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Resumen

El glifosato ha pasado a ser el plaguicida més utilizado en la actualidad tanto a
nivel global como nacional. Se trata de un herbicida de tipo no selectivo, de
post-emergencia y de amplio espectro, incluyendo surfactantes en sus
formulaciones comerciales. Por escorrentia superficial u otros mecanismos,
puede ser movilizado y transportado hasta los cursos de agua, pasando a
formar parte del pool de contaminantes en dichos sistemas. Resulta de
particular interés generar conocimiento del efecto del glifosato sobre
organismos que pueden ser usados como centinelas. Los peces son
indicadores sensibles de la salud de los ecosistemas acuaticos y de los usos
del suelo de la cuenca, reflejando el significado ecoldgico de la degradacién
ambiental. El objetivo de este trabajo fue evaluar el uso del perfil porfirinico
hepético de Jenynsia multidentata (Cypronodontiformes, Anablepidae), como
biomarcador de exposicion a una formulacion comercial de glifosato. Hembras
de una Unica cohorte fueron capturadas en un sistema Iéntico sin influencia de
uso de glifosato y aclimatadas en cautiverio por una semana. Una vez
transcurrido el periodo de aclimatacion, fueron colocados en 5 tratamientos con
diferentes concentraciones de la formulacion: desde 0,0 (control), hasta 10,8
mg L™ del principio activo, cada uno con 5 réplicas. El experimento se corri6
durante 7 dias en condiciones controladas. Al finalizar, los ejemplares fueron
sometidos a eutanasia por sobredosis de anestésico y disectados. Se
determinaron copro, proto y uroporfina hepaticas por fluorimetria, y proteinas
totales por espectrofotometria utilizando el método de Bradford. ElI haber
logrado poner a punto el método, permite aplicar el analisis de porfirinas a otros
modelos biolégicos y xenobidticos, lo que permitird darle continuidad a la linea

de investigacion.



1. Introduccidn

El Uruguay se encuentra frente a una fuerte intensificacion en el uso del
suelo con predominancia del modelo sojero, el que habria alcanzado en
2014 una extension record de casi 1,32 millones de hectareas sembradas
(DIEA 2014). Las caracteristicas del paquete tecnologico asociado derivan de
la utilizacién de una variedad transgénica denominada soya RR (Roundup
Ready) o evento 40-3-2, que presenta resistencia al herbicida glifosato y se
asocia a la utilizacion intensiva de otros fitosanitarios (como insecticidas,
fungicidas, etc.; Rios, Zaldua et al. 2010). Como consecuencia de la aplicaciéon
de este modelo productivo, el glifosato ha pasado a ser el plaguicida mas
utilizado en la actualidad (Guyton, Loomis et al. 2015). En Uruguay se
aplicaron 6,8 millones de litros en 2010 (Narbondo and Oyhantcabal 2011)

y volimenes mayores con posterioridad (DIEA 2014).

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es un herbicida de tipo no selectivo, de
post-emergencia y de amplio espectro. Actla inhibiendo la enzima 3-
enolpiruvil-siguimato-5-fosfato sintetasa (EPSPS), localizada en el cloroplasto,
perteneciente a la ruta del acido siquimico (Della-Cioppa, Bauer et al. 1986).
La inhibicién de la enzima EPSPS impide la sintesis del acido corismico, el
cual se requiere para la biosintesis de los aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina y triptéfano). Estos aminoacidos esenciales son utilizados
para la sintesis de proteinas y de algunos productos secundarios como son:
promotores e inhibidores del crecimiento, compuestos fendlicos y lignina
(Franz, Mao et al. 1997).

Las diferentes marcas comerciales estan compuestas por el principio activo,
bajo diferentes formulaciones como sal isopropilamina, sales de potasio o de
amonio, siendo la primer opcién mas frecuente en el mercado (Martino 1995,
SATA 2009). Las formulaciones cuentan ademas con surfactantes como
coadyuvantes, que proporcionan al herbicida mayor capacidad de
cubrimiento, penetracion, traslocacion, solubilidad, adherencia y estabilidad,
reduciendo las dosis necesarias de herbicidas (Fuentes de Pedrahita and de
Roman 1980). En patrticular las formulaciones de Glifosato liquidas como sal



isopropilamina de glifosato, contienen una mezcla de surfactantes no
i6nicos de tipo alquilpoliglucésidos y amina grasa etoxilada, siendo el vehiculo
agua (Laborde, com. pers.).

Especialmente para organismos acuaticos existen evidencias de que los
productos formulados que contienen el principio activo junto con surfactantes
son mas toéxicos que aquellos conteniendo solo el principio activo (de
Amarante Junior, Dos Santos et al. 2002). Adicionalmente, varias
investigaciones sugieren que los efectos téxicos vinculados a las
formulaciones comerciales de glifosato derivan mayormente de sus

surfactantes (Burger and Fernandez 2004, Brausch, Beall et al. 2007).

Una vez aplicado el glifosato, éste es fuertemente adsorbido por los
componentes del suelo, tales como arcillas (Miles and Moye 1988), 6xidos de
hierro y aluminio (Piccolo, Celano et al. 1994, Prata, Cardinali et al. 2003) y
acidos humicos (Piccolo, Celano et al. 1996). Ademas sufre una importante
degradacion, principalmente de tipo biolégico, siendo su producto mayoritario
el 4cido aminometilfosfonico (AMPA; Lorenzatti, Lenardon et al. 2007). A
pesar de que dicho herbicida presenta una vida media relativamente baja
en comparacién con otros agroquimicos, existe evidencia de presencia en
suelo de glifosato y su producto de degradacion AMPA, entre 190 y 249 dias
luego de su aplicacion (Penaloza-Vaquez, Mena et al. 1995). Adicionalmente
debe considerarse que el AMPA presenta una vida media mayor en el suelo
que la correspondiente al glifosato, habiéndose reportado registros en un
rango entre 119 y 958 dias (EPA 1993a).

Por escorrentia superficial u otros mecanismos, los fitosanitarios presentes en
los suelos pueden ser movilizados y transportados hasta los cursos de agua
(Brady and Weil 1996), pasando a formar parte del pool de contaminantes en
dichos sistemas. Esto ultimo resulta un efecto colateral, no inherente al
objetivo de la aplicacion. El tiempo de degradacién del glifosato en los
ecosistemas acuaticos es muy variable dependiendo del ambiente estudiado
(Cheng, Chiang et al. 1989, Goldsbororough and Beck 1989, Pérez,
Torremorell et al. 2007, Crowe, Leclerc et al. 2011, Coupe, S. J. Kalkoff et al.



2012) y de la composicion de cada formulacion, que en muchos casos es
desconocida (Tsui and Chu 2003, Puglis and Boone 2011).

En el ambiente acuatico el glifosato puede causar cambios en el metabolismo
asi como en diferentes perfiles enzimaticos de los peces, como es la
inhibicibn de la acetilcolinesterasa (AChE), aumento de peroxidacion de
lipidos y catabolismo de proteinas, siendo estos dos ultimos indicadores de
estrés oxidativo (Glusczak, Dos Santos et al. 2007). Existe ademas evidencia
de carcinogenicidad inducida por glifosato tanto en humanos como en
animales (Guyton, Loomis et al. 2015). Sin embargo, la informacién sobre los
efectos ecosistémicos de los plaguicidas es escasa y de pobre circulacion
publica, lo que fomenta el desconocimiento y magnifica los riesgos (Rios,
Zaldua et al. 2010).

1.1 El enfoque ecotoxicologico

La Ecotoxicologia utiliza estrategias que abarcan todo el espectro de
organizacién bioldgica, para evaluar las respuestas al estrés quimico
haciendo foco en el analisis a nivel poblacional, comunitario y ecosistémico
(Truhaut 1969). Debe entenderse por estrés cualquier condicion que pueda
alterar el estado normal u homeostasis (Newman 2013). Para estas
evaluaciones es que la Ecotoxicologia se nutre del desarrollo y analisis de

herramientas denominadas bioindicadores y biomarcadores.

Desde los afios 60 se ha producido un amplio desarrollo y aplicacion de
bioindicadores (Holt and Miller 2011). Asi son llamados las especies biolégicas
0 grupo de especies cuya funcion, poblacion o estatus puede ser utilizado
para determinar la integridad de los ecosistemas o del medio ambiente
(Marti 2007, Holt and Miller 2011). No todos los procesos bioldgicos,
poblaciones o comunidades pueden ser utilizados como bioindicadores, los

mismos deben presentar una tolerancia moderada a la variabilidad ambiental
en comparacion con las especies raras (demasiado sensibles o dificiles de
encontrar) o ubicuas (generalmente con amplio rango de tolerancia; Holt

and Miller 2011). La capacidad de respuesta de los bioindicadores cambia



de acuerdo a varios factores, por ejemplo las caracteristicas genéticas de
los organismos, su estado de desarrollo, y de las propias condiciones
ambientales, mientras los estimulos pueden ser muy variados y no en todos

los casos son aditivos, sino que puede haber efectos sinérgicos (Marti 2007).

Por otra parte un biomarcador es una respuesta biolégica a nivel de individuo o
inferior que demuestra una desviacion del estado normal en funcién del
estrés (Peakall and Walker 1994). En este sentido, los biomarcadores son
mediciones de las caracteristicas del individuo que indican la exposicion de
una poblacion a un peligro, como ser por ejemplo una sustancia téxica (FAO
2003). Los biomarcadores analizados en el ambiente nos permiten evaluar el
efecto de diferentes contaminantes con relevancia bioldgica, a su vez integran
los efectos de multiples estresores (contaminantes), permitiendo detectar
sinergias entre los mismos, en caso de que estas existan. Sin embargo, cuando
se realizan estudios en condiciones controladas nos permiten evaluar los
efectos de un contaminante aislado, en algunos casos elucidar mecanismos de
accion y efectos a diferentes concentraciones y escalas temporales. Poder
aumentar el nimero de réplicas que se pueden examinar, y trabajar con dosis
subletales conocidas son importantes ventajas de la experimentacion en
laboratorio. Ademas, los ensayos tienen el potencial de predecir un efecto
ecologicamente relevante (e.g. mortalidad e impedimento reproductivo) antes
gue los efectos se manifiesten a niveles de organizacion jerarquica superiores.
De esta manera pueden ser utilizados para determinar la susceptibilidad de
diferentes poblaciones o bien para evaluar la respuesta diferenciada en

distintos subgrupos de poblacion (FAO 2003).

1.2 Porfirinas hepaticas de peces como biomarcadores

Las porfirinas son intermediarios metabolicos en la formacion del grupo hemo
(protoporfirinas) y co-productos oxidativos de los metabolitos intermediarios
(coproporfirinas y uroporfirinas). Estan formadas por cuatro anillos pirrol unidos
por puentes meteno, formando una estructura anular de gran tamafio (anillo
tetrapirrolico). Son producidas en tejidos eritropoyéticos e higado y excretadas

por via urinaria o fecas (Lim 1991).



Presentan ventajas frente a otros biomarcadores como su facil deteccion en
materiales bioldgicos (sangre, higado, fecas y rifion), debido a sus
caracteristicas fluorescentes, la existencia de correlacion entre la clase de
contaminante y la induccidon de un tipo especifico de porfirina (Marks 1985) y

por ser su determinacién un método de bajo costo (De Matteis and Lim 1994).

En estudios previos realizados en vertebrados se determiné la relacion
entre la exposicion a determinados compuestos y su efecto en el perfil de
porfirinas. Asi compuestos aromaticos polialogenados como PCBs vy
dioxinas conducen a la acumulacion de uroporfirina (Miranda, Henderson et
al. 1992, Van Birgelen, De Vito et al. 1996); la contaminacién por herbicidas de
difenil éter, oxadiazoles e imidas ciclicas promueve la acumulacion de
protoporfirina (Duke, Lydon et al. 1991, Jacobs and Jacobs 1993);
heptaclor, lindano, arsénico y mercurio, resultan en la acumulacion de
coproporfirina (Taira and San Martin de Viale 1980, Martinez, Cebrian et al.
1983, Woods and Southern 1989, Woods, Boers et al. 1991, Bowers, Aicher et
al. 1992, Ng, Qi et al. 2002); mientras que el plomo promueve la acumulacion
de protoporfirina y coproporfirina (Hichiba and Tomokuni 1987, O Halloran and
Duggan 1988, Pain 1989, De Matteis and Lim 1994). En Uruguay un estudio
realizado en el pez Astyanax fasciatus (Characiformes) en condiciones de
campo, mostré una respuesta diferencial de las porfirinas hepaticas en
localidades con diferentes usos del suelo, donde los peces probablemente
estuviesen expuestos a diferentes contaminantes (Carrasco-Letelier, Eguren et
al. 2006).

1.3 Enfoque experimental

Los peces son indicadores sensibles de la salud de los ecosistemas
acuaticos y de los usos del suelo de la cuenca, reflejando el significado
ecologico de la degradacion ambiental (Karr 1981, Fausch, Lyons et al. 1990,
Karr 1991, Hued and Bistoni 2005, Park, Grenouillet et al. 2006). Este hecho
es la base de la utilizacion de los peces en programas de monitoreo de

calidad ambiental de los sistemas acuaticos. Considerando el amplio uso del



glifosato en nuestro pais, resulta de particular interés generar conocimiento
del efecto del glifosato sobre peces autéctonos que pueda ser utilizado en
programas de biomonitoreo. Para ello es vital generar informacion que
relacione la respuesta de un biomarcador, en este caso porfirinas hepaticas,
con caracteristicas de la exposicion (e.g. concentraciones y tiempo). En este
marco, en el presente trabajo se realizaron bioensayos de exposicion
subcroénica (Patifio 2008).

Para la realizacion de los bioensayos se seleccioné J. multidentata (Jenyns
1842) (Cyprinodontiformes; Anablepidae) en funcion de que resulta una
especie con caracteristicas favorables para ser utilizada en biomonitoreo. Se
encuentra ampliamente distribuida en la regidon subtropical de América del
Sur, es omnivora, de pequefio tamafio, con dimorfismo sexual, rapido
crecimiento, presenta un higado relativamente grande (favorable para la
medicién de porfirinas hepaticas) y facil reproduccién en cautiverio (Goyenola,
Iglesias et al. 2011) (lo que facilitaria su cria en laboratorio). Por otra parte, ha
sido previamente utilizada en diferentes bioensayos de exposicion a
xenobiodticos (Cazenave, Wunderlin et al. 2005, Alvarez, Gimenez et al. 2012)

lo que facilitaria la obtencién y comparacién de informacion.

En los estudios previos, J. multidentata ha mostrado una sensibilidad
moderada a la exposicion a glifosato (formulacion Roundup), registrandose
un valor de LCg, 96-h (concentracion a la cual se espera observar letalidad
en el 50% de los individuos tras 96 hrs de exposicion) de 19,02 mg L™ para
ambos sexos (Hued, Oberhofer et al. 2011). Asi mismo, se han observado
dafios a nivel histologico en 6rganos como branquias e higado y alteracion

de la actividad sexual masculina (Hued, Oberhofer et al. 2011).

2. Objetivo General

Validar las porfirinas hepaticas como biomarcador molecular de exposicion
subcronica a una formulacion comercial de glifosato en J. multidentata

(Cypronodontiformes; Anablepidae).



2.1 Objetivos especificos:

1. Poner a punto la técnica de bioensayos y de determinacion de porfirinas

hepéticas por método fluorimétrico.

2. Evaluar los efectos de la exposicion subcronica a una formulacion
comercial de glifosato sobre el perfil de porfirinas hepaticas de J. multidentata

y su potencial uso como herramienta de monitoreo ambiental.

3. Hipdtesis y predicciones:

3.1 Hipotesis general: el metabolismo porfirinico hepético de J. multidentata
es modificado por la exposicion subcrénica a formulaciones comerciales de

glifosato.

3.2 Hipo6tesis de trabajo: el perfil porfirinico hepéatico de J. multidentata
puede ser utilizado como biomarcador molecular de exposicién subcrénica a

una formulacién comercial de glifosato.

3.3 Prediccién: habra un cambio en la concentracion de alguna de las tres
porfirinas estudiadas, frente a la exposicion subcronica a una formulacion

comercial en estudio.

4. Materiales y métodos

En el presente trabajo se analizd, bajo condiciones controladas, la respuesta
en el perfil de porfirinas hepéaticas de J. multidentata a la exposicion
subcronica a un rango de concentraciones conocidas de una formulacion
comercial de glifosato. Se realizaron una serie de ensayos piloto con el fin de

poner a punto la técnica (anexo).

La captura se realizo utilizando red de arrastre costero en un sistema léntico
con baja proporcién de uso agricola en su cuenca (Laguna José lgnacio,
Maldonado). Se seleccionaron para los experimentos ejemplares hembras de



una unica cohorte de entre 3,3 y 5,5 cm de longitud estandar (Goyenola,
Iglesias et al. 2011). Los peces fueron aclimatados en cautiverio por un
periodo equivalente a la duracion del ensayo.

Los tratamientos involucraron exposicion a concentraciones por debajo de
LCs, 96-h, en un gradiente desde 0,0 (control), hasta 10,8 mg L™ del principio
activo. Las mismas fueron obtenidas a partir de la formulacion comercial
IMPROSATE (Tafirel®), conteniendo 360 g L™ de glifosato isopropilamina.
Cada tratamiento involucré una exposicién subcrénica de 7 dias, realizada en
5 peceras de 3 litros con 2 ejemplares en cada una. El fotoperiodo se fij6 en
12/12 y las condiciones de temperatura fueron controladas. Los peces fueron
alimentados a diario (con escamas para peces de la marca Denucio). Las
soluciones fueron repuestas al alcanzar el 50% del tiempo de exposicion.
Durante los bioensayos murieron 4 ejemplares de los 50 expuestos (1 en 3,6
mg L%, 2en 72 mgL" y1en 10,8 mg L™ de glifosato). A los 7 dias los
ejemplares sobrevivientes fueron sometidos a eutanasia por sobredosis de
anestésico 2- fenoxietanol (1 mg L™) y se determind peso corporal y largo
estandar para cada ejemplar. Posteriormente fueron disectados y los higados

fueron pesados y conservados en freezer a -80° C.

En el laboratorio, los higados fueron homogenizados individualmente en agua
destilada en una relacién de 10 mL de agua destilada por gramo de tejido,
siguiendo el protocolo planteado por (Carrasco-Letelier, Eguren et al. 2006).
De cada muestra se obtuvo una alicuota para cuantificacion de porfirinas y
otra para cuantificacion de proteinas. Para lo primero, muestras iguales del
homogenizado fueron transferidas a tubos de ensayo individuales conteniendo
una mezcla de metanol/acido perclérico 1 N (1:1 v/v), en una relacion 1:8.
Después de mezclar por vértex cada muestra se mantuvo en oscuridad
durante 10 min y se centrifugd por 3 min a 15000 rpm, segun lo propuesto por
Carrasco (2006). Para la determinacion cuantitativa de porfirinas se utilizé la
técnica propuesta por Grandchamp (1980), empleando el método fluorimétrico.
Se prepararon las curvas de calibracion a partir de estandares de copro
(Aldrich, CAS: 69477-27-6), uro (Aldrich, CAS: 10170-03-3) y protoporfirina
(Fluka, CAS: 5522-66-7). Para la preparacion de los estandares de proto y
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uroporfirina, las mismas fueron sometidas a hidrolisis por tratamiento con acido
clorhidrico 6 M overnight y luego diluidas con agua hasta acido clorhidrico 1 M.
Las soluciones madre fueron preparadas diluyendo coproporfirina en hidréxido
de sodio 1 M, uroporfirina en &cido clorhidrico 0,5 M y protoporfirina en acido
clorhidrico 6 M. Soluciones estandar (1-100 nM) se prepararon diluyendo las
soluciones concentradas en solucion mezcla metanol/acido perclorico 1 N (1:1
v/v). Las medidas fueron realizadas con el equipo Varioskan Flash (Thermo
Fisher Scientific Inc.) en el laboratorio de Fisicoquimica Biol6gica de la
Facultad de Ciencias, en condiciones de excitacidbn-emision correspondientes
al maximo para cada porfirina (400-595 nm para coproporfirina, 405-595 nm
para uroporfirina y 410-605 nm para protoporfirina), segun Grandchamp
(1980).

La fluorescencia medida en cada una de las condiciones fue el resultado de la
combinacion lineal de los aportes de cada una de las porfirinas presentes en la
mezcla. Para la determinacion de cada porfirina se establecié un sistema de
tres ecuaciones donde las concentraciones de las porfirinas fueron las
incognitas (Grandchamp 1980). Sin embargo, debido a que en las muestras
analizadas no se obtuvieron valores detectables de uroporfirina, ésta se omitio
en el analisis, por lo que debié desarrollarse un nuevo sistema de dos

ecuaciones y dos incognitas (concentraciones de copro y protoporfirina):

RFU (a) = pend copro (a) [copro] + pend proto (a) [proto]
RFU (b) = pend copro (b) [copro] + pend proto (b) [proto],

donde (a) y (b) son las condiciones de excitacion-emision en las que se
realizaron las medidas (400-595 nm y 410-605 nm respectivamente), RFU es
la sefial de fluorescencia correspondiente a cada muestra, pend copro y pend
proto y [copro] y [proto] son las pendientes obtenidas de las curvas de

calibracion y las concentraciones de copro y protoporfirina respectivamente.

El contenido de proteina (de Ila alicuota correspondiente de los

homogeneizados), fue determinado a partir del método de Bradford.
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Los resultados del analisis de las porfirinas se presentan como nmoles de
porfirina mg™ de proteina, nmoles de porfirina g™ de tejido y unidades relativas
de fluorescencia para diluciones equivalentes (10 mL de agua destilada por g
de tejido), correspondientes a cada tratamiento (mg L™ de glifosato). En cuanto
a la determinacion de proteinas los resultados se presentaron como cantidad
de proteina (mg mL™) y cantidad de proteina g™ de tejido correspondientes a
cada tratamiento (mg L™ de glifosato). En cada caso se sigui6 la propuesta de

(Zar 2010) para la identificacion y eliminacion de outliers.

Se determiné indice hepatosomatico (masa de higado/masa corporal del pez x
100) con el fin de evaluar la existencia de efectos diferenciales en los distintos

tratamientos.

La variacion de cada una de estas variables entre tratamientos es presentada
graficamente como diagramas de cajas (box-plot). Como los supuestos de los
tests paramétricos generalmente no se cumplieron, aun con datos
transformados, las comparaciones estadisticas fueron hechas usando test de
Kruskal-Wallis (Zar 2010). Cuando las diferencias en las medianas entre los
grupos de tratamientos fueron mayores a lo esperado por azar, un
procedimiento post hoc de comparacion multiple de a pares se aplicé para
aislar el grupo o grupos diferentes de los otros (Dunn 1964). Las diferencias

fueron consideradas estadisticamente significativas para valores de p < 0.05.
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5. Resultados

Se presentan las curvas de calibracion obtenidas para copro y protoporfirina

para las tres condiciones de medida (excitacion-emision) empleadas (Fig. 1,

tabla 1).

[mtemeldme cle Flusrescensls (U
]

. Ex. 400 nm
w  Ex. 405nm
4 Ex 410 nm

Concenimcon de porfrine (plll )

Fig. 1. Curvas de calibracion de coproporfirina para las tres condiciones de medida de
exitacién-emision (400-595, 405-595 y 410-605 nm).

Tabla 1

Ajuste de las curvas de calibracién de coproporfirina

Ecuacion y=a+b*x
Ajuste rR? 0,99986 0,99953 0,99834
Valor Error Estandar
Fluorescencia |Intercepto 0,08454 0,16273
Fluorescencia |Pendiente 182,11078 0,71006
Fluorescencia |Intercepto 0,63063 0,21795
Fluorescencia |Pendiente 130,98623 0,95096
Fluorescencia |Intercepto 1,08967 0,4047
Fluorescencia |Pendiente 18,45017 0,20893
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Fig. 2. Curva de calibracion de protoporfirina para las tres condiciones de medida de exitacion-
emision (400-595, 405-595 y 410-605 nm).

= Ex 40D nm
® Ex 4D5mm
10D A & Ex 41D nm

Itareldnd do Flusrescensin (UM

Concenimadon de porfine (i)

Tabla 2

Ajuste de las curvas de calibracién de protoporfirina

Ecuacidn y=a+bx
Ajuste R? 0,99881 0,93341 0,89151
Valor Error Estandar
Fluorescencia | Intercepto 2,51903 0,50462
Fluorescencia |Pendiente 191,13616 2,20183
Fluorescencia |Intercepto 16,48628 8,33864
Fluorescencia |Pendiente 30,50819 2,09895
Fluorescencia |Intercepto 25,27883 12,2035
Fluorescencia |Pendiente 34,24243 3,07179

La cantidad de porfirinas hepéticas cuantificadas en las muestras fue
considerablemente baja, con una gran variabilidad entre ejemplares del mismo
tratamiento (Fig. 3 y 4). Los valores maximos fueron de 4,7¢® y 8,1e®
nmoles de porfirina mg™ de proteina (Fig. 3) y 111,0e® y 73,5 % nmoles de

porfirina g™ de tejido (Fig. 4), para copro y protoporfirina respectivamente.
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nmoles copro/mg proteina

Para la variable nmoles porfirina mg™ proteina no se encontraron diferencias
significativas entre medianas para cada tratamiento, tanto para coproporfirina
(K-W, Hgy 22 = 4,258, p = 0,372) como para protoporfirina (K-W, Ha 2, = 3,554, p =
0,47), sin embargo se observa una tendencia al aumento al aumentar la

concentracion de glifosato, especialmente para protoporfirina (Fig. 3, Tabla 3).

4e-5

3e-5 4

nmoles proto/mg de proteina

w.llls| ' 4000

0 18 3,6 72 10,8 10,8

tratamiento (concentracion glifosato [mg L™]) tratamiento (concentracion glifosato [mg L™])

Fig. 3. Concentracion de copropofirina (copro, A) y protoporfirina (proto, B) nmoles mg’l de
proteina para cada tratamiento (el limite de las cajas cercano a 0 indica el percentil 25, la linea
dentro de las cajas indica la mediana y el limite de las cajas méas alejado a 0 indica el percentil

75. Las barras indican maximo y minimo).

Para la variable nmoles porfirina g* tejido se encontraron diferencias
signficativas entre medianas para coproporfirina (K-W, Hj, = 10,688, p =
0,030), sin embargo estas no fueron confirmadas en el analisis post hoc. Las
diferencias entre medianas para protoporfirina no fueron significativas (K-W,
H42,=10,688, p = 0,030; Fig. 4, Tabla 3).
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1,0e-3 q

8,0e-4
4,0e-4

il
2,0e-4 4

nmoles copro/g tejido
nmoles proto/g tejido

0,0 T T T T T 0 T T T T T
0 18 36 7.2 108 0 18 36 7.2 10,8

tratamiento (concentracion glifosato [mg L'l]) tratamiento (concentracion glifosato [mg L"])

Fig. 4. Concentracion de coproporfirina (copro, A) y protoporfirina (proto, B) en nmoles g'1
tejido para cada tratamiento (el limite de las cajas cercano a 0 indica el percentil 25, la linea
dentro de las cajas indica la mediana y el limite de las cajas méas alejado a 0 indica el percentil

75. Las barras indican maximo y minimo).

Para la variable RFU Se encontraron diferencias significativas entre las
medianas de coproporfirina (KW, Hy»=1155, p = 0,021). Mediante test de Dunn
se constaté diferencia entre los tratamientos 1,8 y 3,6 mg L™ de glifosato. Las
diferencias entre las medianas de protoporfirina no fueron significativas (K-W,
Hs»=9,523, p =0,049; Fig. 5, Tabla 3).

A B

20 5

RFU coproporfirina
e
o

RFU protoporfirina

1 E_Hgl Tl _ B

==
0.0 T T T 0 T T T T T
0 18 3.6 7.2 10.8 0 18 36 72 10.8
tratamiento (concentracion glifosato [mg L™1) tratamiento (concentracion glifosato [mg L™1)

Fig. 5. Unidades relativas de fluorescencia (RFU) para coproporfirina (A) y protoporfirina (B),
para cada tratamiento (el limite de las cajas cercano a 0 indica el percentil 25, la linea dentro

de las cajas indica la mediana y el limite de las cajas méas alejado a O indica el percentil 75.
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Las barras indican maximo y minimo).

No se encontraron diferencias significativas entre las medianas de proteina
(mg mL™) para los diferentes tratamientos (K-W, Hase = 3,714, p = 0,446; Fig.
6, Tabla 3).

60

50 - -

40 -

30

20

proteina (mg mL™)

10 1

0 1,8 3,6 7,2 10,8

tratamiento (concentracion glifosato [mg L™])

Fig. 4. Variacién del contenido proteico (mg mL™) entre tratamientos (el limite de las cajas
cercano a 0O indica el percentil 25, la linea dentro de las cajas indica la mediana y el limite de

las cajas mas alejado a 0 indica el percentil 75. Las barras indican maximo y minimo).

No se encontraron diferencias significativas entre las medianas de proteina g™
de tejido para los diferentes tratamientos (K-W, Hs3s = 1,859, p = 0,762; Fig. 5,
Tabla 3).
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proteina (mg mL™)/ tejido (g)

tratamiento (concentracion glifosato [mg L)

Fig. 6. Variacion de proteina g'l de tejido entre tratamientos (el limite de las cajas cercano a 0
indica el percentil 25, la linea dentro de las cajas indica la mediana y el limite de las cajas mas

alejado a 0 indica el percentil 75. Las barras indican maximo y minimo).

El analisis del indice hepatosoméatico no mostrd diferencias significativas entre
los diferentes tratamientos (K-W, Hs 4, = 3,202, p = 0.525; Fig. 7, tabla 3).

18

16 A

14

12 4

10 A

indice hepatosomatico
o]

1 =3

0 1.8 3,6 7,2 10,8

-:Z|~=-—|:r:|

T T =

l—|_| I

tratamiento (concentracion glifosato [mg L-1])

Fig. 7. indice hepatosomatico para cada tratamiento (el limite de las cajas cercano a 0 indica
el percentil 25, la linea dentro de las cajas indica la mediana y el limite de las cajas mas

alejado a 0 indica el percentil 75. Las barras indican maximo y minimo).
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Tabla 3

Resultados de test Kruskal-Wallis y test post-hoc Dunn. H: estadistico de Kruskal-Wallis, gl:

grados de libertad, N: nimero total de muestras, p: probabilidad error tipo I, na: no aplica, ns:

no significativo. Nivel de significancia p < 0.05. Se observan diferencias significativas sélo para

RFU de coproporfirina entre los tratamientos 1,8 y 3,6 mg Lt (ver figura 3 A).

Kruskal-Wallis Dunn
H@N) | p
COPROPORFIRINA
nmoles porfirina/mg proteina 4,258 (4, 22) 0,372 na
nmoles porfirina/g tejido 10,688 (4, 22) 0,030* ns
RFU 11,555 (4, 22) 0,021* 1,8#3,6
PROTOPORFIRINA
nmoles porfirina/mg proteina 3,554 (4, 22) 0,47 na
nmoles porfirina/g tejido 6,031 (4, 22) 0,197 na
RFU 9,523 (4, 22) 0,049* ns
PROTEINA
proteina mg mL"’ 3,714 (4, 39) 0,446 na
proteina mg mL /g tejido 1,859 (4,38) 0,672 na

masa de higado/masa
corporal del pez x 100

INDICE HEPATOSOMATICO

3,202(4, 42)

0525 |

na

6. Discusion

Las curvas de calibracion mostraron una respuesta lineal de la intensidad de

fluorescencia para

concentraciones.

las diferentes porfirinas en un amplio

rango de

No se observo un patron definido en el perfil porfirinico hepatico de J.

multidentata sometida a los diferentes tratamientos, sin embargo para la

variable porfiina mg™® proteina se observa una tendencia al aumento al

aumentar la concentracion de glifosato. Un estudio con un mayor niamero de

muestras permitiria un analisis mas exhaustivo de la respuesta de esta

variable.
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Si bien varios estudios de laboratorio reportan efectos a nivel bioquimico tras
exposicion subcrénica a glifosato, dichos efectos son evaluados en otras
especies y otros biomarcadores (NesSkovi¢, Poleksi¢ et al. 1996,
Jiraungkoorskul, Upatham et al. 2003). En este sentido no se encontré
informacion previa sobre los tiempos necesarios de exposicion a glifosato en J.
multidentata, para inducir una respuesta al nivel bioquimico y menos aun en el
perfil porfirinico hepatico. Cabe resaltar, que segun lo reportado por Hued et
al. (2011), la exposicién subcrénica de J. multidentata durante 7 dias, a la
formulacion de glifosato de la marca Roundup, produjo dafios a nivel
histoldgico y comportamental, por lo que cabria esperar alteraciones a un nivel
inferior como el bioquimico. Por otra parte en un estudio de campo Carrasco et
al. (2006) report6 valores de porfirinas hepaticas de ejemplares de la especie
Astyanax fasciatus (Teleostei, Characiformes) correspondientes a un sitio con
mayor exposicion a poluentes y otro con menor exposicion. En ambos casos
los valores fueron muy superiores a los reportados en el presente estudio, lo
cual podria atribuirse a una respuesta diferencial entre las especies J.
multidentata y Astyanax fasciatus y/o a un efecto mayor en Astyanax fasciatus

derivado de la exposicion a una mezcla de poluentes.

La falta de efectos observados en el presente trabajo ponen en duda el uso de
porfirinas hepéticas de J. multidentata como herramienta para la evaluacion de
las consecuencias ambientales del uso de glifosato. Por otra parte, la
exposicion a un mayor namero de dias provoc6 una importante mortandad de
individuos (anexo), lo que no permitid evaluar dichas diferencias. Si bien el
presente estudio tomé como referencia el valor de LCs0-96hs reportado por
Hued (2011), la presentacion de glifosato utilizada en dicho trabajo no se
encontré disponible en el mercado local, por lo que se recurrio a una
formulacién de la marca IMPROSATE con elevada presencia en el mercado.
La falta de respuesta podria estar asociada a las diferencias en las
formulaciones. La ausencia de respuesta no es extrapolable a otras
formulaciones comerciales de glifosato, u otras concentraciones y tiempos de

exposicion.

Por otro lado los valores de porfirinas presentaron una gran variabilidad entre
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ejemplares del mismo tratamiento, lo cual puede ser atribuido a la variacion
natural entre ejemplares. Cabe considerar algunas fuentes posibles de
variacion en patrones metabdlicos como presencia 0 ausencia de parasitismo
(Booth, Clayton et al. 1993) y actividad hormonal ligada al ciclo sexual de las
hembras (Dickhoff, Yan et al. 1989). Dado que el estudio se realiz6 sélo para

hembras, no es posible asegurar una respuesta similar en machos.

7. Conclusiones

No se detectaron patrones en los perfiles de copro o protoporfirina que
indiqguen la validez de la utilizacion de las porfirinas hepéticas de J.
multidentata como biomarcador molecular de exposicion subcrénica a la
formulacién de glifosato en las concentraciones y plazos implicados en el
presente trabajo. El haber logrado poner a punto el método, permite aplicar el
andlisis de porfirinas a otros modelos bioldgicos y xenobidticos, lo que

permitira darle continuidad a la linea de investigacion.

8. Perspectivas

Como complemento al presente trabajo cabe resaltar la importancia de la
realizacion de futuros ensayos que puedan aportar a la evaluacion de los
efectos de exposicion a glifosato bajo diferentes condiciones (e.g.: la
determinacién de LCso en J. multidentata y otras especies nativas para la
exposicion a diferentes formulaciones, determinacion de las relaciones
existentes entre porfirinas tras exposicion a tales formulaciones, comparacion
con la respuesta en machos, estudio de posibles efectos derivados de
coadyuvantes, etc). Adicionalmente, podrian considerarse alternativas de
ensayos con otro tipo de organismos como ser invertebrados (ej Daphnia) o
macroinvertebrados. En todos los casos seria de gran importancia la

incorporacion de controles positivos.
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10. Anexo

Puesta a punto de la técnica: relatorio de ensayos piloto

Fundamentos del diseiio experimental

Previo a la realizaciéon de los bioensayos finales, se realizaron un set de

pruebas piloto con el objetivo de estandarizar la metodologia a seguir.

ler piloto

Una primer prueba fue realizada (consistiendo solo en captura de ejemplares)
para determinar proporcion de sexos y distribucion de tallas, de forma de
garantizar la obtencién del nimero de individuos necesarios para realizar los
bioensayos asi como la obtencion de muestras de higado de volumen
considerable. Los ejemplares fueron capturados mediante pesca con red de
arrastre en la Laguna de José Ignacio (Maldonado). Posteriormente fueron
sometidos a eutanasia por sobredosis de anestésico 2- fenoxietanol (1 mg/l),
disectados y sus higados extraidos.

A partir de esta prueba se determind conveniente la seleccion de ejemplares
hembras con tallas correspondientes a la misma cohorte (Goyenola 2008). La
eleccion de hembras se debié a su mayor abundancia y tamafio en relacion a
los machos, reduciendo asi el esfuerzo de captura y asegurando la obtencion

de muestras de higado de mayor volumen.

2° piloto

Siguiendo los resultados obtenidos en el primer muestreo, se realizé una
nueva captura. Los ejemplares fueron aclimatados en cautiverio durante un

periodo de 20 dias habiéndose registrado una mortandad elevada. La
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reduccion significativa de la mortandad se logré trabajando en condiciones
controladas: salinidad (0,13 g L™), pH (7,5) y % de O, disuelto (>80%).
Posteriormente se llevd a cabo un bioensayo de 20 dias. En este ensayo piloto
se trabajo con 3 tratamientos: 0,18, 1,8 y 3,6 mg L™ de glifosato asegurando
condiciones de subletalidad segun (Hued, Oberhofer et al. 2011). Para cada
tratamiento se utilizaron peceras de 3 litros con 2 ejemplares en cada una, 1
para 0,0, 2 para 0,18 y 1,8 mg L™y 4 para 3,6 mg L ™. Se aliment6 a diario (con
escamas para peces de la marca Denucio) y se realizé cambio total de agua
semanalmente, considerando tiempo de vida media para glifosato de 49 dias
(Lewis and Green 2011), de manera de disminuir la variacion en la
concentracion de formulado durante el experimento. A pesar de trabajar con
valores por debajo de LC, 96-h, se produjo una alta mortandad de individuos
(en el entorno del 50%). No se observo una diferencia significativa de la
sobrevivencia para los diferentes tratamientos respecto a los blancos, ni entre

tratamientos (Fig. 6).

20

18 A

16 1

14 4

12 A

10 4 n=2 n=3 n=7 n=3

sobrevivencia (dias)

T T T T
0 0,18 1,8 3,6

tratamiento (concentracion glifosato [mg L™])

Fig. 6. Tiempo de sobrevivencia (dias) de los ejemplares por tratamiento (medias y desvio

estandar).

Los ejemplares muertos se retiraron y fueron guardados en freezer a -80° C
para el posterior analisis de porfirinas. La mortandad durante el ensayo piloto
podria asegurar un numero de individuos con diferente tiempo de exposicion en
las diferentes concentraciones, por lo que los individuos muertos fueron

remplazados por nuevos cada vez que se vaciaba una pecera. Una vez
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transcurrido los 20 dias de exposicion los ejemplares sobrevivientes fueron

sometidos a eutanasia por sobredosis de anestésico.

Las dificultades encontradas en mantener individuos durante 20 dias hicieron
gue se considerara para el ensayo final una exposicion a un menor niamero de
dias, en este caso 7 dias (usando el mismo tiempo de aclimatacion). Por otra
parte, observamos que los individuos que no eran sacrificados por nosotros,

presentaron higados de muy mala calidad para el analisis.

Conclusiones
Se concluy6 reducir el tiempo de aclimatacion y exposicion a 7 dias cada uno.

Los higados deben ser obtenidos sélo de ejemplares sacrificados en el
momento.
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