua potable (Arocena y cols, 2008). El amonio tiene escasa accion toxica
por si mismo, pero su existencia aun en bajas concentraciones, puede significar
contenido aumentado de bacterias fecales y microorganismos patdgenos en el agua.
La formacion del amonio se debe a la descomposicion bacteriana de urea y
proteinas, siendo la primera etapa inorganica del proceso. Para algunos autores, el
amonio constituye un buen indicador quimico indirecto de contaminacién fecal en
las aguas (Laws, 1993; Rodriguez y cols, 2006).

En cuanto a la relacién nitrégeno fosforo (N:P) en agua, en la bibliografia
varia de 15:1 a 10:1 (Marquez y cols, 2007), otros autores proponen una relacion de
9:1 a 7:1 (Salas, 1996) que no se cumple para el humedal de Penino, tal vez por un
exceso de aporte de fosforo proveniente de los aportes naturales y los efluentes
cloacales. En este caso el nutriente limitante seria el nitrogeno.

Los valores medios de nutrientes relacionados con el fésforo son 501,8 pg/L
para PT y 750 pg/L para el fosfato, por encima de los estdndares nacionales e
internacionales. La concentracion de fosfatos en agua natural es fundamental para
evaluar el riesgo de eutrofizacidén. El fésforo suele ser el factor limitante en los
ecosistemas para el crecimiento de los vegetales, y un gran aumento de su
concentracion puede provocar la eutrofizacidén de las aguas. Asi, los fosfatos estan
directamente relacionados con la eutrofizacién de rios, pero especialmente de lagos
y embalses. Tan s6lo 1 gramo de fosfato (PO,) provoca el crecimiento de hasta 100
gramos de algas. Si el crecimiento de algas es excesivo, los procesos de su
descomposicion pueden dar como resultado una alta demanda de oxigeno,
agotando el oxigeno presente en el agua. La directiva EU 91/271/CEE indica que

las concentraciones criticas para una eutrofizacidn incipiente se encuentran entre



0,1-0,2 mg/L PO, en el agua corriente y entre 0,005-0,01 mg/L PO, en aguas
tranquilas (De Azevedo y Da Matta, 2004; Marquez y cols, 2007). El fésforo a
diferencia del nitrogeno no se obtiene de la atmosfera, es parte de los productos de
excretas de los seres vivos y se encuentra contenido principalmente en los
fertilizantes, pesticidas, detergentes y aguas servidas, entre otros (Marquez y cols,
2007).

El valor medio para los sedimentos es de 21,4 mg/Kg para el PT y de 43,2
mg/Kg para el NT, se encuentran por debajo de valores reportados por Kruk y cols.
(2006) para la Laguna del Diario impactada por la contaminacion de la napa
freatica por pozos negros. La concentracion de NT en los sedimentos es baja, al
igual que ocurre en las muestras de agua del humedal. La liberacion de fosforo
aumenta con la anaerobiosis, en presencia de bacterias como Pseudomonas y otros
grupos que varian de acuerdo a las caracteristicas del sedimento. La densidad es
baja en sedimentos arenosos mezclados con cantidades moderadas de materia
organica, limo y grava como los del humedal de Playa Penino. Un exceso de N y/o
P nos puede indicar un exceso de nutrientes, o una falta de asimilacién de ellos (De
Azevedo y Da Matta, 2004; Newman y Clements, 2008). Probablemente los
procesos de nitrificaciéon del amonio no ocurren o se dan en forma muy lenta, es
decir, la tasa de mineralizacién excede a la de nitrificacién. Esto suele ocurrir en
condiciones anoxicas (Sales, 2008). La liberacion del fosforo desde el sedimento, es
el resultado de la compleja interaccidn entre procesos bidticos y abidticos que se
dan entre el agua y el sedimento, regulado por variables ambientales como
temperatura, pH, oxigeno disuelto, mineralizacion de la materia organica, etc.
(Nowlin y cols, 2005).

El valor medio anual de PT para las muestras de suelo es de 28,5 mg/Kg
(28,5 ng/L) y 45 mg/Kg para el NT. El valor de NT esta por debajo del rango
nitrogeno total para suelos del Uruguay, probablemente por la alta erosidon que
ocurre en suelos arenosos como los de Playa Penino. De acuerdo a la bibliografia
para muestras de suelo, la relacion entre el nitrogeno y el fésforo es de 16:1
(Ferrando, 2012). Segun los resultados de este trabajo hay una concentracion de
nitrogeno diez veces menor (por lo cual el nutriente limitante seria el nitrogeno) o
una concentraciéon de fésforo diez veces mayor a la que deberia existir para
mantener dicha relacion. Cabe destacar, que el proceso de extraccion de arena que
provoca la eliminacion de la vegetacién del humedal, genera ain mayor erosion

por efecto de las inundaciones y el viento.



El nitrégeno y el fosforo son esenciales para todos los organismos vivos,
constituyen parte fundamental de las moléculas como proteinas y acidos nucleicos
y nutrientes indispensables en el crecimiento de organismos. En el agua, los
compuestos del nitrogeno y del fésforo representan un papel muy importante
puesto en el crecimiento de los organismos animales y vegetales. En condiciones
normales estos compuestos provienen fundamentalmente de aportes naturales
externos asi como de la degradacion de la materia organica muerta (reciclaje), pero
en condiciones del medio alteradas, los aportes adicionales proceden
mayoritariamente de vertidos residuales urbanos y de ciertas instalaciones
industriales, asi como del uso creciente de fertilizantes y pesticidas en la agricultura
(De Azevedo y Da Matta, 2004; Spiro y Stigliani, 2004; Cicerone y cols, 2007). En
efluentes de aguas residuales urbanas o domésticas, el nitrogeno se presenta
principalmente como nitrégeno organico 0 amonio y, en una proporcion inferior,
como nitritos y nitratos. El nitrégeno reducido se convierte en nitrito (nitrificacion
por Nitrosomonas y Nitrosococcus) y posteriormente en nitrato (por Nitrobacter) todo
ello en presencia de oxigeno. Luego, mediante una reaccion de descomposicion
anaerobia de la materia organica (desnitrificacion) en la que se “extrae”’el oxigeno
de los nitratos, se produce nitrogeno gas, que es eliminado a la atmosfera (De
Azevedo y Da Matta, 2004; Cicerone y cols, 2007; Newman y Clements, 2008).

El aumento de la produccion de biomasa conlleva una gran acumulacion de
material orgdnico en las capas mds profundas. La degradacién de la materia
organica provoca condiciones de hipoxia o anoxia en el sedimento y en las capas
mas profundas de un ambiente lacustre. La descomposicién anaerdbica genera
gases (sulfuro de hidrégeno, metano) causantes de los malos olores, como los que
describen los habitantes de la zona de Playa Penino. Ademads, la menor
concentracion de oxigeno, el incremento de amonio y amoniaco y la menor
transparencia modifican drasticamente la comunidad de peces (De Azevedo y Da
Matta, 2004; Cicerone y cols, 2007).

En agua dulce, es generalmente la fuente del fosforo la que regula la
produccién de algas y de otras plantas; pero en algunos casos, la fuente del
nitrogeno es el factor dominante. El cociente entre nitrégeno y fosforo se usa como
indicador para saber qué nutriente es el factor limitante, y si estd ocurriendo fijacion
de nitrégeno (incluyendo la fijacidén por cianobacterias). De acuerdo a la Agencia

de Proteccién Ambiental Sueca (Swedish Environmental Protection Agency, EPA)



la relacion NT/PT < 5 obtenida en este estudio, muestra una deficiencia de
nitrégeno alta.

Los valores de pH registrados en todos los muestreos oscilaron entre 5.4 y
6.0. El rango de 5.1 — 5.5 se considera fuertemente acido y el de 5.6 — 6.0,
moderadamente 4cido. Por tanto, el agua del humedal varia entre esos dos estados
en relacion al pH. La acidez del agua tiene una gran influencia en organismos
acuaticos, puesto que afecta el equilibrio de sustancias quimicas, asi como
intercambios de esas sustancias entre los habitats de los organismos y el ambiente
circundante. La acidez también tiene efectos bioldgicos indirectos, con su influencia
en la forma quimica principalmente de iones metdlicos traza. El aluminio, por
ejemplo, forma compuestos toxicos bajo condiciones acidas. En general, la
acidificacion conduce a una disminucion en el nimero de plantas acuaticas y de
especies animales. Los organismos bentonicos acido-sensibles, tales como caracoles
y bivalvos, comienzan a disminuir en numero tan pronto como los valores de pH
caen a 6. A valores de pH mas bajos, las especies sensibles de peces comienzan a
desaparecer; y los lagos con valores de pH alrededor de 4.5 pueden carecer
totalmente de peces. La contaminacidon y otros factores han conducido al aumento
de acidez en muchos lagos y arroyos sensibles (Swedish EPA).

En la mayoria de los ambientes acudticos en las areas ricas en oxigeno
predominan las cianobacterias y las algas. En las dreas anoxicas, predominan las
bacterias quimiotréficas. Aunque el oxigeno es uno de los gases predominantes en
la atmosfera (21%), tiene solubilidad limitada en el agua y en grandes masas de
aguas su intercambio con la atmosfera es bajo. La produccion fotosintética de
oxigeno ocurre solo en las capas superficiales de esas masas de agua. La materia
organica se descompone por microorganismos facultativos y en las zonas mas
profundas por bacterias anaerdbicas. Sin embargo, el agua de las capas superficiales
y profundas se renueva (de 6xidas a andxicas y viceversa), debido al “turn over” del
agua debido a los cambios en la temperatura a lo largo de las estaciones. Las
bacterias aerobias son todas las bacterias heterdtrofas, aerobias o anaerobias
facultativas, mesofilas (crecen a temperaturas moderadas) y psicotroficas (crecen a
bajas temperaturas) capaces de crecer en un medio de agar nutritivo (Apella y
Aratjo, 2005).

La gran sensibilidad de las bacterias aerobias mésoéfilas a los agentes de
cloracion, las ubica como indicadoras de la eficacia del tratamiento de

potabilizacion del agua. Las bacterias coliformes habitan el tracto intestinal de



mamiferos y aves, y se caracterizan por su capacidad de fermentar lactosa a 35°C.
Los géneros que componen este grupo son Escherichia, Klebsiella, Enterobacter,
Serratia, Citrobacter y FEdwardsiella. Todas pueden existir como saprofitas
independientemente, o como microorganismos intestinales, excepto el género
Escherichia cuyo origen es solo fecal. Esto ha llevado a distinguir entre coliformes
totales (grupo que incluye a todos los coliformes de cualquier origen) y coliformes
fecales (término que designa a los coliformes de origen exclusivamente intestinal)
con capacidad de fermentar lactosa también a 44 °C. La existencia de una
contaminacion microbiologica de origen fecal se restringe a la presencia de
coliformes fecales, mientras que la presencia de coliformes totales que se
desarrollan a 35°C, s6lo indica existencia de contaminacidn, sin asegurar su origen
(Apella y Aratjo, 2005).

Si bien el amplio grupo de bacterias coliformes, se originan en el tracto
intestinal de animales de sangre caliente y pueden encontrarse en sus desechos,
también pueden hallarse asociadas al suelo y la vegetacion. La mayoria de las
especies no son patdgenas, sin embargo contindan siendo indicadores aceptables de
contaminacion de origen animal y de la calidad del tratamiento de agua para
consumo humano (Apella y Araujo, 2005; Oran, 2012).

Cabe destacar, que la capacidad de los coliformes fecales de reproducirse
fuera del intestino de los animales homeotérmicos es favorecida por la existencia de
condiciones adecuadas de materia organica, pH, humedad. Desde hace mucho
tiempo se han utilizado como indicador ideal de contaminacién fecal. Su presencia
se interpreta como una indicaciéon de que los organismos patdgenos pueden estar
presentes y su ausencia indica que el agua o el alimento estudiado se hallan exentos
de organismos productores de enfermedades (Apella y Aratjo, 2005; Oran, 2012)

El Decreto 253/79 establece un limite de una media de 1000 ufc/100 ml
para coliformes fecales en aguas clase 3 (“Aguas destinadas a la preservacion de los peces
en general y de otros integrantes de la flora y fauna hidrica, o también aguas destinadas al
riego de cultivos cuyo producto no se consume en forma natural o en aquellos casos que siendo
consumidos en forma natural se apliquen sistemas de riego que no provocan el mojado del
producto”) y de entre 500 y 1000 ufc/100 ml en aguas clase 2 (“Aguas destinadas al
riego de hortalizas o plantas fruticolas u otros cultivos destinados al consumo humano en su
forma natural, cuando éstas son usadas a traveés de sistemas de riego que provocan el mojado
del producto. Aguas destinadas a recreacion por contacto directo con el cuerpo humano’).

Los niveles de contaminacién bacterioldgica hallados, se encuentran por encima de
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los niveles guia para este tipo de aguas, asi como para fuentes de agua potable de
diferentes organizaciones nacionales e internacionales, representando también un
riesgo para el uso recreativo del agua. Oliva y Pérez (2005), analizaron muestras de
aguas del lago de Izabal y de Rio Dulce, en Guatemala, hallando valores de fecales
inferiores a los encontrados en este trabajo (lago Izabal 454 ufc/100 ml y Rio Dulce
62 ufc/ 100 ml). Ambos autores destacan el peligro sanitario que representa esta
situacion para la poblacién de las comunidades en sus margenes, que estan en
contacto con el agua. Esta situacidon se da también el humedal de Playa Penino que
ademads, es utilizado para riego, pesca y usos recreativos por la poblacion. Los
niveles de contaminacidn, tanto fisicoquimicos como bacterioldgicos representan
un riesgo alto para la salud humana, ademds de limitar el recurso piscicola como
fuente de alimentacion en comunidades donde los niveles de pobreza son
importantes. Los valores encontrados en este estudio son similares (mayo) o
superiores (octubre y febrero) a los de varias estaciones del rio Traiguén IX Regién
en Chile (540 ufc/ml; 1100 ufc/ml; 920 ufc/ml) (Rivera y cols, 2009).

El analisis de correlaciones multiples indica que hay una asociacion
significativa entre la concentracion de amonio y la presencia de enterobacterias con
el dafio genético registrado en las muestras provenientes de Ctenomys, asi como en
los ensayos in vitro, realizados en el Allium test. Dichos resultados estan en
concordancia con un impacto negativo revelado por los marcadores de dafio
genético, de la descarga de efluentes cloacales en la zona del humedal de Playa
Penino.

El MDS confirma los resultados de las correlaciones multiples, ya que
vuelven a vincularse en la Dimensién 1, los marcadores de dafio genético agudo
analizados in situ e in vitro, con la concentracion de enterobacterias y de amonio.
Cabe destacar sin embargo, que la inhibicion del crecimiento de las células
meristematicas de Allium que reflejan fendmenos de caracter citotoxico, se hallan
vinculadas a las concentraciones de P, N y nitratos. Habria que confirmar dicho
hallazgo, con un muestreo mas exhaustivo de agua superficial y nuevos ensayos de
inhibicion mediante el test de Allium.

Sin embargo, es importante destacar que existe un componente de la
inhibicién del crecimiento de los meristemas vinculados al amonio y a la presencia
de enterobacterias como la indica el MDS en la dimension 2. El hecho de que se

agrupen los marcadores de dafio genético cronico (% MN en Ctenomysy en Allium,



en los ensayos in situ e in vitro, respectivamente), con el resto de las variables
ambientales (concentracion de NT y PT en agua y sedimento y concentracion de
nitrato en agua) indica que podria haber un efecto de genotoxicidad cronica debido
a dichas variables, lo que habria que confirmar con muestreos mas exhaustivos.

En cuanto a la asociacion de las variables que miden dafio genético con la
concentracion de amonio y fésforo en el agua cabe sefalar, que altas
concentraciones de fosforo y de amonio, pueden ser indicadores de contaminacién
de origen cloacal. El amonio en particular, inhibe la fijacién simbiodtica del
nitrogeno (que es una entrada de nitrogeno muy importante en los ecosistemas
terrestres ademas de la escorrentia) por parte de los microorganismos asociados a
especies vegetales, que en el ambiente del humedal esta en estrecho contacto con el
agua. Este proceso se produce de forma indirecta por un incremento en la
concentracion citoplasmadtica de amonio en las raices, excediendo la capacidad
asimilativa de las mismas (Newman y Clements, 2008). El amonio también puede
inhibir la nodulacién reprimiendo los genes Nod (Marschner, 2003). Cuando las
bacterias descomponen materia organica se libera mayor cantidad de amonio,
proceso que depende entre otros factores de la proporcion de carbono y nitrogeno
en el sustrato (Marschner, 2003).

En medio acuoso, la presencia del nitrogeno amoniacal estd regulada por un
equilibrio quimico que determina la coexistencia de dos formas: una forma no
ionizada, el amoniaco (NH;), y una forma ionizada, el ion amonio (NH,"). Las
proporciones relativas de cada una de ellas, estd condicionada por diversas
variables, entre las que se destacan el pH, la temperatura y la fuerza idnica. La
concentracion de amoniaco aumenta con el incremento del pH y de la temperatura
y decrece con el aumento de la fuerza idnica, el ion amonio predomina con valores
de pH inferiores a 7 (Pepe y Lombardi, 2003). La toxicidad del amonio para los
organismos se relaciona con la forma no ionizada (amoniaco), debido
principalmente a su elevada solubilidad en lipidos, lo que facilita su paso a través de
las membranas biologicas, causando danos en las superficies respiratorias. En los
peces por ejemplo, las partes distales de las aletas se tornan blancas o transparentes,
perdiendo su color original. Las sales de amonio producen secreciones de la piel y
destruccion branquial (Pepe y Lombardi, 2003; Spiro y Stigliani, 2004). Con un pH
menor de 6,6, como es el caso de los registros para el humedal de Playa Penino, se
interrumpe la nitrificacién, o sea que el amonio no puede ser transformado por las

bacterias Achromobacter, Aerobacter, Pseudomonas y otras en nitritos y nitratos. Los



compuestos nitrogenados (amonio y nitratos) se transforman en nitritos en el
aparato digestivo de los mamiferos por accidon microbiana, cuyo exceso genera la
formacién de metahemoglobina. Dicho compuesto, disminuye el transporte de
oxigeno bloqueando su transporte por la hemoglobina. Sumado a esto, estos
compuestos nitrogenados (nitratos y nitritos) ingeridos en el agua, pueden
transformarse en nitrosaminas (se forman cuando un nitrégeno (N) y un oxigeno
(O) de un compuesto “nitrosante” (nitratos y nitritos) se unen al nitrégeno del
grupo amino® (N) de un compuesto aminico), cuyo potencial teratogénico y
carcinogénico es reconocido (Jensen, 2003; Camargo y Alonso, 2006).
Aproximadamente el 90% de las 300 nitrosaminas ensayadas han demostrado
efectos cancerigenos en animales de laboratorio. Se han estudiado
aproximadamente 40 especies animales, entre ellas mamiferos, aves, peces y
anfibios, y ninguna de ellas ha mostrado resistencia al efecto mutagénico de estos
compuestos (OIT, 1998).

En el ecosistema, los nitratos una vez incorporados al agua y solubilizados
son dificilmente removibles en forma natural (considerando una fuente de agua con
oxigeno disuelto y sin carbono organico disponible) y muy costosos de eliminar por
medios artificiales (resinas de intercambio idénico u O6smosis inversa) (Pepe y
Lombardi, 2003). Herndndez-Reyes y cols (2012) afirman que las microalgas como
Chlorella y Scenedesmus (organismos autdtrofos que ocupan el primer eslabon en la
cadena trofica) en las regiones tropicales y subtropicales, se emplean como un
biosistema alternativo para la remocion de nutrientes de este tipo de aguas. Estos
microorganismos incorporan nitrogeno en forma de amonio que es utilizado para
formar aminodcidos; aunque tienen la capacidad de incorporarlo en forma de
nitrato. En aguas limitadas en luz los grupos de algas moviles como los
dinoflagelados y criptomonadales son capaces de migrar cerca de la superficie para
asegurar el acceso a la energia de la luz necesaria para reducir el nitrato a amonio,
lo cual es un punto critico para incorporar esta forma oxidada de N dentro de las
vias de biosintesis y crecer. En contraste, los organismos no moviles deben
enfrentar las condiciones de profundidad y poca irradicion, limitando la captacién

de nitrato y captando amonio. También existen diferencias fisioldgicas intrinsecas
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Se pueden considerar a las aminas como compuestos nitrogenados derivados del amoniaco (NH3) en el que
uno o mas grupos alquilo estan unidos al nitrégeno. Los grupos alquilo sélo contienen dtomos de carbono e
hidrégeno y siempre forman parte de una molécula mayor.



en la captacion de N por diferentes taxas de algas y esto puede conducir a una
respuesta contrastante a las difernetes fuentes de N (Swackhamer y cols, 2004).

El impacto negativo de los asentamientos irregulares ubicados en las
inmediaciones del humedal de Playa Penino, asi como la falta de planes de
saneamiento probablemente estan provocando una elevacién en los valores de
nutrientes por encima de los maximos admitidos por la normativa nacional e
internacional vigente, provocando alteraciones en los ciclos de los nutrientes.

Finalmente cabe destacar, que los valores obtenidos para micronutrientes y
oligoelementos en sedimento anualizados (sodio, calcio, hierro) en las muestras
fueron las siguientes: sodio (38,5 mg/Kg), calcio (770 mg/Kg), magnesio (180
mg/Kg) y potasio (240 mg/Kg), cobre (1,2 mg/Kg), zinc (2,9 mg/Kg), manganeso
(18,5 mg/Kg), hierro (1500 mg/Kg). Todos los valores son normales de acuerdo a
los estandares para sedimento que figuran en la API (American Petroleum Intitute)

y muy bajas para el zinc (<50) y el cobre (<15) (Sales, 2008).

Ctenomys pearsoni como centinela

Las especies centinela se utilizan para detectar a tiempo situaciones de
potencial peligro, permitiendo evaluar la presencia y accion de contaminantes
en el medio en el que viven. Se entiende que los resultados obtenidos con estas
especies son hasta cierto punto, extrapolables a la especie humana (Alonso y
Tabor, 2004; Den Besten y Munawar, 2005; Bischoff y cols, 2010; Fernandez-Tajes
y cols, 2011).

Los datos obtenidos muestran que Ctenomys pearsoni, resulta ser un centinela
ambiental adecuado. La extension del dafio genético medido a través de las
variables TMO y % de ADN en la cola del cometa, en el ensayo de electroforesis de
células individuales reveld exposicion aguda y reciente a xenobioticos que, en este
caso se pueden relacionar con la descarga de efluentes domésticos. El test de MIN
reveld ademas, exposicidon cronica reciente, con dafio genético provocado por
eventos clastogénicos o aneugénicos (Mudry y Carballo, 2006). El Allium test
confirma estos datos, revelando la presencia de sustancias genotoxicas (que
provocan puentes anafasicos y telofasicos asi como MN) y citotéxicas, dada la
alteracion del huso mitotico que determina la presencia de cromosomas rezagados

durante la division celular, del mismo modo que la disminucion del indice mitético



(va sea por alteracion del huso o por muerte celular) (Mudry y Carballo, 2006;
Monte y cols, 2007; Dragoeva y cols, 2009).

El desequilibrio quimico asi como el nivel de eutrofizacion del humedal
de Playa Penino, impacta directamente sobre el genoma de estos organismos que
viven en cuevas, en contacto directo con el suelo y que construyen sus madrigueras,
en esta area, en la proximidad inmediata al agua del humedal y la canada. La
vegetacion que consumen se encuentra asociada al humedal, absorbiendo el agua y
los contaminantes que esta presenta, especialmente en aquellas especies con mayor
contenido de agua (Equisetum sp., Cynodon dactylon y Paspalum nicorae).

Tomando en cuenta todos los datos discutidos, se vuelve imprescindible
para mantener la integridad ecosistémica del humedal de Playa Penino asi como la
preservacion de la salud humana el acceso a la conexién al agua potable, la estricta
vigilancia y control de pozos sépticos, y el disefio de sistemas de saneamiento
adecuados. La regularizacion de los asentamientos a través de un plan de vivienda
que contemple las posibilidades socio-econdmicas de los pobladores, contribuiria a
la disminucidn de la carga de contaminantes por aguas servidas.

El restablecimiento de los equilibrios fisico-quimicos entre los
compartimentos suelo, agua y sedimento, también se beneficiaran evitando la
extraccion de arena para construccidon ya descripta en el informe GeoUruguay

(Martino y cols, 2008).
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SECCION IB: Gradiente de impacto de efluentes
domeésticos en Playa Penino

En 1996, la Intendencia Municipal de San José declard, a través de la
resolucion N° 774/996 a Playa Penino como Playa Ecologica (Aldabe y cols,
2009). A pesar de ello, esta zona se ha deteriorado en forma paulatina por varias
causas entre las que se cuentan la contaminacion por aguas servidas y la deposicién

de desechos solidos (Figura 1).

" RESERVA ' NATURAL
PLAYA PENINO

Figura 1. Reserva Natural Playa Penino. Fotografia de uno de los basurales ubicado
junto al humedal mayor de la reserva

La zona de estudio se ubica en el humedal mas extenso del area ecologica
Playa Penino, al sur de la ruta 1, a la altura del kilometro 30. De dicho humedal
nace una cafiada poco profunda rodeada de vegetacion. Muchos de los desagiies de
las viviendas van directamente a canaletas que por lixiviado o escorrentia terminan
en el humedal. Los pobladores cuyas viviendas estan regularizadas, cuentan con

pozos negros en su mayoria filtrantes (Figura 2) (Pellejero y cols, 2006).



Figura 2. Se aprecian las CANALETAS rodeando
a las viviendas

Las conexiones a la red de la empresa Obras Sanitarias del Estado (OSE) es
minima por su alto costo, lo que implica que el agua para consumo, higiene
personal y doméstica, riego y otros usos, se obtiene de pozos, muchos de ellos se
observan ubicados muy proximos a letrinas y sin tener en cuenta el declive del
terreno. Cabe destacar que aunque la barométrica se vacia en el vertedero
municipal, que se encuentra a un kilometro y medio de la entrada de Delta del

Tigre, ocurren vaciamientos ilegales (Figura 3) (Pellejero y cols, 2006).

Figura 3. Vaciamiento de camiones de barométrica

En dicha zona se encuentra parte del acuifero Raigon, de fundamental
importancia para nuestro pais, cuya profundidad es menor a los 40 metros y es
unica fuente de abastecimiento para mas de 15.000 personas (incluyendo centros

poblados, industrias y establecimientos rurales) (Martino y cols, 2008). Sumado a



esto, el humedal de Playa Penino es utilizado para actividades de pesca y
recreacion (bafios principalmente de la poblacion juvenil e infantil).

Los ejemplares de Ctenomys pearsoni (Figura 4) para esta los analisis de
esta Seccion, fueron colectados en las zonas que se indican con puntos blancos’
en areas denominadas: CANALETA (corresponden a muestras tomadas sobre
individuos que habitan cuevas ubicadas sobre canaletas que bordean las areas
habitadas-13 individuos), CANADA (es un pequefio curso de agua rodeado de
vegetacion-10 individuos), HUMEDAL (orillas del espejo de agua mayor-18

individuos).

Figura 4. Humedal de Playa Ecoldgica Penino. Los puntos en blanco indican
areas, en donde se concentro la captura de ejemplares y donde se
tomaron las muestras de agua, sedimento y suelo para constituir
las muestras compuestas. (Imagen modificada de Google Earth).
Todas las muestras que se utilizaron son de tipo “compuesto”, es decir, que
son el resultado de una mezcla de muestras tomadas en varios puntos,
representativos de cada ambiente (en diez CANALETAS, seis puntos a lo largo de

la CANADA, veinte sobre las orillas del HUMEDAL). Dichos puntos estan junto a

? Los puntos blancos no corresponden a la cantidad de individuos muestreados.



las cuevas donde se capturaron los ejemplares de Ctenomys. Las mismas se tomaron
en el durante el mes de octubre, donde la temperatura oscil6 entre los 15 y los 22°C
y no se registraon lluvias en los 15 dias durante los que se realiz6 el muestreo, de
forma de establecer un “gradiente” desde las CANALETAS hacia el HUMEDAL,
siendo el punto de “salida” del agua hacia la Playa la CANALETA. La
metodologia utilizada (ensayo cometa, determinacion de nutrientes y cuantificacion
de microorganismos mesofilos, coliformes y entrobacterias) es la misma que se
detall6 en la Seccién I, excepto que no se realizd el test de MN, ni el Allium test
dado que en la Seccion precedente, se establecio la correlacidon positiva entre dicho

ensayo y los resultados obtenidos sobre las muestras sanguineas de Ctenomys.

Resultados

Ensayo de electroforesis en células
individuales (SCGE)

En los Graficos 1 y 2 se representan los valores medios para el % de ADN
dafiado y TMO correspondiente a linfocitos de los individuos colectados en cada
sitio de muestreo. Los datos de las variables son normales (Kolmogorov-Smirnov) y
homocedasticos (Levene). El andlisis de varianza (ANOVA) revela diferencias
significativas entre los tres sitios HUMEDAL, CANADA y CANALETA
(p<0.01), siendo el HUMEDAL el que presenta menores niveles de dafo genético.
No se constataron diferencias entre sexos por lo cual se trataron todos los
individuos como un solo grupo para cada sitio. En el caso de los individuos
cercanos a la CANALETA, la media del ADN dafado por célula analizada es de
mas del 50% y es donde se registra el mayor nivel de dano también por la variable
TMO. Las diferencias de los marcadores estas variables para cada sitio son

significativamente diferentes respecto al control (p<0.01).
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Grafico 1. Extension del dafio genético en linfocitos de Crenomys, medido por
el ensayo cometa, a través de la variable % de ADN dafiado comparando
los 3 sitios de muestreo y el control.
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Grafico 2. Extension del dafio genético en linfocitos de Ctenomys, medido por el
ensayo cometa a través de la variable TMO comparando los 3 sitios de
muestreo y el control



Determinacion de parametros fisico-quimicos

Los resultados de los andlisis de las muestras de agua muestran un
pronunciado descenso del nitrogeno total (NT) en un gradiente desde las
CANALETAS, hacia el HUMEDAL y la CANADA. Los valores de nitrato
también disminuyen en ese orden. Para el resto de los parametros; fosforo total
(PT), fosfato y amonio se observa una clara disminucion respecto a las muestras de
las CANALETAS. El parametro que en las muestras del HUMEDAL llegan casi al
valor del sitio CANALETAS, es el amonio.
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Grafico 3. Parametros fisico-quimicos de muestras compuestas de agua en los sitios
denominados: CANALETA, HUMEDAL y CANADA



Para los pardmetros PT y NT medidos en muestras de sedimento, se observa
una marcada disminuciéon desde el sitio CANALETA hacia el HUMEDAL,

registrandose los menores valores en la CANADA.
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Grafico 4. Parametros fisico-quimicos de muestras compuestas de sedimento en los sitios
denominados: CANALETA, HUMEDAL y CANADA



Parametros microbioldgicos

En el Grafico 5 cada barra respresenta el total de los microorganismos
analizados. En la muestra CANALETA los microorganismos mesofilos totales
representan un 41%, seguidos de de los coliformes totales que representan un 35%,
y un alto porcentaje de enterobacterias (24%). En la muestra HUMEDAL, los
microorganismos mesofilos totales tienen una abundancia cercana al 48%, seguidos
de los coliformes totales (44%) y de las enterobacterias (8%). En en el
HUMEDAL, mientras que en la CANADA llegan al 72%. En la muestra
CANADA, aumentan los mesofilos totales (72%) y disminuyen los coliformes
totales (23%) y las enterobacterias (5%). No existen diferencias significativas entre
las muestras segun analisis de Kruskal-Wallis (p<0.05).

En la muestra CANALETA hay 2100 ufc/100 ml, en la que corresponde a
HUMEDAL hay 1600 ufc/100 ml y en la muestra CANADA hay 200 ufc/100 ml.
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Grafico 5. Determinacién de microorganismos aerobios mesofilos totales, coliformes
totales y enterobacterias en muestras de agua en “gradiente” en Playa
Penino



Escalamiento multidimensional (MDS)

Las variables para el analisis de escalamiento multidimensional fueron
elegidas de acuerdo a los indices de correlacion de la Seccion IA, en este caso sin
embargo, se utilizo fosfato en lugar de PT (ambas variables mantienen un indice de
correlacion de 0,9887 con p=0,011). El indice de stress es de 0,05 lo que indica una
buena bondad de ajuste. La dimensién 1 agrupa nuevamente los pardmetros de
dafio genético revelados por el ensayo cometa y el test de MN con la concentracion
de amonio y de enterobacterias. Por otro lado, se agrupan las demas variables

ambientales en esta primera dimension.
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Grafico 6. Representacion de las dos dimensiones obtenidas por el MDS. Cada punto
representa una variable (biolégica o ambiental).
La dimension 2, agrupa el marcador de dafio agudo (%ADN danado) con
las variables concentracion de amonio, enterobacterias y concentracién de fosfato
en agua. Sin embargo, la segunda dimensién agrupa el marcador de dafio genético

cronico (% MN) con las variables NT, PT y nitrato.



Discusiéon
Biomarcadores de genotoxicidad

Los valores de dafo genético para los parametros TMO y % de ADN
dafiado, decrecen con el gradiente CANALETA, HUMEDAL, CANADA. Los
valores obtenidos en las muestras de individuos cuyas cuevas estdn sobre las
CANALETAS, son sensiblemente superiores a los obtenidos para el resto de los
sitios. Los valores hallados en este trabajo para ambos marcadores, son
significativamente mayores a los hallados por Kopjar y cols. (2008), en sangre de
peces que habitan rios contaminados por efluentes urbanos (los valores en los sitios
donde se hallaron mayores niveles de dafio fueron para % ADN dafado, 3,20 y
para TMO, 0,45). Esto implica la existencia de dafio agudo o exposicion reciente a
sustancias genotoxicas. Los valores de TMO hallados en este trabajo superan
ampliamente los valores maximos encontrados por Liney y cols. (2006), en
muestras de tejidos de peces de agua dulce (Rutilus rutilus) sometidos a
contaminacion de aguas residuales (TMO < 2 en sangre y < 7 en branquias. En
analisis desarrollados sobre sangre de peces teledsteos en sitios de cercanos al
efluente de una curtiembre en Corrego dos Bagres (San Pablo), se hallaron valores
inferiores o similares (44,33 y 62,0) a los encontrados para el % ADN dafiado en las
muestras de las CANALETAS (Matsumoto y cols, 2006). Wirzinger y cols. (2007)
analizaron a través del ensayo cometa (% de ADN en la cola) el dafio genético
provocado por efluentes domésticos en rios ubicados al noreste de Alemania;
hallando valores de dafio genético muy inferiores a los encontrados en este analisis

para todos los sitios ensayados (5,23-9,67%).



Parametros fisico-quimicos y microbiologicos

Los valores de amonio y fosforo total exceden los limites permitidos por el
DECRETO 253/79, en cualquiera de los sitios analizados (CANALETA,
CANADA, HUMEDAL) (limite permitido NH,* 0.02 mg/L; PT, limite permitido
0.025 mg/L). Contrariamente, los nitratos se encuentran por debajo de los limites
fijados por este decreto (10mg/L). Los valores de PT en los sitios CANALETA y
HUMEDAL (495 pg/L y 281 pg/L) superan a los hallados por Arocena y cols,
(2008) para los embalses de Canelon Grande (457 pg/L) y Paso Severino (247
ng/L).

De acuerdo al valor de NT obtenido las CANALETAS son zonas
hipereutroficas (FAO, 1997; Kruk y cols., 2006; Arocena y cols., 2008; Chalar y
cols, 2011). El valor internacional para NT es de 1.87 mg/L; las muestras
correspondientes a HUMEDAL y CANADA se encuentran por debajo de ese
limite (se recurre a la normativa internacional al no existir reglamentacidén nacional
al respecto) (US-EPA, DIGESA). En ninguno de los sitios los valores superaron a
los hallados por Arocena y cols, (2008) en los embalses de Canelon Grande y Paso
Severino (4884 ng/L, Canelon Grande y 4962 pg/L, Paso Severino).

Las relaciones N/P en los sitios son: CANALETA 4, CANADA 8,
HUMEDAL 3. Excepto para la CANADA que cumpliria con los valores citados
por Salas (1996) los cuales varian de 7:1 a 9:1, para los demas sitios el nitrogeno
seria el nutriente limitante, lo que indicaria un exceso de aporte de fosforo y
amonio probablemente debido a las descargas de aguas servidas. El fosforo a
diferencia del nitrégeno no se obtiene de la atmosfera, es parte de los productos de
excretas de los seres vivos y se encuentra contenido principalmente en los
fertilizantes, pesticidas, detergentes y aguas servidas entre otros (Marquez y cols,
2007).

Siendo las CANALETAS el aporte principal de nutrientes al sitio
HUMEDAL, si analizamos los datos en conjunto (graficos de nutrientes y
gradiente de disminucion del dafio genético), se podria suponer que el HUMEDAL
esta funcionando como un “purificador” de nutrientes en el agua, ya que los valores
para los nutrientes medidos disminuyen en las muestras de este sitio y
concomitantemente, los valores obtenidos en la CANADA (zona de conexion del
humedal con la playa) son inferiores para todas las variables biologicas y

ambientales estudiadas. Varios autores han demostrado la efectividad de los



humedales en la reduccidén de materia organica, en la transformacién y asimilacion
de nutrientes y en la retencion y/o eliminacion de sustancias toxicas (Arias y Brix,
2003; Lahora, 2002).

Los valores de las muestras provenientes de las CANALETAS para los
sedimentos son de 254 mg/Kg para el PT y de 1490 mg/Kg para el NT, se
encuentran por encima de valores reportados por Kruk y cols. (2006) para la
Laguna del Diario, donde existe un fuerte aporte de nutrientes debido a pozos
negros. Un exceso de N y/o P nos puede indicar exceso de nutrientes, una falta de
asimilacion o ambos (Newman y Clements, 2008). Probablemente los procesos de
nitrificacion del amonio no ocurren o se dan en forma muy lenta. La liberaciéon del
fésforo probablemente se encuentre alterada al menos en las CANALETAS (Sales,
2008; Nowlin y cols, 2005).

De acuerdo al Decreto 253/79 ya mencionado que establece un limite medio
de 1000 ufc/100 ml para coliformes fecales en aguas clase 3, y de 500 a 1000
ufc/100 ml para aguas de tipo 2, existe un exceso de coliformes fecales en las
muestras del HUMEDAL (1600 ufc/100 ml) y en las CANALETAS (2100 ufc/100
ml). En el caso de éstas ultimas, debemos considerar ademas, que las mismas estan
sumamente proximas a pozos que proveen de agua a los pobladores. Esto es
coherente con los altos valores de dafio genético hallados en muestras de sangre de
individuos capturados en esas zonas. Cabe destacar, que la Agencia de Proteccidén
Ambiental (EPA), regula a través de estandares para coliformes totales y fecales, el
agua cuyo destino es el consumo publico. Sin embargo, no hay requerimientos para
pozos de agua, manantiales u otras fuentes de agua de caracter privado. Los
analisis de calidad en estos casos, deben ser realizados por los duefios de los
predios. Sin embargo, en la bibliografia se sugiere que las fuentes de agua se
analicen idealmente cuatro veces al afio y como minimo una vez al ano (Apella y
Araujo, 2005; Oran, 2012).

Los niveles de contaminacion bacterioldgica hallados, se encuentran por
encima de los niveles guia para fuentes de agua potable, uso para riego, consumo
de productos acuaticos y uso recreativo (DECRETO 253/79, Codigo de aguas,
Uruguay). Oliva y Pérez (2005), analizaron muestras de aguas del lago de Izabal y
de Rio Dulce, en Guatemala, hallando valores de coliformes fecales inferiores a los
encontrados en este trabajo para las muestras de las CANALETAS y HUMEDAL
(lago Izabal 454 ufc/100 ml y Rio Dulce 62 ufc/ 100 ml).



Analisis de escalamiento multidimensional

Nuevamente en esta seccion, el MDS confirma la asociacién entre el amonio
y las entrobacterias con los parametros de dafio genético agudo y cronico, medidas
por los marcadores de genotoxicidad sobre linfocitos de Ctenomys. De todas formas,
los altos niveles de nutrientes que han alterado la integridad ecologica del humedal
afectan a los individuos centinela como lo indica la segunda dimension que asocia
el % de MN con las variables ambientales vinculadas con el aporte de PT, NT y
nitratos en agua y sedimento. Como ya fue mencionado los compuestos
nitrogenados (amonio y nitratos) que se transforman en nitritos en el aparato
digestivo de los mamiferos por accidon microbiana, disminuye el transporte de
oxigeno bloqueando su transporte por la hemoglobina. Asimismo, los compuestos
nitrogenados ingeridos en el agua en forma excesiva, son susceptibles de
transformarse en nitrosaminas, cuyo potencial teratogénico y carcinogénico es

reconocido (Jensen, 2003; Camargo y Alonso, 2006).
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SECCION IC: Saneamiento y biomarcadores de
dafio genético en Ctenomys

La zona de Carrasco sur (Figura 1) es un area donde habita un porcentaje de
la poblacion Montevideana de alto poder adquisitivo, en cuyas amplias viviendas,
canteros y plazoletas se encuentran cuevas de Ctemomys. Alli se capturaron
individuos para la extraccion de sangre y posteriormente, como fue explicado en
secciones anteriores, se procedio a su liberacion. Se capturaron 20 individuos en 4
momentos del afio (meses de mayo, agosto, octubre y febrero), con el objetivo de
comparar los valores hallados a través de los biomaracadores de genotoxicidad
obtenidos con los que se registraron en los individuos de Playa Penino. Cabe
destacar, que esta zona cuenta con saneamiento (IMM, Desarrollo Ambiental,
Sistema de Saneamiento).

Se mantuvieron individuos de Ctenomys pearsoni de Playa Carrasco en
bioterio con temperatura controlada, dentro de peceras con arena y las especies
Cynodon dactylon y Paspalum nicorae. Sobrevivieron 5 individuos adultos (3 machos y

2 hembras) que fueron utilizados como control negativo.

Google earth
C

148 m

Figura 1- Vista aérea de la zona sur de Carrasco, frente al hotel Casino-Carrasco.

La metodologia del ensayo cometa y el test de MN es la misma que se

detalla en la Seccidén IA.



Resultados

Ensayo de electroforesis en células
individuales (SCGE)

Ambas variables son normales de acuerdo a Kolmogorov-Smirnov y
presentan homogeneidad de varianzas de acuerdo a los test de Levene y Tukey. El
ANOVA no muestra la existencia de diferencias significativas (p<0.01) entre las
muestras tanto para la variable TMO (excepto entre agosto y febrero) como para %
de ADN dafiado. No se constataron diferencias significativas entre sexos, por lo
que se analizaron los datos sin diferenciar machos de hembras. Todas las muestras

presentan diferencias significativas respecto al control.
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rafico 1. Medias para la variable % ADN dafiado en las muestras
de la zona de Carrasco. Los * indican dif signif. p<0.05
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Grafico 2. Medias para la variable TMO en las muestras de la zona
de Carrasco. Los * indican dif signif. p<0.05

Test de micronucleos

En el Grafico 3 se resumen los valores (en %) de eritrocitos policromaticos y
de MN. No existen diferencias entre sexos por lo cual se analizaron los datos sin
distinguir entre machos y hembras. Se contabilizaron 2000 eritrocitos por frotis en
duplicado y se promediaron los valores por individuo. Ambas variables se
compararon a través del analisis no paramétrico Kruskall-Wallis, por no cumplir
con las condiciones de normalidad y homocedasticidad. El andlisis revela que no
hay diferencias significativas (p<0.01) entre las muestras, excepto con respecto al

control tanto para la variable % PCE con MN como para el % MN.
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Grafico 3. En negro se representan las medias para el porcentaje de eritrocitos
conteniendo MN (% PCE con MN) y en gris las medias para el
porcentajede MN totales (% MN totales) para los meses en los cuales se
tomaron las muestras: 1.Mayo; 2. Agosto; 3. Octubre; 4: Febrero; 5.
Control

Biomarcadores de dafo genético en
Carrasco y Penino

En el Grafico 4 se comparan las medias del % de ADN dafiado y en el
Grafico 5 las medias del TMO para los valores de todas las muestras tomadas de
Carrasco y de Penino (anualizadas; es decir utilizando los valores totales de mayo,
agosto, octubre y febrero). Existen diferencias significativas de acuerdo al test de
Student (p<0.05) para ambas variables entre los sitios y respecto al control

negativo.
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Grafico 4. Variable % ADN dafado obtenida a través del ensayo cometa para las muestras
de Carrasco y Penino. Existen diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios
y respecto al control negativo
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Grafico 5. Variable TMO obtenida a través del ensayo cometa para las muestras de
Carrasco y Penino. Existen diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios y
respecto al control negativo

En el Grafico 6 se compara el porcentaje de ertirocitos con MN y el

pocentaje de MN totales para los valores de todas las muestras tomadas de

Carrasco y de Penino (utilizando el total de los valores de mayo, agosto, octubre y

febrero). Existen diferencias significativas de acuerdo al test de Student (p<0.05)

para ambas variables entre los sitios y respecto al control negativo.
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Grafico 6. Variables % de eritrocitos con MN (%PCE ¢/MN) y % de MN totales
(%MN) obtenida a través del test de micronucleos para las muestras de
Carrasco y Penino. Existen diferencias significativas (p<0.05) entre los sitios
y respecto al control negativo

Figura 2. En los frotis de sangre periférica se observan MN
(flechas blancas finas) y anillos de Cabott (flecha
blanca gruesa) (lazos de ADN)



Dados los resultados de esta Seccidn, teniendo en cuenta que se trata de los
mismos centinelas que en Playa Penino (C. pearsoni) y que en Carrasco los animales
consumen predominantemente Cynodon dactylon y Paspalum nicorae (Equisetum y
Carex sp. no se encuentran en esta zona en las areas de captura aleddneas a las
viviendas o dentro de los jardines de las mismas), las diferencias observadas en el
dano genético podrian atribuirse a la descarga de efluentes cloacales en Playa
Penino, que impacta las zonas habitadas por estos organismos contaminando el
agua absorbida por la vegetacion que consumen, hecho que en Carrasco sur no
ocurre. Cabe destacar sin embargo, que las muestras de Carrasco se diferenciaron
del control negativo; el dafio observado podria deberse a los agroquimicos
utilizados para el control de la maleza, plagas y fertilizacién de los jardines de las

amplias viviendas de Carrasco sur.



SECCION II: Ensayo de reparacién de ADN e
inmunolocalizaciéon de p53 y
BRCA1 en linfocitos de Ctenomys

Reparacion del material genético

Diariamente, las células luchan contra el dafio genético y los errores que
conducen a la senescencia y que podrian causar cancer u otras enfermedades
genéticas. La reparacion del ADN es un mecanismo de defensa contra factores que
afectan la integridad de genes y genomas ya sea que provengan del ambiente
externo como compuestos quimicos, humo de tabaco, radiacion o de fuentes
endbogenas como errores en la sintesis de ADN o especies reactivas del oxigeno
producidas durante el metabolismo celular. La informacién genética cambia y muta
debido a la ocurrencia de errores y distorsiones, ya que el ADN puede alterarase de
muchos modos diferentes; por la introducciéon de nucle6tidos erréneos y por
ruptura o degradacidén de una o ambas hebras (Storici, 2011).

La replicacion del ADN es un proceso fundamental y fuertemente regulado
que asegura la propagacion precisa del material genético de las células. Una
duplicacién y segregacion precisa del genoma es esencial, ya que cualquier regioén
no replicada dard como resultado rupturas y deleciones durante la mitosis,
incluyendo regiones que contengan genes supresores de tumores, en tanto que una
excesiva replicacion, generara amplificaciones posiblemente deletéreas (Gonzalez y
cols, 2005). Varias proteinas vinculadas a la replicacion (iniciadoras y que actiian
en la horquilla de replicacién) tienen un papel esencial en distintas rutas de
reparacion del ADN, tal como reparacion por escision de bases (base excision
repair, BER), reparacion por escision de nucledtidos (nucleotide excision repair,
NER), rupturas doble hebra (double-strand break, DSB) y reparacion por errores de
apareamiento (mismatch repair) (Hubscher, 2009). Scholefield y cols. (2011) han
demostrado que las proteinas que inician la replicacion también estan directamente
relacionadas en multiples procesos celulares, coordinando la iniciacién de la misma
con otras actividades vinculadas al ciclo celular y a la reparacién del ADN.

Como todo proceso fundamental para una célula, el proceso de reparacion
del ADN esta muy regulado. Las proteinas vinculadas a los puntos de control del
ciclo celular (checkpoint proteins) se activan debido a lesiones en el ADN, deteniendo

dicho ciclo (Hakem, 2008). Esa pausa en el ciclo celular permite que la célula



repare el dafio genético antes de continuar dividiéndose. Los checkpoints ocurren
en los limites de G1/S y G2/M, aunque también existe un checkpoint dentro de la
fase S; estan controlados por dos quinasas, ATM y ATR (Hohenstein y Giles,
2003).

Las rupturas doble hebra, se encuentran entre las formas mas perjudiciales
de dafio genético y pueden surgir por agentes exdgenos (exposicion a agentes
genotoxicos) o endogenos (generacidn de especies reactivas del oxigeno por
ejemplo) (Branzei y Foiani, 2008). En ese caso, las células generan una respuesta al
dafio en el ADN (DNA damage response, DDR), la cual consiste en una cascada
bioquimica que conduce a la activacion de p53 (Halazonetis y cols, 2008). La
naturaleza de la respuesta DDR, depende de la extensién del dafio y puede
significar: 1.reparacion del dafio: 2. detencion del ciclo celular a través de
senescencia (gobernado por el acortamiento de los telomeros) o; 3. apoptosis
(muerte celular programada) (Gorgoulis y Halazonetis, 2010).

En la reparacion de genomas complejos como es el caso de los mamiferos,
existen proteinas cuyas actividades en parte se solapan. Esta redundancia genética
resulta esencial para el mantenimiento de la estabilidad de esos genomas. Ademas,
dicha redundancia y el solapamiento que existe entre esas distintas vias de
reparacion, respaldan la nocién de la existencia de actividades de reparacion
compensatorias. Un punto adicional en el complejo estudio de los factores de
reparacion del ADN, es que muchos de ellos estdn relacionados en otros procesos
fisiologicos y actian aun en ausencia de dano genético. Ese es el caso de los
factores de la via NER, vinculada estrechamente a la maquinaria transcripcional

(Le May y cols, 2010).

Proteinas BRCA1 y p53

BRCA1

La proteina BRCA1 es una fosfoproteina
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control de la estabilidad gendémica en el nucleo; regulacion del ciclo celular;
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activacion de puntos de control (“checkpoints”); regulacion de vias
transcripcionales especificas; varios procesos de reparacion especializados y
recombinacion. Muchas de sus funciones, se basan en interacciones proteina-
proteina o union directa al ADN. Las funciones vinculadas a la progresion del ciclo
celular y la respuesta al dano genético de BRCA1 parecen estar reguladas por
ciertos eventos de fosforilaciéon. La proteina BRCA1 fosforilada se detecta
mayormente en el nucleo y apenas en el citoplasma (se halla particularmente en las
mitocondrias donde actia también en varios procesos de reparacion)
(Venkitaraman, 2002).

Coene y cols. (2005) plantean que la distribucidn relativa de BRCA1 entre
citoplasma y nucleo varia entre tipos celulares y entre las diferentes fases del ciclo
celular (es decir, células no sincronizadas de un mismo tipo). Dichos autores
hallaron evidencias sobre la fosforilacion de BRCAI1, que en respuesta al dafio,
migraria y actuaria en el nucleo como proteina de reparacién para mantener la
integridad del ADN. A través del uso de ensayos de microscopia confocal e
inmunofluorescencia, asi  como el  analisis de secciones  por
congelado/descongelado para microscopia electronica de transmision, se hallaron
sefiales en el nucleo distribuidas por todo el nucleoplasma, pero inexistentes en el
nucléolo (Coene y cols, 2005). La variedad de interacciones moleculares
relacionadas con esos eventos de fosforilacion son complejas y estan poco
estudiadas. BRCAI es una proteina de gran tamafo, posee 1863 aminoacidos con
90 sitios potenciales de fosforilacidn, sin embargo, solo un pequefilo numero de esos
sitios se correlacionan con cambios funcionales en la proteina. Por ejemplo, Scully
y cols. (1997) demostraron correlacion entre dafio genético, localizacién de BRCA1
y cambios progresivos en la fosforilacion de la proteina. Esta fosforilacion
incrementada de la proteina dependiente de ATM, ATR y Chk2, parece depender
del nivel de dafio, de la fase del ciclo en el que se produzca y del tipo de dafio
genético.

Una sefial de exportacion nuclear (NES; nuclear export signal) es una corta
secuencia de cuatro residuos aminoacidicos hidrofébicos presentes en una proteina,
que son blanco de transportadores nucleares (o exportinas) que llevan dicha
proteina del nucleo al citoplasma. Tiene el efecto opuesto a la sefial de localizacion
nuclear, a la cual se unen proteinas presentes en el citoplasma para importar otras
proteinas (portadoras de esas sefiales) al nucleo (la Cour y cols, 2004). Rodriguez y

Henderson (2000) identificaron dos sefiales de localizacion nuclear (NLS), que son



un blanco sobre BRCA1 para las importinas (BARDI1 se une al motivo en anillo),
proteinas que median su ingreso al nucleo celular. Ademas, dos secuencias de
exportacion nuclear localizadas en el extremo amino, facilitan la salida de BRCA1
del nucleo a través de la exportina CRM1 (chromosome regidon maintenance 1).
Cuando se produce dafno genético, la exportacidon nuclear se suprime por un
inhibidor especifico de CRM1. Sin embargo, se conoce poco acerca de como se
regula el ingreso y la salida de BRCAT1 del nucleo.

La proteina p53 regula la expresiéon de BRCA1 por represion transcripcional
luego de exposicion a estrés genotoxico. BRCAI tiene un rol muy importante en el
punto de chequeo (checkpoint) G2/M, sin embargo esta proteina es mas abundante
en la fase S. Las células en GO y G1 tienen las menores concentraciones de
BRCA1, aumentando dicha concentracién a medida que progresa G1 y alcanzando
un pico maximo en la fase S, permaneciendo mas elevada en G2/S en relacién a
GO0/G1. En paralelo con los niveles de expresion de BRCA1 “ciclo celular
dependientes”, esta proteina sufre hiperfosforilacion hacia el final de G1 y en la fase
S y es transitoriamente desfosforilada inmediatamente después de la fase M. Varios
estudios muestran que drogas utilizadas en quimioterapia producen una
disminucién en la expresion de BRCA1l (via disminucién del ARNm vy
diminuyendo los niveles proteicos). Sin embargo, no se sabe mucho acerca de la
regulacion de la distribucion subcelular de BRCA1 o de como esta se relaciona con
las funciones dependientes de p53 tales como el detenimiento en G1 en respuesta al
dafio genético (Feng y cols, 2004). Estos autores plantean que el control de la
localizacion de BRCAL entre el nucleo y el citoplasma es un mecanismo adicional
para regular a dicha proteina en respuesta al dafio genético y que p53 regula una
compleja cascada de efectos en respuesta al dafo sobre la molécula de ADN,
regulando la exportacion nuclear de BRCA1. Esto implicaria que la presencia de
dicha proteina en el nucleo luego de la ocurrencia de dafo genético podria crear un
conflicto con otros aspectos de la respuesta al dafio dependiente de p53. La
exportacion nuclear de BRCA1 ocurre entre las 4 y las 24 horas, cuando BRCAI1 ya
no es requerida. La localizacion subcelular de BRCAI1 seria entonces otra via
potencial para regular su funcidn; predomina en el nucleo durante la fase S pero
esta restringida exclusivamente al citoplasma en la fase M. La transicién entre la
acumulacion y la exclusidon nuclear toma lugar en las fases G1 y G2. Estos

hallazgos son consistentes con la funciéon primaria de BRCA1 en la replicacion del

ADN (Arizti y cols, 2000).



Tanto p53 como BRCAI1 son proteinas supresoras de tumores y estan
relacionadas en varios procesos celulares que van desde la reparacidén de rupturas
doble hebra, detencién del ciclo celular, apoptosis y regulacion transcripcional
(Arizti y cols, 2000).

La proteina p53 podria regular la exportacion nuclear de BRCALI a través de
varios mecanismos. Por ejemplo, puede aumentar dicha exportacion directamente a
través de interacciones proteina-proteina con la propia BRCAI1 o indirectamente
como consecuencia del detenimiento en G1 inducido por p53. Como se menciond
anteriormente BRCA1 es necesaria para la proliferaciéon celular y la replicacion del
ADN. Eliminando dicha proteina del ntcleo la célula podria detener el ciclo celular
en respuesta al dano genético sin generar inestabilidad genomica. Fallas en la
exportacion de BRCAL1 del nucleo durante la detencion del ciclo celular puede
crear sefiales conflictivas y conducir a células inestables. A la luz del hecho de que
BRCAL1 es una proteina critica que promueve la recombinacion homologa y la
replicacion, un modelo donde esta proteina sea especificamente exportada, de
forma que las lesiones puedan repararse, tiene amplio apoyo (Jiang y cols, 2011).
La presencia de BRCAI en lesiones complejas que involucren rupturas doble hebra
podria generar aberraciones via procesos de recombinacién homodloga en un
momento inapropiado. Estos hallazgos apoyan la visién de que existe un control
temporal y espacial de la proteina BRCA1. Jiang y cols. (2011) hallaron que p53,
interviene en la exportaciéon de BRCA1 desde el ntcleo, via interacciones proteina-
proteina, en lugar de a través de la modulacién de su transcripcion. De hecho, la
regién C-terminal de BRCAT1 llamada BRCT es critica para la interaccidén con p53.
En varios tipos de tumores de seno, donde la p53 es disfuncional, BRCAI se

acumula en el nucleo.
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Figura 1. Multiples funciones y relaciones de BRCA1 con otras proteinas'’
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10 La apoptosis se considera una forma de muerte celular que, a diferencia de la necrosis, es ordenada, programada y dependiente de
energia, que implica la activacion de un grupo de enzimas proteoliticas denominadas caspasas y una cascada molecular intracelular
hasta la desaparicion completa de la célula. La senescencia celular se define como la pérdida irreversible de la capacidad proliferativa
de la célula que al mismo tiempo se encuentra en un estado metabdlicamente activo.
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individuales. Los dos anillos internos contienen subunidades proteicas,
conformando los sitios activos de las proteasas. Estos sitios se encuentran en las
caras internas de los anillos, de manera que la proteina a ser degradada tiene que
entrar a través del poro antes de ser procesada (Kimura y Tanaka, 2010).

Boyd y cols. (2011) plantean que la funcién nucleolar es extremadamente
sensible al estrés celular y puede actuar como un sensor al estrés que impide que
p53 sea degradada. Aunque la relacidon entre estrés nucleolar y estabilizacidén de p53
es ampliamente reconocida, estos autores plantean dos modelos referidos a los
mecanismos subyacentes: 1. Basado en la relocalizacion de componentes difusibles
(mecanismos de sefalizacién) que pueden alterar la interaccion p53-MDM2; 2.
Basado en una relacion directa (estructural) del nucléolo en la ubiquitinacion de
p53 y su transporte. A través del uso de heterocariontes (heterokaryon) (dos nucleos
en diferentes condiciones, uno con estrés genético y el otro en un estado estable
coexistiendo en un mismo citoplasma). Boyd y cols. (2011) encontraron que el
modelo de intermediarios moéviles retransmitiendo sefiales de estrés nucleolar a
inhibidores de la ubiquitinacion de p53 mediada por MDM2 no explica la
ubicacion estable de p53 en dichos ensayos (los niveles de esta proteina eran
independientes y caracteristicos de cada nucleo y de su estado, a pesar de compartir
el mismo citoplasma).

Existen dos rutas, una de exportacion de p53 independiente del estrés
genético (SEI) y otra que depende de él (SSE). Si SSE depende de la funcion
nucleolar, un nucleo sin nucléolo solo podria desarrollar SIE y mostrar altos niveles
de p53. Varios experimentos confirmaron esta predicciéon, demostrando que
nucleos sin nucléolo expresaron mayores niveles de p53. Datos recientes, sugieren
que el nucléolo podria ser un sitio de ubiquitinacion (Latonen y cols, 2011).

Las dos vias de exportacién de p53 mencionadas (SEI y SSE), concuerdan
con evidencias recientes que sugieren que la monoubiquitinacion de p53 es un
evento distinto y con una consecuencia bioldgica diferente a la poliubiquitinacién
de dicha proteina. La monoubiquitinacion parece promover la exportacion nuclear
sin conducir a la degradacidn, siendo la exportacidon de la forma poliubiquitinada la
que conduce a tal evento (Carter y cols, 2007). Aunque la poliubiquitinaciéon de p53
esta estrechamente ligada a su exportacidn, el transito de MDM2 a través del
nucléolo es necesario para la ubiquitinacién y exportacién de p53. Por tanto, esos
eventos bioquimicos dependen de un nucléolo funcional. El mismo es un sitio que

regula la actividad de ciertas proteinas de un modo dependiente del estrés genético.
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El rol directo del nucléolo en la regulacion de p53 apoya el modelo 2 mencionado
mas arriba. Aun no hay evidencias contundentes acerca de si la degradacion de p53

ocurre en el nucleo o en el citoplasma (Carter y cols, 2007).

Figura 2. Procesos que desencadenan la actividad de p53 y
eventos a los que puede conducir su actividad

Agentes genotoxicos: bleomicina

La bleomicina es un compuesto producido por la bacteria Streptomyces
verticillus. Es un agente antineoplasico y se utiliza en el tratamiento del linfoma de
Hodgkin, en el carcinoma de células escamosas y en el cancer testicular.
Bioquimicamente, la bleomicina es un glucopéptido que contiene varios
aminoacidos y azucares y un extremo amino terminal que varia entre los diferentes
analogos de la bleomicina. Se han encontrado pocas diferencias en cuanto a la
actividad o mecanismos de accion entre esos analogos. La bleomicina se comporta
como radiomimético e induce un amplio espectro de lesiones mutagénicas en
células de mamiferos, incluyendo dafio en bases del ADN, sitios apurinicos y
apirimidinicos, alteraciones en el ARN y la generacion de sitios alcali-labiles que
resultan en roturas de cadena sencilla y doble (Wei y cols, 2005). Ademas, al igual
que otros agentes quimicos, entre ellos el per6xido de hidrogeno, la bleomicina
genera dano oxidativo en el ADN a través de la produccion de radicales de
oxigeno. En células eucariotas, la genotoxicidad de estos compuestos ha sido
investigada concluyéndose que ambos producen aberraciones cromosémicas,
mutaciones en genes y roturas de cadena de ADN. La bleomicina esta clasificada
como un agente clastogénico directo, puesto que no necesita activacion metabolica
para ejercer su actividad y actia de forma independiente de la fase S de replicacion

del material genético en el ciclo celular. Es por ello frecuente el uso de este



compuesto como agente inductor de dafio en estudios de medida de la capacidad de
reparacion celular. Los agentes S-independientes como la bleomicina inducen
aberraciones de tipo cromosémico cuando actuan en las fases GO y G1 del ciclo
celular, aberraciones de tipo cromdtida cuando actuan en G2 y una mezcla de

ambas cuando actiian en fase S (Wozniack y cols, 2004).

Agentes genotoxicos: MMS

El metil metano sulfonato (MMS) es una agente alquilante que transfiere
grupos metilo a las bases nitrogenadas y forma aductos de ADN (un aducto es un
complejo que se forma cuando un compuesto quimico se une a una molécula
biolégica, como ADN o proteinas). Los agentes alquilantes son moléculas que
reaccionan con el ADN ocasionando cambios quimicos en las bases lo que genera
la ocurrencia de apareamientos incorrectos. Se llama transicion si una purina (A-G)
o una pirimidina (T-C) son reemplazadas por bases del mismo tipo; se denomina
transversion si una purina es sustituida por una pirimidina. Los agentes alquilantes,
junto con la luz ultravioleta son los agentes mutagénicos mas potentes. Los
compuestos mas conocidos son el etil metano sulfonato (EMS), metil metano
sulfonato (MMS), mostaza nitrogenada, etc. Son agentes S-dependientes, es decir
que inducen aberraciones de tipo cromatida en todos los estadios celulares, las
aberraciones cromosOmicas seran visualizadas luego de que las células atraviesen
un periodo de fase S (Diaz y Dominguez, 2010). Algunos agentes alquilantes como
el MMS, son capaces de producir procesos de recombinacion, aunque no se conoce
exactamente a través de qué mecanismo. Su principal efecto parece ser la
metilacidén de bases, generando 7-desoxiguanina y 3 metil adenina (3MeA), pero no
genera rupturas doble hebra (DSB). Las lesiones de tipo 3MeA bloquean la sintesis

de ADN, generando procesos recombinacionales (Ribeiro y cols, 2003).

Cinética de reparacion: Ensayo cometa

La exposicibn a agentes mutagénicos puede producir importantes
alteraciones en el ADN, debido a efectos genotdxicos directos y/o al surgimiento
de anomalias en la maquinaria de reparacion celular. Estas alteraciones podrian en
consecuencia reducir la capacidad de las células de reparar el ADN dafiado, lo que

disminuiria la defensa del individuo frente a exposiciones posteriores y favoreceria
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la aparicion y el desarrollo de los procesos patologicos. El fundamento de este
ensayo consiste en que las células expuestas a un determinado agente pueden tener
deteriorada su maquinaria de reparacion del ADN, disminuyendo asi la capacidad
de reparacién del dafo inducido. Cuando esas células son tratadas posteriormente
con un mutageno “in vitro” presentaran incrementos significativos en el dafo
genético respecto a células no expuestas, y esto puede ser evaluado mediante la
aplicacion de diversos marcadores de dafio genético. Muestras celulares de células
cultivadas en presencia de un determinado agente mutagénico (en estudios in vitro),
son inducidas a desarrollar lesiones en su ADN mediante algiin agente inductor (lo
que se denomina challenge: “reto”). Posteriormente, empleando diversos tests de
genotoxicidad se evalua el dafio a diferentes tiempos. Lo més habitual es medir a
tiempo 0 (inmediatamente después del tratamiento con el agente inductor) y
después de uno o varios tiempos de reparacion. El descenso en el dafio genético
evaluado se toma como medida de la capacidad de reparacion del ADN
(Valdiglesias y cols, 2008).

Objetivos de la Seccion 11

v Analizar a través del ensayo cometa la capacidad de reparacion de linfocitos
aislados de Crenomys, sometidos a la accidbn de agentes alquilantes
(bleomicina y MMS).

v Analizar la localizacion de dos proteinas significativas en la reparacion del

ADN a través de inmunocitoquimica, utilizando microscopia confocal;
BRCAL1 y p53, frente al dafio genético producido por MMS y bleomicina.

v Constatar que el dafio genético observado en los capitulos precedentes no
son producto de factores intrinsecos provocados por fallas en los sistemas de
reparacion de los centinelas, considerando que los linfocitos fueron aislados
de 24 individuos utilizados en las Secciones IA y IC.



Metodologia

Para este ensayo se utilizaron 12 individuos provenientes de Playa Penino y
12 individuos provenientes de Playa Carrasco, cuyas muestras fueron utilizadas en
la Seccion TA y IC.

La citotoxicidad se evalu6 del mismo modo que en la Seccién I. Las
muestras de sangre se centrifugaron y se diluyeron en PBS. Posteriormente se
realiz6 la separaciéon de linfocitos a través de  Ficoll-histopaque

(www.sigmaaldrich.com).

Cultivo de linfocitos

Se utilizaron frascos de 5 ml para cultivar a las células en medio RPMI
1640 con bicarbonato de sodio y L-glutamina, suplementado con suero fetal
bovino (SFB) y antibidticos. Los cultivos se mantuvieron 24 horas, para su

recuperacion en estufa de CO,.

Ensayo de cinética de reparacion

Previo a la constatacion del estado de las células y su concentracion, se
dividio el contenido de cada frasco en seis cajas de 2.5 ml (realizando de este
modo el ensayo por duplicado para cada individuo). Dos cajas por individuo
fueron tratadas con MMS (4 uM) a 37°C durante una hora. Dos se trataron con
bleomicina (20 puM), también a 37°C y durante una hora. En este caso, las
células se mantuvieron en medio de cultivo sin SFB, ya que se ha descripto que
el suero puede inhibir la accion de la bleomicina (Valdiglesias y cols, 2008).
Dos cajas se mantuvieron libres de mutagenos como control negativo. Las
concentraciones de mutagenos elegidas, se basaron en la capacidad de los
mutdgenos de generar dano genético, pero no superar el 80% de muerte celular
en los cultivos tratados. Se recolectaron células para el ensayo cometa y los
experimentos de inmunocitoquimica, luego de una hora de tratamiento (tiempo
cero), a las 12 horas (tiempo 12) y a las 24 horas (tiempo 24). El total de cajas
de cultivo con las que se trabaj6 fue de 144.

El ensayo de electroforesis en células individuales se realizé siguiendo la

metodologia descripta en la Seccién 1.



Experimentos de inmunocitoquimica

Todo el procedimiento de inmunofluorescencia se realizé en tubos para
PCR, ya que los linfocitos crecen en suspension y no en monocapa. Los linfocitos
extraidos en cada tiempo del ensayo de cinética de reparacion, se fijaron en
paraformaldehido al 2% en PBS 1X durante 10 minutos a temperatura ambiente
(TA). Posteriormente, se realizaron, 3 lavados con PBS 1X en frio (10 minutos por
lavado). La permeablilizacion se realizé con Tritén al 0.5% en PBS 1X durante 10
minutos y se lavo 3 veces con PBS frio 1X (5 minutos por lavado). Luego se
procedi6 al bloqueo con BSA al 2% en PBS durante 30 minutos a TA (para evitar
sefiales inespecificas). Se centrifugo y se realiz6 incubacidén con anticuerpo primario
para BRCA1 (diluyente antirabbit) (CHEMICON) durante 1 hora a TA (dilucién
1/400). Se utilizaron 50 ul por tubo de PCR en cdmara humeda. Se realizaron 3
lavados con PBS al 2% en BSA (10 minutos por lavado). Se procedi6 a la
incubacion con anticuerpo secundario y anticuerpo de inmunomarcacion directa
p53 (FITC) (CHEMICON). Se mantuvo una hora a temperatura ambiente
(dilucién 1/300 de p53, usando como diluyente antigoat secundario de BRCAT1;
utilizando 50 pl por tubo). Se realizaron 3 lavados con PBS 1X frio (10 minutos por
lavado). Se procedié6 a la tincion con DAPI (2ug/ml). Se realizaron los frotis y se
montaron con antifade. Se sellaron los cubreobjetos con esmalte. Cada portaobjeto
se analizd en microscopio confocal Olympus BX 61 acoplado a un modulo
confocal Olympus Fluoview 300, con software Fluoview version 4.3.
Procedimiento modificado de MRC (Centro para Medicina Regenerativa,

www.crm.ed.ac.uk).



Resultados

Ensayo de cinética de reparacion

En el Grafico 1 se muestra la disminucion del dafio genético expresado
como % de ADN dafiado, que particularmente ocurre entre las 12 y las 24 horas.
Existen diferencias significativas entre todos los tiempos analizados y en relacion al
control, seguin ANOVA (p<0.05). Cabe destacar que el tiempo cero corresponde a

la primera recoleccién luego de una hora de tratamiento con bleomicina, sobre

linfocitos provenientes de la poblacion de Ctenomys de Playa Penino.
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Grafico 1. Reparacion del dafo luego de la exposicion a bleomicina para cada tiempo
analizado (Poblacion de Playa Penino)




En en Grafico 2 se muestra la disminucion del dafio genético expresado
como % de ADN danado, que a diferencia de las células de individuos de Playa
Penino, se produce en forma constante. Sin embargo, existen diferencias
significativas entre todos los tiempo analizados y en relacién al control, segun
ANOVA (p<0.05). Al igual que en el caso anterior, el tiempo cero corresponde a la
primera recoleccion luego de una hora de tratamiento con bleomicina, sobre

linfocitos provenientes de la poblacion de Ctenomys de Playa Carrasco.
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Grafico 2. Reparacion del dafio luego de la exposicidon a bleomicina para cada tiempo
analizado (poblacion de Playa Carrasco)



En el caso del MMS para las muestras provenientes de Penino (Grafico 3), el
proceso de reparacion se da de un modo muy similar al que ocurre con la
bleomicina. Entre las 12 y las 24 horas, la mayoria de las células reparan el dafio de
su ADN, aunque existen diferencias significativas entre todos los tiempos
analizados y respecto al control (ANOVA p<0.05). En este caso las células
correspondientes al tiempo 24, presentan menores niveles de dafio que el control

para el parametro % de ADN danado.

Penino: MMS
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Grafico 3. Reparacion del dafio luego de la exposicidon a MMS para cada tiempo
analizado (poblacion de Playa Penino)



Nuevamente la disminucion del dafio genético para las células
provenientes de individuos de Playa Carrasco, es paulatino, es decir la
reparacion ocurre de forma constante (Grafico 4). En este caso, el dafio al inicio
es el menor constatado en el tiempo cero (una hora luego del tratamiento), con
respecto a los demas ensayos de reparacion. Las diferencias entre el % de dafo

genético son significativas (p<0.05), analizadas a través de un ANOVA.
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Grafico 4. Reparacion del dano luego de la exposicion a MMS para cada tiempo
analizado (poblacion de Playa Carrasco)



Analisis de la localizacion de p53 y BRCA1

Bleomicina

La Figura 3 muestra la localizacion de las proteinas BRCA1 (en rojo, filtro
IP), p53 (en verde, filtro FITC), ADN (en azul, filtro DAPI)", asi como la co-
localizacion de ambos anticuerpos y de los mismos con el ADN, en los tiempos
estudiados para el ensayo de cinética de reparacion. Las muestras corresponden a
linfocitos de individuos provenientes de Playa Penino. Pasada una hora del
tratamiento con bleomicina (tiempo cero), se observa una distribucion claramente
circunscripta el nucleo celular de ambas sefiales. La estructura del ADN no es
homogénea. Para el tiempo “12 horas” se observan foci bien delimitados para
ambas proteinas, y la estructura del ADN revelada por la tincion con DAPI es mas
homogénea. Algunas sefiales para BRCA1 y p53 comienzan a observarse fuera del
nucleo al igual que en el tiempo “24 horas”, donde el nucleo aparece aun mas
homogéneo. El control presenta escasas sefiales para BRCA1 y p53 y el nuacleo

presenta una forma y estructura normal para la tincion con DAPI.

! Los fluorésforos acoplados a BRCA1, p53 y tincion para ADN fueron los mismos para todos los
experimentos
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Figura 3. Sedales: A: BRCA1l (inmunolocalizacién indirecta en rojo); B: p53
(inmunolocalizacién directa en verde); C: colocalizaciéon de ambos anticuerpos; D: ADN
nuclear (DAPI) y E: colocalizacion de ambos anticuerpos con el ADN. Playa Penino
(bleomicina)




La Figura 4 muestra la localizacion de las proteinas BRCA1, p53, ADN, asi
como la co-localizacion de ambos anticuerpos y de los mismos con el ADN, en los
tiempos estudiados para el ensayo de cinética de reparacion. Las muestras
corresponden a linfocitos de individuos provenientes de Playa Carrasco. Para el
“tiempo cero” y “12 horas” ambas sefiales proteicas se circunscriben al niacelo. En
el tiempo cero la estructura del ADN no es homogénea, hecho que cambia en el
tiempo “12 horas”. Para este segundo tiempo ensayado la distribucion de BRCA1ly
p53 se limita sélo a algunas areas del nucleo a diferencia de lo que se observa para
el “tiempo cero” donde se localizan en todo el nucleoplasma. En el tiempo “24
horas” se observan foci bien delimitados para ambas proteinas y la estructura del
ADN revelada por la tincién con DAPI es completamente homogénea. Algunas
sefiales para BRCA1 y p53 comienzan a observarse fuera del nucleo al igual que en
el control, el cual presenta escasas sefiales para BRCA1 y p53 y donde el nucleo

presenta una forma y estructura normal para la tincién con DAPI.
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Figura 4. Sefales: A: BRCAIl (inmunolocalizacién indirecta en rojo); B: p53
(inmunolocalizacion directa en verde); C: colocalizacion de ambos anticuerpos; D: ADN
nuclear (DAPI) y E: colocalizacién de ambos anticuerpos con el ADN. Playa Carrasco
(bleomicina)




MMS

La Figura 5 muestra la localizacion de las proteinas BRCA1, p53, ADN, asi
como la co-localizacion de ambos anticuerpos y de los mismos con el ADN, en los
tiempos estudiados para el ensayo de cinética de reparaciéon. Las muestras
corresponden a linfocitos de individuos provenientes de Playa Penino tratados con
MMS. Para el “tiempo cero” ambas sefiales proteicas se limitan al nucelo, la
estructura del ADN no es homogénea, exhibiendo zonas mas condensadas. Para el
tiempo “12 horas” la distribucion de las BRCA1 y p53 se limita a muy pocas areas
del nucelo y se observa mayormente fuera del mismo, algunas zonas del ADN
todavia permanecen mas condensadas que el resto. En el tiempo “24 horas” se
observan foci bien delimitados para ambas proteinas y la estructura del ADN ya se
presenta bastante homogénea. Las sefiales de BRCAl y p53 se aprecian
mayormente fuera del nucleo. En el control, se presentan débiles sefales para
BRCAL1 y p53 y el nucleo presenta una forma y estructura normal para la tincion
con DAPI.
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Figura 5. Sefales: A: BRCA1l (inmunolocalizacién indirecta en rojo); B: p53
(inmunolocalizacién directa en verde); C: colocalizaciéon de ambos anticuerpos; D: ADN
nuclear (DAPI) y E: colocalizacion de ambos anticuerpos con el ADN. Playa Penino
(MMS)




La Figura 6 muestra la localizacion de las proteinas BRCA1, p53, ADN, asi
como la co-localizacion de ambos anticuerpos y de los mismos con el ADN, en los
tiempos estudiados para el ensayo de cinética de reparacion. Las muestras
corresponden a linfocitos de individuos provenientes de Playa Carrasco tratados
con MMS. Para el “tiempo cero” ambas seflales proteicas se limitan al
nucleoplasma, la estructura del ADN no se observa homogénea, exhibiendo zonas
mas condensadas. Para el tiempo “12 horas” la distribucion de BRCA1 y p53 no
solo se limita al ndcleo sino que comienzan a observarse sefiales en las zonas
circundantes al mismo. El ADN se observa homogéneo en el tiempo “24 horas”,
persisten sefales de los anticuerpos en escasas dreas nucleares, en su mayoria las
sefales se observan fuera del mismo. En el control, se presentan débiles sefiales
para BRCA1 y p53 y el nucleo presenta una forma y estructura normal para la

tincion con DAPI.
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Figura 6. Sefales: A: BRCA1l (inmunolocalizacién indirecta en rojo); B: p53
(inmunolocalizacién directa en verde); C: colocalizacion de ambos anticuerpos; D: ADN
nuclear (DAPI) y E: colocalizacién de ambos anticuerpos con el ADN. Playa Carrasco
(MMS)




Discusiéon

Como ya fue mencionado, cuando un agente mutagénico llega a la célula
produce una serie de dafios que de no repararse pueden provocar distintas
alteraciones estructurales o metabdlicas, desencadenando finalmente procesos de
apoptosis y muerte celular. Los dafios que puede sufrir el ADN incluyen
apareamientos incorrectos, modificaciones covalentes de las bases nitrogenadas del
ADN, roturas de cadena doble o sencilla, entrecruzamientos, etc. La célula posee
sin embargo una serie de mecanismos de defensa frente a estos agentes que pueden,
en muchos casos, evitar o disminuir el dafio que inducirian en ella, como los
mecanismos de detoxificacion (Valdiglesias y cols, 2008). Si esta linea defensiva
falla, actia la maquinaria de reparacion celular que abarca distintas vias y que esta
constituida por un gran numero de complejos proteicos y enzimas asociadas. La
reparacion del ADN dafiado incluye tres posibilidades: la reversion directa del dafo
basada fundamentalmente en la acciéon de enzimas (fotoliasas); la reparacion por
escision, que incluye tres vias: la reparacion por escision de bases (Base Excision
Repair, BER), la reparacién por escision de nucledtidos (Nucleotide Excision
Repair, NER), la reparacion de emparejamientos erréneos (Mismatch Repair,
MMR); y finalmente la reparacién de roturas de doble cadena que también implica
dos vias distintas: la recombinacion homoéloga (Homologous Recombination, HR)
y la union final no homologa (Non-Homologous End Joining, NHEJ) (Luque y
Herrdez, 2002). Si esta maquinaria no consigue reparar el dafno causado por un
agente dado, podrad ocurrir apoptosis o podran desarrollarse procesos que podrian
generar eventos teratogénicos o carcinogénicos (De Boer y Hoeijmakers, 2000). La
importancia de estudiar la capacidad de reparar lesiones en el ADN radica por
tanto, en la observacion de qué mecanismos deficientes de reparacién del genoma
se han relacionado con la susceptibilidad de los individuos expuestos a un
determinado mutdgeno (Valdiglesias y cols, 2008).

Los cultivos utilizados en este estudio fueron linfocitos; dichas células crecen
en suspension y son en un inicio “cultivos asincronicos”, es decir, hay células que
pueden encontrarse en cualquiera de las fases del ciclo celular (GO, G1, S y M). Sin
embargo, una vez aislados se mantuvieron durante 24 horas en condiciones
optimas de crecimiento para lograr un mayor numero de células sincronizadas. Los

controles presentaron bajos niveles de dafio genético medidos por el ensayo de



células individuales o ensayo cometa, los cuales no superaron el 15%, cifra normal
para un cultivo primario de células. Cabe destacar, que en dicho cultivo existen
células en fase S donde el ADN se encuentra replicandose, o en fase G1 donde
aumenta la transcripcion, generandose en estos procesos, fragmentos de ADN por
la propia replicacién o por la “correccion de errores” durante dichos procesos, que
se hicieron visibles, luego en el ensayo cometa (Storici, 2005). Para ambos agentes
mutagénicos utilizados y en los linfocitos de ambas poblaciones de Ctenomys, el
mayor porcentaje de ADN dafiado se observd inmediatamente después del
tratamiento, cuando se recogieron las primeras células para el ensayo en el
denominado “tiempo cero”. Sin embargo, en los linfocitos de la poblacion de Playa
Penino, el dafio genético disminuyd un poco mas de 3 veces entre los tiempos “12
horas” y “24 horas”, en ambos tratamientos. En el caso de los linfocitos de Playa
Carrasco, entre estos dos tiempos (“12 y 24 horas”) la disminucion del dafio fue
menor a la mitad. En el caso del tratamiento con bleomicina, la disminucion del
dafio genético se dio en forma constante, a diferencia de lo que ocurrié con el MMS
donde la mayor parte del proceso de reparacion ocurrid entre los tiempos “12
horas” y “24 horas”. Esto resulta coherente con el hecho de que el MMS es fase S
dependiente, por tanto para que ciertas lesiones (por ejemplo SSB) se hagan
“visibles”, es necesario que la célula atraviese la fase de sintesis de ADN (Ribeiro y
cols, 2003).

En términos generales, los resultados de este trabajo coinciden con los
obtenidos por Brahnan y cols. (2004), que analizaron la reparacion del ADN luego
de tratarlo con paclitaxel, un alcaloide vegetal utilizado como droga antineoplasica
en el cancer de ovario y de mama. Luego de las 24 horas de recuperacion, estos
autores hallaron una disminucion significativa del dafio genético a niveles similares
que en las células no tratadas. También coinciden con los hallazgos de Valdiglesias
y cols. (2008), que encontraron una significativa disminuciéon del dafio genético
causado por bleomicina luego de un periodo de reparacion similar al utilizado en
este estudio.

En células no tratadas, p53 y BRCAI1 se localizaron principalmente en el
citoplasma. Transcurrida una hora y hasta 12 horas del tratamiento las proteinas se
concentraron en el nucleo. Luego de 12 horas de recuperaciéon p53 y BRCA 1
desaparecieron de los nucleos en la mayoria de las células (Solozobova y cols,

2009).



Existe un complejo denominado BASC (BRCAI1-Associated Genome
Surveillance Complex), “complejo de vigilancia gendmica asociado a BRCA1”,
que es clave en el reconocimiento y la reparacion del dano genético (Wang y cols,
2000). Se caracteriza por poseer un alto numero de factores relacionados con la
respuesta al dafio genético, por ejemplo; la reparacidon por apareamiento erréneo
(mistmach repair), la reparacion de rupturas doble hebra (DSB) y el sensor de dafio
global ATM". Una de las proteinas sobre las que actia ATM es p53 (Wang y cols,
2000), lo que explicaria la colocalizacién mayoritaria observada en los ensayos de
inmunocitoquimica observados en este trabajo, para cada tiempo ensayado.

Zhang y Powell (2005), sugieren que BRCA1 tiene un rol principal en la
respuesta celular al dafo genético, mediando entre los sensores de dafio y los
efectores de reparacion. BRCA1 se hiperfosforila luego de exposicion a agentes
genotoxicos y dentro de la siguiente hora se relocaliza, lo que concuerda con lo
observado en este estudio. En el “tiempo cero”, una hora luego de iniciada la
expsicion, una vez que las células se colocaron en medio fresco para permitir la
recuperacion, se tomaron las muestras para inmunocitoquimica y cinética de
reparacion. Estas células mostraron los mayores niveles de dafio y la mayor
concentracion nuclear tanto de BRCA1 como de p53 para bleomicina y MMS,
aunque para este ultimo agente se observd una seflal menor tanto en células de
individuos de Playa Penino como de Playa Carrasco. Esto probablemente se deba a
que el MMS induce mayoritariamente, rupturas simple hebra (SSB) y es necesario
el pasaje de las células por la fase S para que se transformen en rupturas doble hebra
(DSB), reparadas principalmente por BRCAL.

Los datos de Nassem y Webb (2008), sugieren que p53 suprime la actividad
de unién al ADN de BRCAIL. Dicha inhibicién por asociacidén directa entre
BRCALI1 y p 53 puede prevenir la recombinacion entre ADN no homologo, tras un
evento de dafio genético. Esos autores, hallaron ademas, que la inhibicion de la
unién de BRCA1 al ADN puede promover la apoptosis evitando que ocurra
reparacion bajo condiciones extremas de dafio genético. La asociacion fisica de
ambas proteinas en células transfectadas aumenté significativamente la apoptosis
(Nassem y Webb, 2008). Hohenstein y Giles (2003), postulan también, que BRCA1
como parte del complejo BASC, puede funcionar como un andamio (scaffold)

molecular, uniendo proteinas relacionadas con el ajuste fino de la respuesta de p53.

2 ATM es una proteina quinasa que fosforila varias proteinas clave, que activan “un punto de chequeo” del
ADN, conduciendo a: detenimiento del ciclo celular; reparacion del ADN o apoptosis.



Esto también explicaria la colocalizacion de ambas proteinas en los nucleos de los
linfocitos de Playa Penino y Playa Carrasco luego de la exposicion.

La proteina p53 fue denominada por David Lane quien la describié en 1992,
“Guardidan del Genoma”, ya que es un “sensor” del dano genético que actia
previniendo la acumulacién de lesiones. De acuerdo a Braithwaite y cols. (2005),
no solo cumple funciones en el control del ciclo celular y la apoptosis sino que
forma parte de una diversa matriz de vias de sefializacidén asociadas con el estrés
celular y el dano genético. Estos autores hallaron que las formas de p53 en el
citoplasma son inactivas, probablemente por eso a las 24 horas cuando el dafio ha
disminuido significativamente, las sefiales se observen mayormente en el
citoplasma. Es posible que se trate de formas poliubiquitinadas que se dirigen al
proteosoma para ser degradadas o simplemente monoubiquitinadas, exportadas
fuera del nucleo pero inactivas (Carter y cols, 2007). Cabe destacar, que existen
reportes que ubican a p53 (ubiquitinada) y BRCAI1 (fosforilada) en las
mitocondrias, aparato de Golgi y citoesqueleto, lo que explicaria en parte su
presencia en el citoplasma de células que ya han reparado el dafio (O’Brate y
Paraskevi , 2003; Coene y cols, 2005).

El genoma de los mamiferos estd sometido a la accion de multiples agentes
genotoxicos, asi como a la ocurrencia de errores en procesos propios de la célula
que deben ser reparados (Allison y Milner, 2004), por ese motivo probablemente en
los controles no tratados aparezcan sefiales (aunque débiles) de ambas proteinas.

Aunque no se sabe mucho acerca de la regulacién de la distribucion
subcelular de BRCA1 (Feng y cols, 2004), actualmente se apoya la idea de que la
localizacion de BRCAL1 entre el nucleo y el citoplasma es un mecanismo adicional
para regular a dicha proteina en respuesta al dafio genético y que p53 controla una
compleja cascada de efectos en respuesta al dafio sobre la molécula de ADN,
regulando la exportacion nuclear de BRCA1. En los experimentos desarrollados en
este trabajo, la exportacidon nuclear ocurrid principalmente luego de las 12 horas, tal
como hallaron Feng y cols. (2004).

La presencia de BRCAL1 en lesiones complejas que involucren rupturas doble
hebra podria generar aberraciones via procesos de recombinacion homologa en un
momento inapropiado. Estos hallazgos apoyan la vision de que existe un control
temporal y espacial de la proteina BRCA1. Jiang y cols. (2011) hallaron que p53,
interviene en la exportacion de BRCA1 desde el nucleo, via interacciones proteina-

proteina, en lugar de a través de la modulacién de su transcripcion. De hecho, la



regién C-terminal de BRCAT1 llamada BRCT es critica para la interaccién con p53.
En varios tipos de tumores de seno, donde la p53 es disfuncional, BRCAI se
acumula en el nucleo. Todo lo antedicho, explica la mayoritaria colocalizacion de
ambas proteinas y la disminucién de las sefiales en los tiempos donde el ADN del
nucleo aparece homogéneo, coincidente con una disminucion significativa del dafio

cuantificada por el ensayo cometa, casi al nivel de las células no tratadas.

Todas las evidencias sugieren que el dafio genético constatado en los
capitulos anteriores no seria consecuencia de defectos en la maquinaria de
reparacion de Ctenomys, sino que se debe a los efectos genotoxicos de polucion

ambiental.
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Glosario

3MeA: 7-desoxiguanina y 3 metil adenina

ATM: Ataxia telangiectasia mutated (proteina quinasa, fosforila a otras proteinas). Controla la reparacion y el
ciclo celular.

ATR: Ataxia telangiectasia and Rad3 related (proteina quinasa, fosforila a otras proteinas). Controla la
reparacion y el ciclo celular.

BARDI1: BRCA1 associated RING domain 1, proteina que se une al motivo en anillo de BRCA1 y median su
ingreso al nucleo celular.

BASC: Complejo BASC (BRCA1l-Associated Genome Surveillance Complex), “complejo de vigilancia
gendémica asociado a BRCA1”.

BER: Reparacion por escision de bases (base excision repair).

BRCT: Region C-terminal de BRCAI.

Chk2: Proteina quinasa que fosforila a otras proteinas. Regula puntos de control del ciclo celular y apoptosis.
CRM1: Chromosome region maintenance 1. Exportina que media la salida de proteinas del nucleo celular.

DDR: DNA damage repair. Reparacion del dafio en el ADN
DSB: Rupturas doble hebra (double-strand break).

EMS: Etil metano sulfonato, agente alquilante.

FITC: fluorescein isothiocyanate, tincion fluorescente que se utiliza ampliamente en microscopia de
epifluorescencia y confocal.

G1/G2/S/M: fases del ciclo celular.

HR: Recombinacion homologa (Homologous Recombination, HR).

IP: yoduro de propidio, tincion especifica de acidos nucleicos.

MDM2: Murine doble minute 2. Regulador negativo de p53.

MMR: Reparacidon de emparejamientos erroneos (Mismatch Repair, MMR).

MMS: etil metano sulfonato, agente alquilante.
NER: Reparacion por escision de nucledtidos (nucleotid excision repair).

NES: Senal de exportacion nuclear (NES; nuclear export signal).

NHEJ: La unién final no homoéloga (Non-Homologous End Joining, NHEJ).
NLS: Sefiales de localizacion nuclear (NLS; nuclear localization signal).

SEI: Exportacion independiente del estrés genético.

SSB: Rupturas simple hebra (simple strand break).

SSE: Exportaciéon dependiente del estrés genético.



ANEXO I- El test de micronticleos en Ctenomys

Durante la divisién celular (mitosis), el material genético se replica y divide
equitativamente dando lugar a dos céluas hijas idénticas. Sin embargo, si ocurren
errores en la replicacidon y/o posterior division del ADN (por encontrarse afectado
el huso mitético), si agentes genotdxicos generan rupturas, se producen pérdidas
cromosOmicas y el reparto de material genético no es equitativo. Las zonas del
genoma que se desprenden, originan uno o varios nucleos de menor tamano que el
nuacleo primario denominados micronucleos (MN). El material genético
desprendido puede derivar de cromosomas enteros (pérdida provocada por
procesos aneugénicos), o mas frecuentemente de fragmentos cromosémicos
aceéntricos (pérdida provocada por eventos clastogénicos), quedando excluidos de
los nucleos primarios de las nuevas células durante la anafase mitética (Ribeiro y
cols, 2003; Zalacain y cols, 2005; Mudry y Carballo, 2006). Dado que los eritrocitos
de los mamiferos no poseen nucleo, los MN pueden detectarse con facilidad y es
por eso que la sangre, para el caso de los mamiferos, es el tejido mas utilizado para
el test de MN (Ribeiro y cols, 2003; Mudry y Carballo, 2006).

Originalmente, el test de MN se desarrolld para células de médula 6sea de
roedores por Schmid (1975). El uso de eritrocitos de médula 6sea permite detectar
dafio genético reciente, en tanto que el test de MN en eritrocitos de sangre
periférica revela exposicion crénica a agentes mutagénicos (Ribeiro y cols, 2003;
Mudry y Carballo, 2006; Udroiu, 2006). Es importante resaltar, que los trabajos que
utilizan MN como marcador molecular de dafio genético en mamiferos, no
analizan el rol del bazo en la remocién de eritrocitos micronucleados (Udroiu,
2006). Un modo de saber si en la especie que elegimos como centinela hay
remocion de MN;, sin realizar esplenectomia, consiste en comparar la frecuencia de
MN vy eritrocitos con MN en sangre periférica y en médula 6sea. Si el porcentaje de
MN vy de glébulos rojos con MN en la médula 6sea supera significativamente los
porcentajes en sangre periférica, implica que el bazo estda removiendo de la
circulacion a las células portadoras de esos fragmentos de ADN. La distribucion
vascular es tal vez la mayor fuente de variacién en la arquitectura esplénica
interespecifica. La variacion en la estructura y morfologia de los senos venosos
forma la base de la clasificacién de los bazos en dos grupos: bazos sinusales y no
sinusales. Los primeros se encuentran en ratas y perros y los segundos en ratones.

Los senos venosos de bazos sinusales son mas grandes, mas abundantes, tienen



numerosas anastomosis y una estructura caracteristica de las paredes de dichos
senos venosos en relacion a los bazos no sinusales. Varios autores utilizan los
términos vénulas de la pulpa en lugar de senos venosos (Cesta, 2006; Udroiu,
2006). Las vénulas de la pulpa de los bazos no sinusales son pequeias, no se
anostomosan y se caracterizan por poseer un endotelio constituido por células
aplanadas e irregulares, con fenestraciones faciles de atravesar por los eritrocitos. Al
contrario los senos venosos de los bazos sinusales, estdn constituidos por células
endoteliales en forma de “barra” y hay pequeias ranuras entre ellas donde los
eritrocitos se acumulan, maxime, si un glébulo rojo tiene una inclusion rigida como
un MN (Udroiu, 2006). Este tipo de bazo sinusal solo estd presente en los
mamiferos, ya que en el resto de los taxa, los eritrocitos poseen nucleo, lo que haria
imposible la circulacidn de las células entre esas finas ranuras.

Esto es importante, dado que en caso de encontrar diferencias entre los
porcentajes de MN vy eritrocitos con MN entre la médula 6sea y la sangre periférica,
podriamos afirmar que en el género Ctenomys, €l test de MN se utiliza como un
marcador de dafio genético relativamente reciente.

El uso de este test en animales fosoriales como Ctenomys, resulta mas
relevante ain que en mamiferos que viven sobre la superficie terrestre, dadas sus
caracteristicas fisiologicas especiales. La prevalencia de hipoxia e hipercapnia
atmosférica, ha generado en Ctenomys modificaciones fisioldgicas que no se
encuentran en otras especies; como altas concentraciones de hemoglobina y
hematocrito cuando se comparan con roedores no subterraneos (Figura 1) (Stein y

cols, 2010).

Plasma
-
Plaquetas
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Eritrocitos =

Figura 1. Procedimiento para la
determinacion de hematocrito

En estudios realizados en Ctenomys lami, se hallaron valores de hemoglobina
y hematocrito mas bajos que los hallados para otros roedores subterraneos que se
alimentan de raices. Al contrario de eso, los individuos del género Ctenomys se

alimentan mayormente de las partes aéreas de los vegetales que consumen, lo que



implica una disminucion a la exposicion a una atmosfera rica en CO, y baja en O,
ya que deben salir de sus cuevas para alimentarse (Stein y cols, 2010).

En animales que requieren un eficiente transporte de oxigeno, la presencia
de MN en sus eritrocitos, afectard la capacidad de transporte de esta molécula, la
concentracion de eritrocitos en la sangre y por tanto, su fisiologia.

Otro de los aspectos que debe considerarse cuando se realiza el test de MN,
es el efecto que los diferentes procedimientos de tincidn tienen sobre este ensayo.
La tincion mas utilizada es el Giemsa, un colorante no especifico que de acuerdo a
Casartelli y cols. (1997), genera falsos positivos. Nersesyan y cols. (2006)
recomiendan el uso de tinciones especificas para acidos nucleicos como el yoduro
de propidio (IP) y el DAPI.

En este Anexo se pretende comparar los porcentajes de eritrocitos que
presentan MN y los porcentajes de MN totales entre frotis realizados a partir de
meédula 6sea y frotis realizados a partir de sangre periférica. A través de dicha
comparacion se busca determinar qué tipo de bazo tiene el género Ctenomys, para
establecer si el test de MN detecta exposicidon cronica a largo plazo o exposicion
crénica reciente. Por otra parte, se pretenden comparar los porcentajes de
eritrocitos que presentan MN y de MN totales con tinciones especificas para acidos
nucleicos y no especificas (Giemsa), para determinar si el tipo de tincion genera

diferencias en los resultados obtenidos.

Se utilizaron 10 animales para cada proposito (sangre periférica y médula
osea). Siguiendo el procedimiento descripto por Fenech (2007), se realizaron los
frotis para el conteo de eritrocitos y la frecuencia total de micronucleos (MN). Se
calcularon los porcentajes de eritrocitos con MN y de micronucleos través del
software Infinity Analyze™ en base al recuento de 2000 eritrocitos totales por frotis
(los cuales se realizaron por duplicado y se promediaron los valores finales para
cada individuo). Las frecuencias mencionadas se analizaron a través de estadistica
no paramétrica (Kruskall Wallis). Se utilizé el programa Statistica 6.1. Las
observaciones se realizaron en microscopio de epi-fluorescencia Olympus acoplado
a una camara autoenfriada. Se utilizaron dos tipos de tincién: no especifica
(Giemsa) y especifica para acidos nucleicos (IP) (2 upg/ml). Se siguid el
procedimiento de Nersesyan y cols. (2006), con la excepcion de que se utilizd una

solucion de IP en agua bidestilada.



En los Graficos 1-4 se presentan los resultados para todos los individuos
analizados. Se contabilizaron la cantidad de eritrocitos con MN y la cantidad total
de MN sobre la base de 2000 células por individuo y se calculd el porcentaje para
cada variable. Se utilizé el analisis estadistico paramétrico (test de Student). Las
diferencias en los porcentajes de eritrocitos con MN y de MN totales fue
estadisticamente significativa (p<0.05), entre los frotis obtenidos de médula 6sea y
los de sangre periférica para ambas tinciones (IP y Giemsa). Las diferencias en
porcentaje de eritrocitos con MN y MN totales para la comparacion entre tinciones

(IP o Giemsa) no resultaron estadisticamente significativas.
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Porcentaje de eritrocitos con MN y porcentaje de MN totales: Grdfico 1: En sangre periférica,
tincién con IP vs Giemsa; Grdfico 2: En médula 6sea, tincion con IP vs Giemsa; Grdfico 3: En sangre
periférica y médula ésea, tincion con IP y, Grdfico 4: En sangre periférica y médula 6sea, tincién con
Giemsa.
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En 1a fila superior de imagenes se observan eritrocitos de sangre periférica
tefiidos con IP, conteniendo un MN cada uno. En la fila inferior se observan
los mismos frotis teflidos con Giemsa, mostrando eritrocitos conteniendo un
MN cada uno.

Las iméagenes 1 y 2 muestran el proceso de enucleacion que ocurre en la
médula Osea, generando eritrocitos enucleados (3). Si existe dafio genético
en los eritrocitos, los MN permanecen en los globulos rojos (4).

Figura 2. Las flechas en color blanco, en todos los casos sefialan la presencia de
un MN en eritrocitos de sangre periférica o de médula 6sea (4).

Estos resultados, confirman que el bazo de las poblaciones de Ctenomys pearsoni
utilizadas en esta tesis, son sinusales, es decir poseen senos venosos que retienen a los
MN vy a los eritrocitos que los contienen tal como describen para otros mamiferos Cesta
(2006) y Udroiu (2006). Eso implica que los individuos sometidos a agentes aneugénicos
o clastogénicos, probablemente presentaran una disminucién en los valores de
hematocrito y hemoglobina, debido a que el bazo retirard cualquier glébulo rojo que
contenga micronucleos. Esto coincide con los hallazgos de da Silva y cols. (2000) para
Ctenomys torquatus, expuestos a contaminacion por explotaciéon de minas de carbon en el
sur de Brasil, donde las frecuencias de eritrocitos con MN en médula 6sea superaron las
frecuencias de los frotis realizados a partir de sangre periférica. Esto indica que el test de
MN, en estos centinelas, asi como en Canis lupus, Rattus norvegicus, Cavia porcellus,
evaluan exposicidén cronica reciente, dado que los globulos rojos que en el proceso de
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enucleacion (Figura 2), presenten micronucleos secundarios seran retirados de la
circulacion por el bazo (Cesta, 2006; Udroiu, 2006). Esto no ocurre en Mus musculus,
félidos y cérvidos. En estos grupos el bazo es no sinusal, por ende los eritrocitos con MN
no son retenidos en el bazo y se hallan por largos periodos en el torrente sanguineo. Esto
no invalida el uso de este test en las especies con bazos sinusales como Ctenomys (Udroiu,
2006).

En relaciéon a las técnicas de tincidén, cabe destacar que no se encontraron
diferencias entre las tinciones especificas para ADN-ARN vy las tinciones no especificas.
Si la solucion de Giemsa esta correctamente preparada, no precipita y si los procesos de
fijacién y lavado de las preparaciones se realizan en forma correcta, no deberian existir
diferencias para estos tejidos. Es importante resaltar, que en donde se hallaron las
mayores diferencias entre tinciones en la bibliografia revisada fue en células de la mucosa

bucal (Rajeswari y cols, 2000; Nersesyan y cols, 2006) no en células sanguineas.
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DISCUSION GENERAL

Durante las ultimas tres décadas ha aumentado el interés de la comunidad
cientifica y de las agencias de control ambiental en relacion a la deteccidon, conocimiento
y control sobre los agentes ambientales que potencialmente pueden perjudicar las salud
humana y la sustentabilidad de los ecosistemas (da Silva y cols, 2003; Newman y
Clements, 2008).

La biodiversidad puede definirse como el numero, la variedad y la variabilidad de
los organismos en una escala temporal y espacial, de un modo continuo que va desde el
mayor nivel taxondémico pasando por especies, subespecies, poblaciones, subpoblaciones,
individuos y genes. Los desequilibrios genéticos tienen un efecto directo sobre la
biodiversidad, aumentando la susceptibilidad al estrés ambiental (da Silva y cols, 2003).
Si bien la extincion, como la evolucion son parte de la historia de la vida en la Tierra, la
destruccion acelerada de habitats naturales por practicas agricola-ganaderas, polucion
fisica y quimica, ha provocado un aumento entre 10 y 100 veces en la extinciéon de
especies (da Silva y cols, 2003; Newman y Clemens, 2008).

Aunque mucha bibliografia apoya el uso de biomarcadores de genotoxicidad in
vivo e in vitro (da Silva y cols, 2003; Ribeiro y cols, 2003; Mudry y Carballo, 2006),
abriendo un nuevo campo de analisis para la contaminacién ambiental, el biomonitoreo
y la gestién de los recursos naturales; es importante destacar que para los estudios
ambientales, la informacién que proporcionan estos marcadores deben enmarcarse en
trabajos multidisciplinarios. El uso de centinelas ambientales (Silva y cols. 2000a, 2000b;
da Silva y cols, 2003; Ribeiro y cols, 2003; Mudry y Carballo, 2006) ha generado mucha
informacion invaluable en relacion al impacto que ciertos contaminantes o la mezcla de
ellos tienen sobre organismos, poblaciones o comunidades a nivel genético. Sin embargo,
solo pueden interpretarse a la luz de otros datos que provienen de diversas disciplinas
como Ecologia, Oceanografia, Limnologia, Evolucion, entre otras. La eleccién de un
centinela debe basarse en cierto caudal de conocimientos sobre el grupo elegido, no es
posible utilizar centinelas cuyo estatus especifico es desconocido, sin haber realizado un
test de validacion por ejemplo (Stambuk y cols, 2008). De lo contrario, podriamos estar
interpretando variaciones en las respuestas genéticas a los agentes ambientales, sin
considerar que tal vez, especies diferentes aun dentro de un mismo género, respondan de
forma distinta frente a un mismo mutageno. En este sentido, la Genética de poblaciones

aporta valiosa informacién. Por otra parte, mucha de la bibliografia existente en el area
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de la Genética Toxicoldgica o en el monitoreo ambiental se limita a brindar aportes sobre
poblaciones de individuos que presentan dafio genético para uno o mas marcadores, sin
analizar en profundidad cual o cudles son las fuentes de contaminacidén. Otros
investigadores, determinan parametros fisico-quimicos de forma exhaustiva y predicen
posibles efectos sobre las comunidades, sin embargo, la presencia de un contaminante no
implica susceptibilidad de un organismo a él. A veces incluso, sustancias aparentemente
inocuas, pueden resultar sumamente perjudiciales para el organismo una vez
metabolizadas (como los compuestos de nitrogeno cuando se transforman en
nitrosaminas dentro del organismo) (Newman, y Clements, 2008).

Este trabajo pretendié abordar la caracterizacidbn ambiental de un ecosistema
utilizando herramientas de la Genética Toxicoldgica, intentando vincularlas con
variables ambientales que explicaran los valores hallados, para evitar el uso de
herramientas de genotoxicidad que identifican la presencia de contaminantes
mutagénicos, pero no indagan en sus causas, lo que genera un aporte muy pobre a la
hora de proponer medidas de mitigacion.

La relacion entre el dafio genético observado y cuantificado en Ctenomys in situ 'y
en Allium in vitro, se vincularia de acuerdo a los datos estadisticos con la descarga de
efluentes domésticos liquidos en Playa Penino, alterando el ecosistema y poniendo en
riesgo la salud de los habitantes de dicha zona, que carecen de saneamiento y cuyo
suministro de agua proviene de pozos cercanos a letrinas y fosas sépticas. Cuando los
datos de dafio genético se comparan con una zona que presenta saneamiento y conexion
a agua potable suminstrada por la empresa Obras Sanitarias del Estado (OSE), se
constatan diferencias significativas para ambos marcadores de dano genético (ensayo
cometa y test de MN) entre Playa Penino y Carrasco sur, presentandose valores
sensiblemente mas altos en Playa Penino.

Los linfocitos provenientes de individuos de ambas poblaciones utilizadas en los
ensayos en campo (in situ) fueron tratados con los mismos mutdgenos y respondieron
reparando el dafio en lapsos de tiempo similares. Los experimentos de
inmunocitoquimica demostraron que dos de las proteinas mas importantes en la
regulacion del ciclo celular y la reparacion del ADN (Rodriguez y Henderson, 2000;
O’Brate y Giannakakou, 2003; Naseem y Webb, 2008) actian de acuerdo a lo esperado,
en estas poblaciones. Esto indicaria que las diferencias iz situ, observadas entre Playa
Penino y Carrasco sur se deben a la influencia de contaminantes ambientales en el primer

sitio.
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El estudio detallado de la médula Osea y la sangre periférica en Ctenomys para el
test de microntcleos, confirmo6 los datos obtenidos para otra especie de Ctenomys (Heuser
y cols, 2002), que demuestran que estos individuos remueven activamente estos nucleos

secundarios del torrente sanguineo.

Conclusiones

v Los marcadores de dafio genético (test de micronucleos, ensayo cometa, Allium

test) revelaron la existencia de agentes mutagénicos en Playa Penino.

v Los parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos analizados en Playa Penino
indican que la principal fuente de contaminacion es la descarga de efluentes

cloacales.

v" Los analisis para presencia de agroquimicos en esa area fueron negativos.

v" El humedal de Playa Penino, funciona como un depurador de las aguas
servidas hasta el momento, lo que no implica que la poblacién humana esté
exenta de riesgo sanitario. La existencia de pozos sépticos en las cercanias de
los pozos de agua para consumo sin el control y la profundidad adecuados, asi
como la descarga directa de los efluentes cloacales a las cunetas, representan

una grave amenaza para la poblacion del lugar.

v" Los beneficios del saneamiento se evidencian en el aumento de dafio genético

constatado en Playa Penino respecto a Carrasco sur.

v' A pesar de las diferencias a nivel citogenético que existen entre la poblacion de
Playa Penino (2n=70) y la Poblacion de Playa Carrasco (2n=58), los linfocitos
de ambas poblaciones repararon el dafio genético provocado por agentes

mutagénicos potentes en tiempos similares.

v" Las proteinas BRCA1 y p53 (junto con las demas proteinas que forman parte
de las distintas vias de reparacidén existentes), subsanaron eficientemente el
dano provocado por la bleomicina y el MMS en las células de ambas

poblaciones.
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v El ensayo de microntcleos realizado sobre frotis de médula 6sea y de sangre
periférica demostrd6 que el bazo de esta especie es sinusal y remueve

activamente MN de la sangre.

v' Ctenomys demostrd ser un adecuado centinela ambiental, ya que los datos
aportados por los marcadores moleculares de dafio celular y genético se

asociaron estadisticamente con los parametros fisico-quimicos analizados.

Perspectivas

v' Playa Penino presenta problemas de contaminacion por aguas servidas, aun
siendo un 4area declarada “ecologica” por lo que es apremiante la
implementacion de medidas de gestion que tiendan a minimizar el impacto de
las descargas de efluentes domésticos liquidos: 1. La salud de la poblacion local
esta en serio riesgo o ya se encuentra afectada; 2. Como varios autores reportan
la biodiversidad disminuye. Los organismos estatales que tienen competencia
sobre esa zona deben asegurar acceso a fuentes de agua potable que cumplan
con los estandares, controlar la extraccion de arena, regular los asentamientos y
establecer un plan de saneamiento que minimice los impactos sobre el humedal

(DINAMA, MGAP, MDN (Prefectura Nacional Naval), IMSJ, MSP).

v' Seria un aporte importante confirmar los datos obtenidos para las variables
ambientales, la ampliacion del muestreo fisico-quimico y microbioldgico
utilizando muestras simples que incluyan mediciones de materia organica a
través de variables como demanda bioldgica de oxigeno, demanda quimica de

oxigeno.

v El abordaje multidisciplinario de los problemas ambientales, genera
informacién que no solo se agota en el diagndstico sino que hace posible la
propuesta de medidas tendientes a mejorar la gestion de las areas estudiadas,
desde aspectos que pocas veces se asociaban tan directamente como en la

actualidad; la salud humana y la salud ecosistémica.
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v Los datos relacionados con la cinética de reparacién y la localizacion de
BRCAI1 y p53 concuerdan con la bibliografia, en las poblaciones de Ctenomys
analizadas. A nivel evolutivo, seria interesante analizar esos parametros en
otras especies uruguayas y comprobar si, efectivamente, dichas proteinas
acttian a nivel mitocondrial, utilizando marcadores especificos para
mitocondrias (mitotracker) y para componentes del citoesquelto (marcadores
de actina y tubulina). De este modo, se aportarian datos sobre el movimiento
intracelular de estas proteinas en respuesta al dafio genético y al
funcionamiento de la maquinaria de reparacion en cada especie del género

Ctenomys en Uruguay.

v La alteracion en la variabilidad genética y las frecuencias alélicas causadas por
la accion de agentes ambientales en poblaciones naturales, debe comenzar a
estudiarse con detalle, en una nueva disciplina que hoy se conoce como
Toxicologia Evolutiva, especialmente en poblaciones cuyo habitat se encuentra

fragmentado.
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