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INTRODUCCION

La Cumbre del Milenio celebrada en Johannesburgo en el afio 2002 estableci6 los “Retos
del Milenio” que identifican las prioridades para lograr un Desarrollo Sostenible para el
Planeta tratando de hacer compatibles Progreso Econdmico y Proteccién del Medio

Ambiente, contribuyendo a mejorar el “Bienestar Humano” en este nuevo milenio.

La agricultura del siglo XXI tiene un papel crucial en la consecucion de las diversas metas
que plantea el Desarrollo Sostenible. Mantener elevados rendimientos agricolas es
inconcebible sin el uso de fitosanitarios. Su eliminacion es dificil, ya que hoy en dia no existe
una alternativa totalmente valida. En muchos casos, los niveles de productividad y
rentabilidad de un cultivo s6lo son alcanzables mediante la aplicacién de plaguicidas.

Uno de los cultivos mas importantes a escala mundial es el cultivo del arroz. Esta
considerado como el cereal mas importante del planeta por la extension de la superficie
dedicada a su cultivo y el nimero de personas que depende de sus cosechas, ademas de
representar el alimento basico para mas de la mitad de la poblacién mundial (Alexandratos,
1995). En Europa el arroz se cultiva principalmente en la Cuenca Mediterranea, representando
Espafia, con 113.076 hectareas en el afio 2001, un 28.2% de la superficie total agricola
dedicada al cultivo del arroz (Astorga Ramirez, 2001). En nuestro pais, se cultiva
generalmente en campos situados en la periferia de Espacios Naturales en los que las practicas
agricolas tienen que coexistir con la flora y fauna salvajes, como es el caso del Parque Natural
de la Albufera de Valencia.



INTRODUCCION

1.1. PLAGUICIDAS

Se define como plaguicida a “cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir o controlar toda especie de plantas o animales indeseables, y que abarca también a
cualquier sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a ser utilizadas como reguladoras del
crecimiento vegetal, como defoliantes o desecantes”, segin la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (F.A.O., 1999).

La Organizacion Mundial de la Salud (O.M.S., 2003) clasifica a los plaguicidas en
diferentes categorias de peligrosidad segun su toxicidad sobre micromamiferos expuestos por
via oral o dérmica. Por el Real Decreto 3349/1983 y el Real Decreto 162/1991, en Esparfia se
clasifican segiin su modo de accion, el uso al que van destinados, los organismos que
controlan, su naturaleza quimica, su presentacion de formulados comerciales y su grado de
toxicidad.

La problemética medioambiental derivada del uso de los plaguicidas es muy amplia y
engloba muy diversos aspectos como el desequilibrio de los sistemas bioldgicos, el desarrollo
de resistencias a los plaguicidas, lo que obliga a utilizar mayores concentraciones o productos
de mayor efectividad, o los posibles efectos toxicos para el hombre y/o otros organismos para
los cuales no han sido disefiados. A esto se debe afiadir la contaminacion permanente
producida por los residuos de plaguicidas o la toxicidad de los compuestos resultantes de su
degradacién quimica o metabdlica, que en algunos casos pueden resultar tanto 0 mas toxicos
que el compuesto original (Primo y Carrasco, 1990).

Los ecosistemas acuaticos constituyen una de las areas mas susceptibles de vertido de
residuos industriales y agricolas. Derivados de su uso en la agricultura, los plaguicidas pueden
alcanzar los recursos hidricos por fuga o deriva desde el lugar de aplicacion, por arrastre de
aguas superficiales o escorrentia, por lixiviacion a través del suelo por las aguas de lluvia y/o
riego o directamente por fumigacion. Algunas de estas sustancias quimicas pueden persistir en
el medio ambiente durante largos periodos de tiempo, a menudo sin sufrir ningun tipo de
transformacion. Estos compuestos, ademas de afectar a los organismos causantes de la plaga
para la cual han sido disefiados, también afectan a otros seres vivos para los que no estan
destinados. En este sentido, los peces constituyen un importante grupo de organismos no
diana. Estan expuestos a los plaguicidas a través de su tegumento, de sus finas y ampliamente
vascularizadas branquias y/o por la ingestién de alimento contaminado. Ademas por situarse
en los niveles superiores de las pirdamides troficas, son especialmente vulnerables a los
plaguicidas por fendmenos de biomagnificacion (Hontela, 1997). Una vez han ingresado en el
organismo, estos compuestos pueden ocasionar importantes perturbaciones en su equilibrio
metabdlico y fisioldgico.
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1.1.1. EL HERBICIDA PROPANIL

De nombre comun propanil fue comercializado por primera vez por Room & Haas Co. en
1961. Es una acetanilida perteneciente a la clase quimica de las amidas herbicidas. Su nombre
cientifico (IUPAC) es 3’4’-dicloropropionanilida (figura 1), otros sinénimos quimicos son: N-
(3°4’-diclorofenil) propanamida y 3,4-DCPA (Tomlin, 1997).

Cl NH-CO-CH,-CHjs

Cl
Figura 1. Estructura quimica del propanil.

El producto puro es un solido cristalino de color marrén, con una solubilidad en el agua de
225 mg/L a 25°C. Su solubilidad en disolventes orgéanicos es de 1.7 x10° mg/L en acetona y
1.1 x10° mg/L en etanol, a 25°C. Es hidrolizado en medio &cido o alcalino, dando 3,4-
dicloroanilina (DCA) y acido propidnico. Su coeficiente de particion n-octanol/agua (logKow)
es de 3.3 (Worthing, 1987; EXTOXNET, 1996; Tomlin, 1997). La vida media varia
notablemente dependiendo del pH del agua, como lo demuestran los estudios de Konstantinou
y cols. (2001), que determinaron una vida media que fluctia entre 60 dias (en agua
continental lacustre a pH 8.5) y 40 dias (en aguas subterraneas a pH 7.2).

Se trata de un herbicida selectivo de aplicacion post-emergente en arrozales (2.5-5.0 kg/ha)
usado para el control de hierbas de hoja ancha y malas hierbas de los géneros Digitaria,
Echinochloa, Panicun y Setaria entre otros (Tomlin, 1997). Se absorbe por contacto a través
de las hojas y causa clorosis seguida de desecacion foliar y necrosis. Su modo de accion es
por inhibicion de la fotosintesis: la molécula de propanil bloquea la cadena de transporte
electrénico en la membrana tilacoidal de los cloroplastos, entre las plastoquinonas Qa Yy Qg, l0
que produce la inhibicion de la reaccion de Hill en el fotosistema |1, impidiendo la fotolisis
del agua y la liberacion de O, (Huppatz, 1996).

Segun la clasificacion toxicologica de los plaguicidas establecida por la O.M.S. (2003) el
herbicida propanil pertenece a la categoria Il (producto moderadamente peligroso/dafiino),
dentro de un rango de categorias que va de la | (extremadamente peligroso) a la IV (no
peligroso).

En condiciones naturales el herbicida propanil se degrada facilmente por hidrolisis,
degradacion bacteriana y fotolisis a varios metabolitos, de los cuales la 3,4-dicloroanilina
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(DCA), el 3,3’-4,4’-tetracloroazobenzeno (TCAB) y el 3,3’-4,4’-tetracloroazoxibenzeno
(TCAOB) presentan una toxicidad y una persistencia muy superior a la del compuesto
parental (O.M.S., 2003).

1.1.1.1. Toxicologia del herbicida Propanil

El propanil es posiblemente el herbicida mas utilizado a escala mundial en el cultivo del
arroz (Photuluri y cols., 1991; Moore y Farris, 1997), incluyendo el Delta del Ebro
(Tarragona) y el Parque Natural de la Albufera de Valencia, donde se utiliza desde hace méas
de dos décadas. En el agua del Delta del Ebro se han detectado concentraciones elevadas de
propanil y DCA, de hasta 71.1 y 470 ng/L respectivamente, detectdndose niveles de los
mismos aln después de 8 dias tras su aplicacion (Santos y cols., 1998). Estos niveles serian
suficientes para evitar o retardar el desarrollo de la vegetacién sumergida, que es necesaria
como fuente de alimentacion o refugio de muchos invertebrados y vertebrados, destruyéndose
asi el habitat necesario para que las comunidades de animales se desarrollen (Mafiosa y cols.,
2001). Se han detectado concentraciones de propanil de 28 pg/L en diferentes canales de
irrigacion del arrozal de la Albufera de Valencia (Gémez de Barreda y cols., 2002).

Este herbicida es un potente inhibidor de la fotosintesis del fitoplancton, primer eslabén en
las cadenas troficas acuaticas. Segin Tucker (1987) bastarian concentraciones de propanil de
50 pg/L para inhibir la fotosintesis del fitoplancton y disminuir drasticamente el oxigeno
disuelto del agua, lo que indirectamente ocasionaria grandes pérdidas en areas de cria de
especies piscicolas proximas a arrozales. Gomez de Barreda y cols. (2004) determinaron que
0.29 y 3.21 mg/L de propanil serian suficientes para inhibir un 50% (a las 72 h) el crecimiento
de dos especies de fitoplancton representativas de humedales mediterraneos y aisladas en la
Albufera, Scenedesmus acutus y Chlorella saccharophila respectivamente.

Su liposolubilidad le confiere, entre otras propiedades, la de ser absorbido a través de
tegumento y mucosas y otras membranas externas de los animales pasando a via sistémica, sin
precisar un ingreso por via oral (Sanz y Repetto, 1995). Parece que en algunas especies de
peces, el propanil se acumula en los tejidos de forma relativamente rapida y el estado de
equilibrio se alcanza en las primeras 24 h, como observaron Call y cols. (1983) y Schlenk y
Moore (1993) en las especies Pimepahales promelas e Ictalurus punctatus respectivamente.
Respecto de la eliminacion del propanil, las diferencias interespecificas se hacen mas
evidentes a juzgar por los resultados obtenidos por estos mismos autores, que observaron que
en los individuos de la especie Ictalurus punctatus tras 6 dias se habia eliminado un 62 % de
la concentracion inicial, mientras que en los individuos de la especie Pimepahales promelas a
los 10 dias se detectaba solamente un 5% de la concentracion inicial.

Su metabolizacion tiene lugar por hidrolisis principalmente. En vertebrados es hidrolizado
por la enzima acilamidasa hepética, formando acido propionico y DCA (Mc Millan y cols.,
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1990a). En concreto en mamiferos, se ha observado que la exposicion a este herbicida afecta a
los eritrocitos, causando metahemoglobinemia, anemia, cianosis y hemolisis (Singleton y
Murphy, 1973; McMillan y cols. 1990a,b,c, 1991). Otros efectos observados tambien en
mamiferos incluyen neurotoxicidad e inmunotoxicidad, ademas de atrofia del timo y cambios
en el peso del timo y el bazo (Theus y cols., 1993; Cuff y cols., 1996; Zhao y cols., 1995,
1999), toxicidad renal con aumento de la actividad lactato deshidrogenasa (Valentovic y cols.,
1995), mielotoxicidad (Blyler y cols., 1994) y peroxidacion lipidica en tejidos como higado y
cerebro (Santillo y cols. 1995). También se citan metahemoglobinemia, hipoxia tisular,
depresion del sistema nervioso central y del sistema respiratorio (Eddleston y cols. 2002). Se
ha demostrado que los metabolitos TCAB y TCAOB son citotdxicos, embrioletales y
teratogénicos (Hassoun y cols., 1984; Pothuluri y cols. 1991; van Birgelen y cols., 1999).

En los peces encontramos que el herbicida propanil es toxico en las primeras etapas del
desarrollo: disminuye la tasa de eclosion y afecta al normal desarrollo y supervivencia de
larvas y juveniles, con efectos teratogénicos y muerte, como en Pimephales promelas (Call y
cols., 1983). También en adultos de la misma especie se ha observado edema corporal,
ademas de enrojecimiento y hemorragia en la masa visceral (Call y cols., 1987). En
individuos de diferentes especies provoco alteraciones morfologicas y fisioldgicas asi como
inhibicién del crecimiento durante 60 dias de exposicion, sin que los animales mostraran
signos de recuperacién tras un largo periodo de permanencia en agua libre de propanil
(Popova, 1973). El principal metabolito del propanil (DCA) induce la formacion de radicales
libres e inhibe la actividad de enzimas antioxidantes, causando estrés oxidativo y
peroxidacion lipidica como se ha observado en el higado de Carassius auratus (Li y cols.,
2002 y 2003). Ademas la formacion de metahemoglobina podria ser un posible mecanismo de
toxicidad del propanil en peces, como indican los estudios de Schlenk y Moore (1993).

1.2. PARQUE NATURAL DE LA ALBUFERA DE VALENCIA

Constituye uno de los principales ambientes lagunares costeros del Mediterraneo. Se ubica
a 10 Km al sur de la ciudad de Valencia, entre las desembocaduras de los rios Turia y Jucar.
Dada su importancia ecoldgica, este habitat ha sido declarado Parque Natural mediante el
Decreto 89/1986, de 8 de julio, y el 8 de mayo de 1990 es incorporado a la Lista de Zonas
Humedas de Importancia Internacional en la Conferencia de Ramsar. Posteriormente ha sido
declarado como Zona de Especial Proteccion Para las Aves (ZEPA) por la directiva
94/24/CE, el 8 de junio de 1994. Igualmente cuenta con numerosos habitats protegidos,
incluidos en la Directiva 92/5510/CE, relativa a la Conservacion de los Habitats y la Fauna y
Flora Silvestres.
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Figura 2. Lago de la Albufera y campos de arroz circundantes.

El area protegida tiene una extension proxima a las 21.000 hectéreas (ha), entre los que
cabe destacar el marjal, el lago y la barra o cordon litoral. EI marjal constituye el ambiente
mas caracteristico de la Albufera y el de mayor extension. El cultivo del arroz es el principal
aprovechamiento del marjal y ocupa actualmente dos tercios de la superficie total del Parque
Natural (14.000 ha).

El lago de la Albufera cuenta con una superficie de 2.837 ha y una profundidad media
inferior a los 80 centimetros. Su extensién original se ha reducido por la accién del hombre
que ha transformado su perimetro para posibilitar el cultivo del arroz. EI lago se conecta con
los arrozales mediante multitud de canales y acequias, que posibilitan la practica del cultivo
del arroz por el método tradicional de inundacion (figura 2). Por ello se vierten al lago
residuos procedentes de la actividad agricola, ademas de los vertidos de origen urbano e
industrial (Conselleria de Medio Ambiente, 1991).

El cultivo del arroz constituye una actividad agricola de arraigada tradicion en el Parque
Natural, introducida por los arabes a finales del siglo XIV (figura 3). A mediados del siglo
pasado se cambid al sistema de cultivo intensivo que se desarrolla en la actualidad y que
presenta serios inconvenientes, entre los que se incluye, ademas del uso masivo de
plaguicidas, los derivados de la quema de rastrojo y una progresiva erosion que conduce a la
pérdida de suelo y acelera la colmatacion del lago. Este sistema de cultivo se realiza mediante
inundacion de los arrozales, periodo en el cual tiene lugar la aplicacion de grandes dosis de
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herbicidas. Por ello, la fauna que habita o accede a estas aguas, se ve expuesta en
determinadas épocas, a elevadas concentraciones de estos herbicidas.

Figura 3. Plantones de arroz.

Las principales fuentes de contaminacion y toxicidad del agua de la Albufera se deben a la
eutrofizacion por los numerosos vertidos urbanos, a los metales pesados derivados de la
actividad industrial y a los elevados niveles de plaguicidas procedentes del uso agricola,
segun un analisis reciente del agua recogida en diferentes canales de irrigacion de la Albufera
(Boluda y cols., 2002). Segun estos autores hace absolutamente esencial completar estos
estudios con otros que conduzcan a la determinacion del grado de toxicidad que suponen estas
aguas sobre especies que presenten un ciclo bioldégico complejo, desarrollando estudios de
toxicidad cronica y de genotoxicidad.

1.3. LA ANGUILA EUROPEA: Anguilla anguilla

La anguila europea, Anguilla anguilla (Linnaeus, 1758), es un pez teledsteo perteneciente a
la Clase Osteictio, Orden Anguilliforme, Suborden Enquelicéfalo y Familia Anguillidae
(Lozano, 1947) (figura 4). Se trata de un pez migratorio que se distribuye por la costa
atlantica europea, norte de Africa, Mediterraneo oriental y Mar Negro (Castelld, 1993).

Se reconoce por su cuerpo alargado, serpentiforme, de seccién redondeada en la parte
anterior, con una larga aleta impar resultante de la fusién de las aletas dorsal, caudal y anal, y
sin aletas pelvianas. Presenta escamas muy pequefias sobre una piel rica en glandulas
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mucosas, una mandibula inferior ligeramente mas alargada que la superior y una linea lateral
muy visible. Las aberturas branquiales son reducidas (Cardona, 1993).

Figura 4. Anguila europea, Anguilla anguilla.

Presentan un ciclo biolégico complejo con aspectos que adn permanecen sin resolver. Se
cree que la anguila desova en el Mar de los Sargazos, a 4000-7000 Km de distancia de las
costas europeas y norteafricanas. Se sabe que la puesta se produce a unos 600 m de
profundidad, en oscuridad y bajo elevada presion, durante los meses de marzo a julio, aunque
nunca ha podido ser observada. Del huevo nace una larva, denominada leptocéfala,
transparente y aplanada, carnivora, que se alimenta de zooplancton. Estas larvas comienzan
una migracion hacia el nordeste a través del Atlantico, transportadas por la corriente del Golfo
y por la deriva del Atlantico Norte, y que dura aproximadamente 3 afios. Cuando llegan a la
plataforma continental europea y africana sufren una metamorfosis transformandose en
angulas, que emigran hacia las aguas salobres de lagunas litorales, estuarios y deltas,
penetrando luego en los rios (migracion anadrémica). En Espafia, tiene lugar durante los
meses de noviembre y diciembre (Muus, 1981; Pillay, 1997).

Una vez en aguas continentales adoptan un comportamiento sedentario y territorial que se
caracteriza por una intensa actividad alimentaria. Durante este periodo se la conoce como
yellow eel, por su coloracion amarillenta en el plano ventral, mientras el dorso adquiere un
tono gris parduzco, tratandose de individuos sexualmente inmaduros. Su crecimiento es muy
rapido durante los meses calidos, pero a temperaturas del agua inferiores a 10-12°C cesa la
actividad trofica y se interrumpe el crecimiento. Son animales que presentan una mayor
actividad nocturna y pasan la mayor parte del dia enterrados en el fango o debajo de las
piedras y raices. Las gonadas se mantienen indiferenciadas durante muchos afios hasta que los
individuos alcanzan tallas de 30 a 40 cm (Brusle, 1991).

Después de permanecer entre 5-15 afios en aguas continentales, la anguila experimenta
cambios profundos que conciernen entre otros, al tegumento que en el vientre se vuelve
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plateado y mas oscuro en el torso, pasando a denominarse ahora silver eel. Se diferencian
sexualmente, pero permanecen en reposo sexual. La madurez sexual la alcanzan a lo largo de
su migracion catadromica (Castelld, 1993). Més del 25% de su peso lo constituyen las grasas
que le proporcionan la energia necesaria para la migracion transoceanica hasta llegar al Mar
de los Sargazos (Brusle, 1991)

Se trata de un pez muy apreciado tradicionalmente en la Comunidad Valenciana. Habita en
el Parque Natural de la Albufera, tanto en el lago como en los canales y acequias que
comunican con él (figura 5). Su densidad poblacional en los ultimos afios ha descendido
drasticamente debido, entre otras causas, a la contaminacion de las aguas del Parque.

Figura 5. Sistemas de redes en la Albufera para la pesca de anguilas, llisas y lubinas.

La anguila se utiliza para monitorizar el estado de la contaminacion acuatica en
determinadas areas (Van der Oost, 1996, 1997) y resulta idonea para los estudios de toxicidad
subletal de plaguicidas empleados en el control de plagas en el Parque Natural de la Albufera
(Sancho, 1996).

10
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1.4. TOXICIDAD AGUDA

La toxicidad aguda se define como los efectos adversos totales producidos por una
sustancia toxica cuando se administra en forma de concentracion Unica (Hunter y Smeets,
1977).

La evaluacion mas comun de la toxicidad es la medida de la letalidad a corto plazo. En el
medio acuatico y para una sustancia dada, esta medida implica la determinacion de la
concentracion media que es letal para una proporcion fija, normalmente el 50%, de una
poblacion dada de organismos acuéticos después de la exposicion continua durante un periodo
de tiempo concreto, generalmente 48 o0 96 horas en peces (Johnson y Finley, 1980).

Asi, la concentracion letal (CL) para el 50% de la poblacidén después de una exposicion
continua durante 96 horas se designa como CLsp-96 h. La concentracion letal se expresa
generalmente en miligramos de producto por litro de medio o bien por kilogramo de peso
corporal del organismo (Duffus, 1983).

Existe una relacion de proporcionalidad inversa entre la medida de la CLsp y la toxicidad
de un compuesto, de forma que cuanto menor sea el valor de la CLsy mayor seré la toxicidad
del compuesto sobre el organismo en cuestion.

Este dato es un requisito previo necesario para determinar las concentraciones subletales en
estudios de toxicidad subaguda, cronica, etc,.

Ademaés de la CLso se pueden calcular otros parametros a partir de los datos obtenidos en
los ensayos de toxicidad aguda, como la NOEC (No Observed Effect Concentration), que es
la concentracion mayor de la sustancia ensayada que no produce efectos nocivos
estadisticamente significativos respecto de los organismos control en un ensayo especifico.
También se puede calcular la LOEC (Lowest Observed Effect Concentration), que es la
concentracion menor que produce algin efecto estadisticamente significativo sobre los
organismos tratados comparado con los controles en un ensayo especifico (Rand, 1995).

Previamente al inicio de los ensayos de toxicidad aguda es conveniente efectuar una serie
de pruebas preliminares con objeto de acotar un rango de concentraciones con el que se
trabajara en los ensayos de toxicidad aguda definitivos. Con peces, en estas experiencias
previas se emplea un rango de concentraciones muy amplio de la sustancia a ensayar,
utilizandose 3-5 individuos por cada concentracion.

En los ensayos de toxicidad aguda definitivos se ensayan 4-6 concentraciones diferentes
del toxico y se emplean 10 animales por cada concentracion, se efectian de 3 a 4 réplicas del
ensayo. Se contabilizan el numero de animales muertos cada 24 horas (Sprague, 1973).

Todos los ensayos de toxicidad deben incluir un control para asegurar que los efectos
observados son atribuibles a la sustancia ensayada y no a otra causa. En aquellos ensayos en
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los que la sustancia ensayada presente una solubilidad en agua escasa o nula, es necesario el
empleo de un disolvente organico (acetona, etanol, ...) como vehiculo que facilite la
disolucién del producto en el medio acuoso (Rand, 1995).

1.5. TOXICIDAD SUBLETAL:

1.5.1. RESPUESTA DE ESTRES EN PECES Y BIOMARCADORES DE
EXPOSICION A PLAGUICIDAS

La exposicion de los animales acuaticos a concentraciones subletales de un téxico puede
ocasionar en ellos una respuesta de estrés (Sindermann, 1996).

En el medio acuéatico los animales rara vez se encuentran expuestos a concentraciones
toxicas elevadas salvo en caso de accidente 0 a menos que se hallen restringidos al punto de
vertido del contaminante. En general, mas alla del punto inicial de vertido, tiene lugar la
dispersion y dilucion del producto hasta concentraciones bajas y potencialmente subletales
que generalmente no provocan la muerte de los organismos, pero podrian llegar a causar un
profundo impacto en el mantenimiento de sus funciones fisioldgicas, metabolicas y
comportamentales (Rand, 1995).

Este rango o “zona subletal” es la de mayor interés para fisidlogos y ecofisidlogos. En los
estudios fisioldgicos generalmente se estudia la concentracion de algin metabolito o0 enzima
(p.e. glucosa plasmatica, lactato deshidrogenasa) o bien la tasa de alguna funcion fisiologica
(p.e. consumo de oxigeno). Una respuesta fisioldgica es entonces un cambio en uno o mas de
estos parametros causado por las variaciones de un factor medioambiental, como por ejemplo
la presencia de un plaguicida. La magnitud de la respuesta depende de la intensidad y
duracion del cambio en el factor medioambiental. Cada especie tiene una serie de zonas
fisioldgicas vitales con respecto a variaciones de cualquier factor medioambiental. El animal
generalmente funciona dentro de una zona éptima de equilibrio, mas alla de la cual tiene un
limite de compensacion ante los cambios que se producen en un factor medioambiental
determinado con objeto de mantener su equilibrio homeostatico. Mas alla de ese limite se
incrementa el gasto energético y se producen alteraciones, que seran reversibles o
irreversibles segun la magnitud y duracion de la variacion en el factor medioambiental
(Heath, 1995, Sindermann, 1996).

El estrés es un mecanismo de compensacion global (fisioldgico, bioquimico, morfoldgico y
comportamental) que el animal adopta en respuesta a un factor fisico o quimico que
constituye el agente estresante. Este agente estresante ejerce su accién a nivel
celular/molecular u orgénico/tisular o bien sobre el individuo en su totalidad. Cuando estos
agentes exceden la capacidad de los tejidos u 6rganos para compensar la situacion de estrés
puede sobrevenir la muerte del individuo (Sindermann, 1996).

12
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La respuesta primaria de estrés en mamiferos y también en peces ante el agente estresante,
constituye un aumento de la produccién y secrecion de las hormonas cortisol y catecolaminas.
Estas hormonas son las responsables de los efectos secundarios que se generan en los
diferentes drganos y que constituyen la respuesta secundaria de estrés. Entre las distintas
modificaciones fisiologicas que ocasionan cabe destacar: hiperglucemia y reduccion de las
reservas glucogénicas; aumento del &cido lactico; reduccion de proteinas musculares y
hepaticas; alteracion del metabolismo lipidico; alteracion de diferentes actividades
enzimaticas; alteracion del metabolismo hidrico con pérdida de electrolitos (hipocloremia) y
diuresis; estimulacion del ritmo cardiaco y aumento del flujo sanguineo a las branquias;
inmunodepresion con reduccion del nimero de leucocitos (leucopenia) y de las defensas en
general. La respuesta terciaria de estrés incluira cambios en el crecimiento y desarrollo, en la
reproduccion y la supervivencia de los individuos. Asi los estados de estrés prolongado
conducen a un estado de salud deficiente o precario de los animales que va en detrimento de
las poblaciones (Planas, 1993; Heath, 1995).

El estudio de esta respuesta inducida en los peces como consecuencia de la exposicion a
concentraciones subletales de un determinado plaguicida se utiliza como herramienta para
detectar el grado de estrés y sus consecuencias fisioldgicas. Los peces teledsteos son buenos
indicadores de la contaminacidn acudtica, su respuesta de estrés es bastante similar a la
encontrada en otros vertebrados incluyendo mamiferos; de esta forma, resulta facil encontrar
explicaciones comparables entre ambos grupos (Sindermann, 1996).

Peters y cols. (1980) en un estudio clasico realizado con la anguila europea (Anguilla
anguilla) investigaron como la variacion en los factores medioambientales, incluyendo la
contaminacion, provocaban una respuesta de estrés. Demostraron que al ser expuestas a
factores ambientales estresantes, las anguilas exhibian una sintomatologia clinica similar a la
observada en humanos bajo situaciones de estrés. Y bajo condiciones de estrés prolongado
algunas anguilas llegaban a sufrir extrema debilidad muriendo a las pocas semanas.

Los cambios bioquimicos, fisioldgicos e histoldgicos utilizados para estimar tanto la
exposicion a productos contaminantes como sus efectos resultantes los denominamos
biomarcadores (Mustafa, 1997).

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica presente
virtualmente en todos los tejidos del organismo que juega un papel importante en el ciclo
glucolitico. Es responsable de la regeneracion del NAD+ a partir del NADH, necesario para la
continuacion del ciclo glucolitico y la subsiguiente formacion de ATP, y por tanto crucial para
el normal desarrollo de las funciones celulares. Paralelamente, la LDH cataliza la reduccion
reversible del piruvato a lactato, cuando la cantidad de oxigeno disponible es limitada. En
condiciones fisioldgicamente normales, solamente una pequefia fraccion de la energia de la
glucosa se libera en la conversidn anaerobica hasta lactato ya que se puede obtener mucha
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mas energia de forma aerobica por la via del &cido citrico y la cadena de transporte
electronico (Everse y Kaplan, 1973; Vassault, 1983; Strayer, 1996). La actividad LDH
constituye un buen indicador de la capacidad anaerdbica de un tejido (Pelletier y cols., 1993).
Su estudio en Toxicologia y Bioquimica Clinica sirve también para diagnosticar lesiones
celulares, organicas y tisulares (Gupta y cols., 1991; Sing y Sharma, 1998).

Las enzimas aminotransferasas, alanina aminotransferasa (ALT) y aspartato
aminotransferasa (AST), también conocidas como glutamato piruvato transaminasa (GPT) y
glutamato oxalacetato transaminasa (GOT) respectivamente, catalizan la transferencia de un
grupo o-amino desde un o-aminoacido (alanina o aspartato) hasta el o-cetoglutarato,
permitiendo asi la degradacion de los aminoacidos que no son utilizados de inmediato para la
sintesis de proteinas y otras biomoléculas, utilizandose como combustible metabdlico, tras su
transaminacion, a través del ciclo de Krebs (Strayer, 1996). En general, una situacion de
estrés induce un aumento de los procesos de transaminacion. Este proceso es necesario para
hacer frente a la crisis energética debida el estrés (David y cols., 2004). Ademas, se utilizan
tradicionalmente en Clinica Humana y Veterinaria como herramientas de diagnostico para
determinar lesiones hepaticas. En condiciones normales, estas enzimas se encuentran en bajas
concentraciones en el plasma, pero si existen dafos en las células hepéticas, son vertidas a
sangre, detectdndose un incremento de estas actividades enzimaticas en el plasma. Las células
hepéaticas son particularmente ricas en aminotransferasas, debido a que constituyen el
principal 6rgano para la interconversion de nutrientes, aunque niveles elevados de ALT y
AST en plasma también pueden deberse a lesiones en otros tejidos (Heath, 1995).

La fosfatasa alcalina (ALP), enzima presente en todos los tejidos, estd involucrada en la
generacion de fdsforo inorganico necesario para la sintesis de ADN, fosfolipidos,
fosfoproteinas, nucleoproteinas, etc (Strayer, 1996). Esta enzima juega un importante papel en
el transporte activo de moléculas quimicas y nutrientes a través de las membranas celulares
mediante el proceso de fosforilacién de los carbohidratos y lipidos (Hugon y Bogers, 1966;
Triphati y Singh, 2003). En Toxicologia, el aumento de la actividad de esta enzima por la
exposicion a xenobioticos se asocia con lesiones en los tejidos y necrosis celular (Tripathi y
Sing, 2003).

La actividad enzimética y-glutamil transferasa (y-GT), también conocida como y-glutamil
transpeptidasa, es una enzima implicada en el transporte de glutation al interior de los tejidos.
El glutation, tripéptido presente en grandes cantidades practicamente en todos los organismos
aerobicos, interviene en varios fendmenos celulares de gran importancia, como la
destoxificacion de xenobidticos, eliminacion de radicales libres, modulacion de la funcion
inmune, expresion génica y sintesis de ADN (Meister y Anderson, 1983; Kretzschmar, 1996;
Sies, 1999). El glutation se sintetiza en el higado y se exporta hacia el torrente sanguineo
distribuyéndose a otros tejidos. Tiene transportadores especificos para exportarlo fuera de las
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células, pero no para transportarse dentro de éstas (Ookhtens y Kaplowitz, 1998). En la parte
externa de la membrana plasmatica se encuentra anclada la enzima y-GT, que es la Unica
proteasa capaz de degradar al glutation, sélo o conjugado, permitiendo asi la reabsorcién de
sus catabolitos del plasma, regenerandose éste nuevamente en el citosol. Esta enzima permite
pues, mantener unas altas concentraciones de glutation en los tejidos extrahepaticos
(Gallagher y Di Giulio, 1992). Se utiliza en Toxicologia como medida de la detoxificacion de
xenobidticos y de estrés oxidativo (Meister y Anderson, 1983; Almar y cols., 1998).

Debido a que los compuestos xenobioticos pueden afectar a la funcion de las enzimas, los
cambios en los niveles organicos de éstas tales como la ALP, las aminotransferasas ALT y
AST, la LDH y la y-GT son candidatos l6gicos para su uso como biomarcadores (Mayer y
cols., 1992).

En los mamiferos, el aumento de los niveles plasméaticos de glucosa y de la hormona
cortisol pueden ayudan a diagnosticar un estado de estrés general. Un aumento de los niveles
plasmaticos de lactato y de la enzima LDH se usan como medida del incremento del
metabolismo anaerobio, que junto con la merma de las reservas glucogénicas, proteinicas y
lipidicas reflejan la necesidad de obtencion de energia impuesta bajo condiciones de estrés. El
descenso de los niveles de albumina plasmatica, principal proteina sintetizada por el higado y
secretada posteriormente al torrente circulatorio, es indicativo de alteraciones en la funcion
hepética. La disfuncion de ciertas enzimas como la ALP que indican lesiones a nivel organico
o tisular, al igual que las actividades ALT y AST, que son empleadas, ademas, como medida
de la interconversion entre proteinas y carbohidratos, son alteradas durante una situacion de
estrés. La cuantificacion de moléculas y enzimas antioxidantes como el glutatién o la
actividad y-GT son indicativos de estrés oxidativo y de la activacion de rutas de
destoxificacion de productos xenobidticos. Todos estos parametros son también utilizables en
los peces para la cuantificacion de la respuesta de estrés, ademas de los indices érgano-
somaticos, que como el indice hepatosomatico (HSI), son considerados indicadores del estado
de salud en peces, y son a menudo empleados como indicadores de la exposicion a sustancias
contaminantes, o la retencion de liquido en tejidos u Organos que puede determinar
alteraciones en su capacidad osmorreguladora por exposicion a sustancias toxicas (Folmar,
1993; Rambabu y Rao, 1994; Heath, 1995; Borah y Yadav, 1996; De la Torre y cols., 1999;
Lohner y cols., 2001).

El empleo de biomarcadores posibilita por un lado, la deteccion temprana de la presencia
de niveles subletales de sustancias contaminantes liberadas al medio ambiente (tanto si son
conocidas como desconocidas) y por otro la determinacion del estado de salud de los
individuos de una poblacién acuatica. Esto permitiria tomar acciones preventivas que
remedien los problemas derivados de la contaminacion medioambiental.
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A este efecto, es conveniente realizar una busqueda y seguimiento de aquellos parametros
fisiologicos “alterados” o “afectados” durante la exposicion de los animales a un
contaminante, observando el grado de esta alteracion, su evolucion y/o la tendencia a
recuperar las caracteristicas registradas en los animales que no tuvieron contacto con el agente
estresante a lo largo de un periodo de permanencia en agua exenta del mismo que
denominamos fase de recuperacion, inmediatamente posterior a la fase de exposiciéon. Cada
vez existe mas interés por el estudio del grado de recuperacion de los valores iniciales en
diferentes parametros fisioldgicos/bioquimicos de los animales sometidos a un factor
estresante. La capacidad de los animales de recuperar su equilibrio homeostatico una vez
desaparecido el agente estresante del medio es importante para evaluar en qué medida los
individuos quedan afectados después de un episodio de contaminacién o exposicion a una
sustancia toxica, lo que repercutira en su posterior capacidad de supervivencia y éxito
reproductivo.
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OBJETIVOS

En el presente trabajo se pretenden alcanzar los siguientes objetivos:

1°, Evaluar la toxicidad aguda del herbicida propanil sobre la anguila europea Anguilla
anguilla determinando para ello su efecto sobre la mortalidad de los individuos.

20 Estudiar y comparar la respuesta secundaria de estrés inducida en la anguila bajo la
influencia de dos concentraciones subletales del herbicida propanil, mediante la medida de
los niveles de glucosa, glucdgeno, proteinas totales, lipidos y lactato en diferentes 6rganos y
tejidos.

3°. Determinar el grado de alteracion de la actividad de diferentes actividades
enzimaticas (Alanina y Aspartato aminotransferasas, Fosfatasa alcalina, Lactato
deshidrogenasa y y-Glutamil transferasa) en 6rganos y tejidos seleccionados de la anguila
como consecuencia de su exposicion al herbicida.

40, Determinar el impacto de la exposicion de las anguilas a concentraciones subletales
del herbicida propanil sobre el contenido calérico hepatico y muscular.

5°. Evaluar y comparar el estado de la funcion hepatica como consecuencia de la
exposicion de la anguila a las dos concentraciones subletales del herbicida propanil,
determinando para ello los niveles de albumina, proteinas totales y la actividad Aspartato
aminotransferasa plasmaticas, junto con las enzimas Alanina aminotransferasa, Fosfatasa
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alcalina, Lactato deshidrogenasa y y-Glutamil transferasa hepaticas, ademas del indice
hepatosomatico y del contenido hidrico en este drgano.

6°. Comparar el efecto generado por las diferentes concentraciones de herbicida y
tiempos de exposicién ensayados sobre cada uno de los parametros bioquimicos
seleccionados.

7°. Valorar la influencia del tiempo en la fase de recuperacion para la evaluacion y
prediccién de la recuperacién de los animales tras el impacto de el herbicida en los
diferentes parametros estudiados.
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Los materiales y métodos que se describen a continuacion siguen las recomendaciones de
la Organisation for Economic Co-operation and Development (O.E.C.D., 1998) para el
correcto manejo y mantenimiento de los animales asi como para el desarrollo de los diferentes
experimentos llevados a cabo.

3.1. ANIMALES EXPERIMENTALES

Los peces empleados en el presente trabajo pertenecen a la especie Anguilla anguilla
(Linneo), conocida cominmente como anguila europea.

Las anguilas procedieron del Parque Natural de la Albufera de Valencia y fueron
adquiridas en la Cofradia de Pescadores de EI Palmar. Inmediatamente tras su adquisicién se
transportaron al laboratorio en recipientes isotérmicos para garantizar unas condiciones
optimas de traslado (Ferrando, 1990).

Se trabajo con animales en su fase de vida dulceacuicola, de longitudes comprendidas entre
16-20 cm y pesos inferiores a 40 g, tratandose, por tanto, de individuos no diferenciados
sexualmente (Castello, 1993).

Se desecharon aquellos ejemplares que presentaban un aspecto irregular como presencia de
heridas, anomalias en la pigmentacion, sefiales de infeccién microbiana o flngica,... y
cualquier otra anomalia que pudiera apreciarse como indicativo de enfermedad.

Se utilizaron un total de 451 individuos repartidos como sigue: para los ensayos de
toxicidad aguda se emplearon 25 individuos en el ensayo preliminar y 210 individuos en el
ensayo definitivo, para los experimentos de fisiologia se emplearon 72 individuos en el
experimento control, 72 animales para el primer ensayo de toxicidad subletal y 72 individuos
para el segundo ensayo de toxicidad subletal.

3.1.1. MANTENIMIENTO Y ACLIMATACION

3.1.1.1. Condiciones de Laboratorio

Una vez en el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universitat de Valéncia, las anguilas se
mantuvieron en un tanque de cristal de 200 L de capacidad, provisto de un sistema cerrado de
circulacién de agua y capacitado con una bomba de filtrado fisico, a fin de conservar el agua
libre de particulas y materia organica en suspension (Ferrando, 1990; Sancho, 1996).

Para garantizar la saturacion de oxigeno en el agua se instalaron dos compresores de aire
(flujo 2 x 200 L/h), conectados mediante tubos de PVC a difusores terminales adheridos al
fondo del acuario.

La temperatura del agua se mantuvo constante a 22+0.5°C, temperatura éptima para el
correcto funcionamiento de la anguila A. anguilla (Lecompte-Finiger, 1981; Peters y Hong,

21



MATERIAL Y METODOS

1985). El fotoperiodo se mantuvo en un régimen de 12 h:12 h luz/oscuridad controlado
mediante un temporizador.

La duracion del periodo de aclimatacion fue de un minimo de 7 dias y un maximo de 8 dias
durante el cual las anguilas no fueron alimentadas (Van Waarde y cols., 1983; Ferrando,
1990; Sancho, 1996).

3.1.1.2. Propiedades del Medio Experimental

El agua utilizada tanto para el periodo de aclimatacion como para los distintos
experimentos procedié de la red local de suministro de Aguas Potables. Con objeto de
eliminar el exceso de cloro, el circuito se conectd 24 horas previas a la introduccion de los
animales.

Las propiedades fisico-quimicas del agua fueron:

pH: 7.0-7.8 (pH-metro marca Crison, modelo Digilab 517).

Alcalinidad: 3.5-4.5 mmol/L (kit de Aquamerck n°11109).

Clorinidad: <0.1mg/L, medida como cloro activo libre total (kit de Aquamerck n° 11157).

Dureza total: 180-300 mg/L de CaCO, que corresponde a un agua semidura segun la
clasificacion de Merck. Las valoraciones se hicieron mediante complexometria con titriplex
I1 (kit de Aquamerck n°8039).

Sélidos en suspension: <10 mg/L. Determinados por filtracion al vacio mediante un crisol
filtrante de la marca Duran, poro n°3 (diametro de poro 16-40 pum).

Conductividad: 1200 umhos (conductimetro Y.S.l. modelo 33).

Salinidad: 0.9 %o (conductimetro Y.S.l. modelo 33).

3.2. PLAGUICIDA ENSAYADO

El plaguicida utilizado en el presente trabajo fue el herbicida propanil (3°,4’-
dicloropropionanilida) como producto contaminante para la exposicion de las anguilas. No se
emplearon formulados sino que se trabaj6 con el producto técnico con un grado de pureza del
80%. Este compuesto presenta una elevada solubilidad en agua (225 mg/L, 25°C, Tomlin,
1997), por lo tanto no fue necesario el uso de ningun disolvente. El herbicida fue suministrado
por el Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA, Valencia, Espafia).

3.3. ESTUDIO DE TOXICIDAD

El estudio de la toxicidad del herbicida propanil en la anguila A. anguilla se llevo a cabo
siguiendo las directrices de la O.E.C.D. (1998).
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3.3.1. TOXICIDAD AGUDA

En los ensayos de toxicidad aguda se emplearon acuarios de cristal de 20 L de capacidad
con un volumen de 15 L de agua cada uno. Para garantizar un aporte de oxigeno suficiente se
instalaron compresores de aire conectados cada uno de ellos mediante un tubo de P.V.C con
un difusor terminal adosado al fondo del acuario. Estas condiciones se mantuvieron durante
24 h. Transcurrido este tiempo se introdujeron los peces y tras otro periodo de 24 h se
adiciond el herbicida.

Los estudios de toxicidad aguda se efectuaron bajo condiciones estaticas de exposicion al
plaguicida: se adiciond la cantidad deseada de herbicida al comienzo del ensayo (0 h) y no se
renové el medio durante las 96 h que duro la prueba.

Se instal6 un acuario con animales control (sélo con agua), en las mismas condiciones
experimentales exceptuando la adicién de herbicida.

Todos los acuarios fueron cubiertos con tapas de acero inoxidable convenientemente
perforadas para permitir una adecuada ventilacion, evitando de este modo la fuga de los
animales experimentales.

La temperatura del agua se mantuvo constante a 22+0.5°C. El fotoperiodo se mantuvo en
un régimen de 12 h:12 h luz/oscuridad controlado mediante un temporizador.

3.3.1.1. Ensayo Preliminar

Se realizaron una serie de pruebas previas con el objeto de acotar el rango de
concentraciones de propanil a utilizar en el ensayo de toxicidad aguda definitivo.

El rango de concentraciones utilizado en este ensayo fue seleccionado en base a los datos
bibliogréficos referidos para otras especies de peces. Las concentraciones empleadas fueron
de 10, 20, 40 y 50 mg/L, utilizdndose 5 anguilas por acuario.

3.3.1.2. Ensayo Definitivo

Una vez finalizada la experiencia preliminar y acotado el rango de concentraciones entre
20 y 50 mg/L, se iniciaron las pruebas definitivas de toxicidad aguda del herbicida propanil en
la especie objeto de estudio. Se seleccionaron 6 concentraciones de propanil: 20, 25, 30, 35,
45y 50 mg/L.

El nimero de peces utilizados por concentracion fue de 10. Se efectuaron tres réplicas del
ensayo. En todos los casos, se mantuvo un grupo control con 10 individuos. Cada 24 h de un
total de 96 h se revisaron los acuarios, contabilizando y retirando los animales muertos.
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3.3.2. TOXICIDAD SUBLETAL

Una vez determinada la Toxicidad Letal del herbicida propanil en la anguila, se inicio el
estudio de posibles alteraciones que concentraciones subletales de éste podian provocar en su
fisiologia. Se seleccionaron dos concentraciones subagudas: 1/10 y 1/50 de la CLs0-96 h. Para
ello se realizaron ensayos previos con concentraciones comprendidas entre 1/2 y 1/50. En los
casos en que se utilizaron concentraciones superiores a 1/10 de la CL50-96 h se produjo
mortalidad durante el tiempo del ensayo, por ello se opt6 por seleccionar 1/10 de la CL50-96 h
como la concentracion méas elevada a ensayar, y una 22 concentracion cinco veces inferior a la
primera: 1/50 de la CLs-96 h.

Se realizaron un total de 3 experimentos:

e 1% Experimento: Animales control (agua experimental exenta de propanil).

e 2°Experimento: Animales expuestos a 0.63 mg/L de propanil (1/50 de la CLsp-96 h).

e 3% Experimento: Animales expuestos a 3.16 mg/L de propanil (1/10 de la CLsp-96
h).

Todos ellos se llevaron a cabo exactamente bajo las mismas condiciones experimentales
mediante un sistema de flujo continuo, para lo cual se procedié a la instalacion de un sistema
continuo de circulacién de medio (Flow-Through System Test).

3.3.2.1. Calculos Teoricos Previos

Como paso previo al inicio de la fase experimental, se efectu6 un célculo tedrico del
tiempo estimado de duracion 6ptima de las fases que integran las experiencias: la fase de
exposicion de los animales al herbicida y la fase de recuperacién en agua circulante sin
toxico, siguiendo las recomendaciones de la O.E.C.D. (1998).

Para ello se utiliz6 el dato del coeficiente de particion octanol/agua (K,y) para el
herbicida propanil con valores de logKy,=3.3 (Tomlin, 1997) y logKy,=3.12 (1.P.C.S., 1999).

Se realiz6 una estimacion de la duracion 6ptima de la experiencia, tras el célculo de la
duracién de la fase de exposicion (u) y de la fase de recuperacion (2u) segun la férmula
(O.E.C.D., 1998):

1.6/K, <u < 3.0/K,

que comprende el 95% del estado de equilibrio, entendiendo como tal el estado en el cual la
cantidad de compuesto que esta siendo incorporado al organismo esta en equilibrio con la
concentracion del mismo en el agua, siendo K, tasa de eliminacion del compuesto desde el
organismo al medio.
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A partir de los datos citados previamente, se estimé el valor de la tasa de eliminacion
tedrica (denominada aqui K’;) mediante la ecuacion (O.E.C.D., 1998):
Log K’; =-0.414 log Koy +0.122
Sustituyendo el logKq, por 3.3 (Tomlin,1997) en la ecuacion, obtenemos el siguiente valor
para K’»:
K’; = 0.057 horas™

Volviendo a la primera ecuacion, si sustituimos en ésta K, por el dato estimado
tedricamente, denominado K’,, obtendremos la duracion optima de las fases de exposicion y
de recuperacion. Asi:

e Fase de exposicion:  28.08 h<u<52.64h
e Fase de recuperacion: 56.15 h < 2u <105.28 h

Realizando los mismos célculos para un valor de logK,,, =3.12 (1.P.C.S., 1999) obtenemos
los siguientes resultados:

e K’ =0.068 horas™
e Duracion optima de la fase de exposicién:  23.65h<u<44.78 h

e Duracién optima de la fase de recuperaciéon: 47.3 h <2u<89.55h

A partir de estos datos teéricos obtuvimos la siguiente informacion:

0.057 h’<K’>,<0.068 h*
23.65 h <u< 52.64 h

47.3 h <2u< 105.28 h

Estos calculos nos proporcionan una estimacion del tiempo minimo que seria suficiente
para garantizar que el sistema alcanza, con un 95% de probabilidad, el estado de equilibrio,
donde la tasa de incorporacion del producto al organismo estaria en equilibrio con su tasa de
eliminacion. No obstante, en estos célculos se consideran Unicamente las caracteristicas
fisicoquimicas del producto, sin tener en cuenta la especie biologica ensayada. En este sentido
habra que considerar que la especie empleada en este trabajo, Anguilla anguilla es un pez con
un alto contenido de tejido adiposo, tejido en el cual, como es sabido, se acumulan los
plaguicidas.
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A partir de los datos tedricos obtenidos se disefiaron los ensayos de toxicidad subletal
como sigue: el tiempo total de cada experiencia fue de 216 horas, repartidas en una primera
fase, la fase de exposicion a propanil, con una duracion de 72 horas, seguida de una fase de
recuperacion, en la cual los animales fueron transferidos a un medio exento del plaguicida y
mantenidos en estas condiciones durante un periodo adicional de 144 horas.

3.3.2.2. Diseno Experimental

3.3.2.2.1. Fase de Exposicion

En los experimentos con propanil, se prepar6 una solucion patron disolviendo el herbicida
en agua en un recipiente de vidrio &mbar cerrado con 4 L de agua. Se conectd éste a una
bomba peristaltica (GILSON Minipuls 3) mediante una pipeta de vidrio (1 mL de capacidad)
unida a un tubo de silicona (1 mm de didmetro interno), generando un flujo constante de la
solucion de 2.44 mL/min a una velocidad de 29.5 r.p.m. Esta solucion era vertida en un
recipiente adosado al borde del acuario donde se mezclaba con agua procedente de un
reservorio de agua en el que ésta era aireada hasta saturacion y suministrada a una velocidad
constante (250 mL/min), disolviendo la solucion patrén de plaguicida 104 veces. Finalmente,
la dilucidn con la concentracion de herbicida deseada era vertida por rebosamiento en un
acuario de vidrio de 200 L de capacidad provisto de 120 L de agua (Sancho, 1996) (figura 6).

El suministro de oxigeno estuvo garantizado por la colocacion de dos compresores (flujo
de aire 2 x 200 L/h) conectados a tubos de P.V.C unidos a dos difusores terminales adheridos
a la base del acuario.

En estas condiciones, el medio experimental se renové 3 veces/dia. Para garantizar su
estabilidad el sistema se conect6 48 h antes de introducir a los animales.

La temperatura del agua se mantuvo constante a 22+0.5°C. El fotoperiodo se mantuvo en
un régimen de 12 h:12 h luz/oscuridad controlado mediante un temporizador.

Tras 0, 2, 12, 24, 48, 56 y 72 h se extrajeron aleatoriamente 6 anguilas (a cada tiempo) del
acuario para la obtencion de muestras bioldgicas.

3.3.2.2.2. Fase de Recuperacion

En una segunda parte de los experimentos 30 anguilas previamente expuestas a propanil
durante 72 h (apartado 3.3.2.2.1) fueron transferidas a un acuario de cristal de 200 L de
capacidad, con agua circulante (250 mL/min) exenta de herbicida durante un periodo
adicional de 144 h. Tras 8, 24, 48, 96 y 144 h en estas condiciones 6 anguilas (a cada tiempo)
fueron extraidas al azar para la toma de muestras bioldgicas.
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Figura 6. Sistema de flujo continuo.

3.3.2.3. Seleccion y Obtencion de Muestras Biologicas

Inmediatamente tras la extraccion de las anguilas del medio experimental a cada tiempo de
muestreo, los animales fueron anestesiados con metilsulfonato de tricaina (MS222) en una
concentracion de 0.33 g/L de agua (Singh y cols., 1996) y pesados individualmente en una
balanza PRECISA 500M-2000C. Después se procedié a su diseccion y obtencién de los
distintos érganos y tejidos objeto de estudio sobre hielo picado y con la mayor brevedad
posible (Ferrando y Andreu, 1991a).

Las muestras bioldgicas seleccionadas fueron sangre, cerebro, higado, corazdn,
musculatura estriada y branquias.
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3.3.2.3.1. Sangre

Se colocd el animal anestesiado en posicion supina y se efectué una puncién intracardiaca
con jeringuillas tipo insulina heparinizadas (heparina sodica 5%) de 1 mL de capacidad. Se
anoto el volumen de sangre extraido e inmediatamente después se colocé en tubos Ependorf
(1.5 mL de capacidad) y se centrifugd a 2109 g durante 15 min a una T2 de 4°C en una
ultracentrifuga MICROFRIGER-BL P-SELECTA. Se recuper0 el plasma y se mantuvo en
congelacion a —24°C hasta su posterior analisis (Holmberg y cols, 1972). El plasma se utilizd
para la determinacion de su contenido en glucosa, lactato, proteinas totales, albumina,
triglicéridos, colesterol y para la determinacion de las actividades enzimaticas aspartato
aminotransferasa y fosfatasa alcalina.

3.3.2.3.2. Cerebro

Tras la obtencién del plasma, se colocé el animal en posicion dorso-ventral y sujetando la
cabeza con unas pinzas dentadas se seccioné ésta y se separd mediante un corte con tijeras a
nivel cervical. Posteriormente, mediante pinzas dentadas y tijeras se abrid la caja craneal,
quedando la masa cerebral al descubierto, que se extrajo con la ayuda de unas pinzas finas
curvas y se depositdé en una placa Petri sobre hielo picado. Se determind el contenido en
glucosa, lactato, proteinas totales, y se determinaron las actividades enzimaticas fosfatasa
alcalina y lactato deshidrogenasa.

3.3.2.3.3. Higado

Manteniendo el cuerpo del animal en posicién supina, se practicoé un corte longitudinal de
la pared abdominal desde el ano hasta un punto medio en el eje imaginario entre las aletas
pectorales, con ayuda de pinzas dentadas vy tijeras finas. Una vez abierto el abdomen se
procedio a seccionar el intestino mediante un corte con tijeras seguido de una suave traccion,
separando a continuacion la vesicula biliar y liberando el higado mediante un corte con tijeras
y preservandolo en una placa Petri sobre hielo picado. Se determiné el contenido en glucosa,
glucdgeno, lactato, proteinas totales, triglicéridos y colesterol, asi como las actividades
enzimaticas alanina aminotransferasa, fosfatasa alcalina, lactato deshidrogenasa y y-glutamil
transferasa. Se calculé ademas el indice hepatosomatico, el contenido calérico y el contenido
hidrico.

3.3.2.3.4. Corazon

Se procedié a la incision y apertura del saco pericardico para proceder a la extraccion del
organo cardiaco mediante un corte con tijeras finas. Se colocé inmediatamente en una placa
Petri sobre hielo picado. Se procedio a la determinacion del contenido en glucosa, lactato,
proteinas totales y de las actividades enzimaticas alanina aminotransferasa y y-glutamil
transferasa.

28



MATERIAL Y METODOS

3.3.2.3.5. Musculatura esquelética

Con ayuda de pinzas Y tijeras se separd una porcion de musculo de la region abdominal
inmediatamente posterior a las aletas pectorales. A la porcion de musculatura seccionada se la
liberd de piel y grasa adheridos y se colocé en una placa Petri sobre hielo picado.

Se practico una incision a nivel de cada opérculo desde una posicion posterior hacia una
posicion anterior de la mandibula inferior con la ayuda de pinzas dentadas y tijeras y se
procedié a la ablacion del paquete muscular que separa ambas cavidades branquiales
(musculatura hipobranquial) que se liberd de los restos de piel y grasa adheridos y se coloco
en una placa Petri sobre hielo picado. Se determin6 el contenido en glucosa, glucdgeno,
lactato, proteinas totales, triglicéridos y colesterol y las actividades enziméticas alanina
aminotransferasa, fosfatasa alcalina, lactato deshidrogenasa y y-glutamil transferasa. Se
reservé una porcion de musculo para la cuantificacion del contenido calérico y del contenido
hidrico.

3.3.2.3.6. Branquias

Una vez visualizadas las branquias se procedié a su separacion de ambas cavidades
branquiales mediante incision y corte con tijeras puntiagudas rectas y se colocaron sobre una
placa Petri sobre hielo picado. Se determind el contenido en lactato y proteinas totales y se
midieron las actividades enziméticas fosfatasa alcalina y lactato deshidrogenasa, ademas del
contenido hidrico.

Todas las muestras fueron pesadas en fresco en una balanza de precision COBOS-precision
A-220-CSl y colocadas en frascos de vidrio etiquetados para su mantenimiento a —24°C hasta
su posterior andlisis bioquimico / enzimatico.

3.4. PROCEDIMIENTO ANALITICO

Para proceder al andlisis bioguimico de las diferentes muestras bioldgicas, cada muestra de
tejido humedo fue homogenizada individualmente en tampon fosfato 0.1 M (pH 7.2, T<4°C)
en una proporciéon de 20 mg de tejido himedo: 1 mL de tampén (Lockhart y Metner, 1979).
Tras la centrifugacion de los homogenados (1666 g, 10 min, 4°C) se empled el sobrenadante
para la determinacion de los diferentes parametros bioquimicos. Las muestras de plasma, por
su parte, fueron empleadas directamente para la cuantificacién de metabolitos y enzimas.

3.4.1. APARATOS Y ACCESORIOS

Los anélisis se realizaron utilizando el autoanalizador bioquimico Coulter Chemistry
Profile Analizer (C.P.A.; Coulter Scientific, Margency, Francia) (figura 7).
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Este aparato dispone de tres bandejas independientes: una con capacidad para 32 muestras
y 16 posiciones para calibradores y controles de calibracion, una segunda bandeja para los
reactivos provista de 8 posiciones distintas y una tercera denominada “bandeja de reaccion”
constituida por 64 cubetas de PVC agrupadas de 8 en 8. En esta tercera bandeja se ubican una
lampara de luz halogena, filtros para las diferentes longitudes de onda y un lector de
absorbancia.

03 0 97250 5100 5.2

Figura 7. Autoanalizador bioguimico CPA.

El autoazalizador esta provisto de un brazo robético controlado mediante un
microprocesador interno, capaz de pipetear una determinada cantidad previamente
programada de muestra y de reactivos. Para ello dispone de dos jeringas Hamilton de 50 y 500
pL con las que aspira muestra y reactivo respectivamente, mezclandolos a continuacién en
una cubeta de la bandeja de reaccion.

Todas las medidas se llevaron a cabo a 37°C, temperatura de incubacion por defecto del
autoanalizador.

Los detalles de la programacion para los diferentes métodos empleados para la
determinacion paramétrica en el autoanalizador estan resumidos en las tablas 2-13.
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3.4.2. PROTOCOLOS DE ANALISIS

3.4.2.1. Metodologia Analitica para la Determinacion de Metabolitos.

En la tabla 1 se resumen los métodos analiticos empleados para la determinacion de los
diferentes metabolitos asi como las muestras bioldgicas en los que fueron estudiados. Todos
los analisis se realizaron mediante metodologia espectrofotométrica y en todos ellos se
procedié al empleo de kits comerciales por su disponibilidad, facil manejo y fiabilidad en la
obtencion de los resultados. Los kits fueron suministrados por la casa comercial Spinreact,
S.A. (Espafia). La Unica excepcion fue la cuantificacion de glucogeno, que fue analizado con

reactivos preparados en el propio laboratorio.

Tabla 1. Tabla resumen de los métodos analiticos empleados en la determinacion de los diferentes

metabolitos y muestras bioldgicas analizadas.

Doumas y cols.

Verde Bromocresol Plasma
(1971)
CHOD (Colesterol Oxidasa) / i
( . id ) Trinder (1969) Plasma, higado,
PAP (4-Aminoantipirina) musculo
. Plasma, higado,
GOD (Glucosa Oxidasa) / PAP i }
) o Trinder (1969) musculo, cerebro,
(4-Aminoantipirina) )
corazon
. Plasma, higado,
Lactacto Oxidasa-PAP (4- .
Gau (1984) musculo, cerebro,

aminoantipirina)

corazon, branquia

Reaccion de Biuret (sales de
cobre en medio alcalino)

Weichselbaum
(1946)

Plasma, higado,
musculo, cerebro,
corazon, branquia

GPO (Glicerol 3 fosfato
Oxidasa) / PAP (4-
Aminoantipirina)

Fossatti y Prencipe
(1982)

Plasma, higado,
musculo

Método de la Antrona

Seifter y cols.
(1950)

Higado, musculo
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3.4.2.1.1. Albumina

La albumina fue determinada en muestras de plasma, segun la metodologia indicada por
Doumas y cols. (1971) (tabla 1).

El fundamento del método consiste en una prueba colorimétrica en la que la aloumina se
combina con el verde de bromocresol a pH 4.2 produciéndose un cambio de color del
indicador, de amarillo verdoso a verde azulado. La concentracion final fue expresada en g/100
mL de plasma.

Los detalles de programacion del método para la determinacion de la albdmina en el
autoanalizador (CPA) vienen expuestos en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de la albimina plasmaética en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 630 Nnm
Volumen muestra 4 ulL
Volumen reactivo 400 pL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Punto final
Primera lectura Absorbancia del blanco
Ultima lectura 98 segundos
Numero de calibradores 5
Unidades

e Plasma /100 mL
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3.4.2.1.2. Colesterol

Los niveles de colesterol en muestras de plasma, higado y musculatura estriada de las
anguilas experimentales se determind segun la metodologia indicada por Trinder (1969) (tabla
1). Los detalles de programacion del método para la determinacion del colesterol en el
autoanalizador vienen expuestos en la tabla 3.

El fundamento bioquimico del método es el siguiente: la enzima Colesterol Esterasa (CHE)
hidroliza los ésteres de colesterol presentes en la muestra dando colesterol libre y acidos
grasos; una posterior oxidacion enzimatica mediante la Colesterol Oxidasa (COD) da lugar a
la formacién de H,0, y colesterona. EI H,O, se valora por la reaccion de Trinder, mediante
un cromogeno, fenol y 4-Aminoantipirina, en presencia de la enzima Peroxidasa (POD),
formando una quinonimina cuya coloracion es proporcional a la concentracion de colesterol
en la muestra.

CHE ,
Esteres colesterol + H2LO ——— Colesterol + Acidos grasos

Colesterol + O2 &) 4 - Colesterona + Hz20:2
H202 + Fenol + 4 - Aminoantipirina ﬂ) Quinonimina + H20

La concentracion final se expres6 como mg/100 mL en el plasma y como mg/g de peso
himedo en las muestras de tejido.

Tabla 3. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de colesterol en la anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 500 nm
Volumen muestra 3puL
Volumen reactivo 300 pL

Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Punto final

Primera lectura

Ultima lectura

Absorbancia del blanco

293 segundos

Numero de calibradores 5
Unidades
e Plasma mg/100 mL
e Higado, masculo mg/g
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3.4.2.1.3. Glucosa

La determinacién de glucosa se efectué en muestras de plasma, higado, musculo estriado,
cerebro y corazén mediante el método de Trinder (1969) (tabla 1) segun las siguientes
reacciones:

D . , .
Glucosa + O2+ H20 L Acido Glucénico + H20:2

2H202 + Fenol + 4 - Aminofenaz ona ﬂ) Quinona + 4H20

La Glucosa Oxidasa (GOD) cataliza la oxidacion de la glucosa a acido glucénico. El
peréxido de hidrogeno (H20,) producido se detecta mediante un aceptor cromogénico de
oxigeno, la fenol-aminofenazona, en presencia de la enzima Peroxidasa (POD). La intensidad
del color formado es proporcional a la concentracion de glucosa presente en la muestra.

La concentracion final se expres6 como mg/100 mL en el plasma y como mg/g de peso
himedo en las muestras de tejido.

Los detalles de programacion del método para la determinacién de la glucosa en el

autoanalizador vienen expuestos en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de los niveles de glucosa en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 500 nm
Volumen muestra 3uL
Volumen reactivo 250 pL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Sustrato inicial
Primera lectura 38 segundos
Ultima lectura 114 segundos
Numero de calibradores 5
Unidades

e Plasma mg/100 mL

e Higado, musculo, cerebro, corazén mg/g
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3.4.2.1.4. Lactato

Se efectud la determinacion de los niveles de lactato en muestras de plasma, higado,
musculatura estriada, cerebro, corazon y branquia de las anguilas, siguiendo la metodologia
de Gau (1984) (tabla 1). Los detalles de programacion del método para la determinacion del
lactato en el autoanalizador vienen expuestos en la tabla 5.

El fundamento del método es el siguiente: el lactato es oxidado por la Lactato Oxidasa
(LO) a piruvato y peroxido de hidrogeno, el cual en presencia de Peroxidasa (POD), 4-
aminofenazona (4-AF) y 4-clorofenol forma un compuesto rosaceo, que sera proporcional a la
concentracion de lactato en la muestra.

L -Lactato + O2 +H20 i) Piruvato + H20:2

POD

2H202 + 4-Clorofenol +4-AF ——— > Quinona + H20

La concentracién final se expresé como mg/100 mL en el plasma y como mg/g de peso
himedo en las muestras de tejido.

Tabla 5. Condiciones de programacion del CPA para la determinacién de lactato en la anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 500 nm
Volumen muestra 3uL
Volumen reactivo 300 pL

Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Punto final

Primera lectura

Absorbancia del blanco

Ultima lectura 293 segundos
Numero de calibradores 5
Unidades

e Plasma mg/100 mL

e Higado, musculo, cerebro, coraz6n, mg/g

branquia
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3.4.2.1.5. Proteinas Totales

La determinacién de los niveles de proteinas totales se efectu6 en muestras de plasma,
higado, musculatura estriada, cerebro, corazon y branquia de las anguilas siguiendo el método
de Weichselbaum (1946) (tabla 1). Los detalles de programacion del método en el
autoanalizador vienen expuestos en la tabla 6.

El fundamento del método se basa en que los grupos —CO-NH- de las cadenas peptidicas,
en presencia de una solucion de sales cupricas que contienen el reactivo tartrato (Reactivo de
Biuret), desarrollan una reaccion color azul violaceo en medio alcalino.

Las unidades finales fueron expresadas en g/100 mL en el plasma y en mg/g de peso
himedo en las muestras de tejido.

Tabla 6. Condiciones de programacién del CPA para la determinacion de proteinas totales en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 550 nm
Volumen muestra 5uL
Volumen reactivo 250 pL

Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Punto final

Primera lectura

Ultima lectura

Absorbancia del blanco

158 segundos

Numero de calibradores 5
Unidades
e Plasma g/100 mL
e Higado, musculo, cerebro, corazé6n, mgl/g

branquia
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3.4.2.1.6. Triglicéridos

Se determind el contenido de triglicéridos en muestras de plasma, higado y musculatura
estriada de las anguilas procedentes de los diferentes experimentos, segun el método de
Fossatti y Prencipe (1982) (tabla 1). Los detalles de programacion del método para la
determinacion de triglicéridos en el autoanalizador vienen expuestos en la tabla 7.

El fundamento del método se basa en que los triglicéridos son hidrolizados
enzimaticamente por la enzima Lipoprotein Lipasa (LPL) a glicerol, el cual, mediante la
accion de las enzimas Glicerol Quinasa (GK) y Glicerol Peroxidasa (GPO), libera el peréxido
de hidrogeno que se valora mediante la reaccion de Trinder, de acuerdo a las siguientes
reacciones:

o LPL . .
Triglicéridos + H.O ——— Glicerol + Acidos grasos

Glicerol + ATP i> Glicerol - 3 - fosfato + ADP

Glicerol -3-P + O2 ﬂ) Dihidroxiacetona -P + H20:2

. POD .
H202 + p - Clorofenol + 4 - Aminofenaz ona L) Quinona + H20

Las unidades finales fueron expresadas en mg/100 mL en el plasma y en mg/g de peso
himedo en las muestras de tejido seleccionadas.

Tabla 7. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de triglicéridos en la anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 500 nm
Volumen muestra 3puL
Volumen reactivo 300 pL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Punto final
Primera lectura Absorbancia del blanco
Ultima lectura 293 segundos
Numero de calibradores 5
Unidades

e Plasma mg/100 mL

e Higado, masculo mg/g
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3.4.2.1.7. Glucogeno

Para la determinacion de los niveles de glucogeno en muestras de higado y musculo
estriado se recurrio al método de la Antrona de Seifter y cols. (1950).

El primer paso consistié en la homogeneizacion de la muestra (0.2-0.5 g de tejido) con 0.5
mL de KOH al 60% y 1 mL de KOH al 30 %o. Los homogeneizados se incubaron a 100°C
durante 30 minutos en un bafio SELECTA PRECISTERM, permitiendo asi la digestion de la
muestra por el hidroxido. A continuacion se enfriaron durante 5 minutos en agua corriente y
posteriormente se afiadieron 4 mL de etanol al 80 % (-20°C), lo que detuvo la digestion. Se
agitaron las muestras y se permitié la precipitacion del glucogeno manteniéndose en reposo
nocturno a —24°C para garantizar una precipitacion total.

Una vez pasado este tiempo, se procedié a la centrifugacion de las muestras (937 g, 20
min), eliminandose el sobrenadante y resuspendiendo el precipitado en agua destilada.

Se tomaron 0.25 mL de esta solucion y se les adicioné 1.75 mL de Reactivo de Antrona
(solucion de Antrona al 0.05 % en &cido sulfurico al 72 %). Se introdujo la mezcla en el bafio
Maria a 100°C durante 15 minutos. Durante este tiempo el &cido sulfdrico hidrolizé el
glucdégeno en sus monomeros constituyentes, los cuales reaccionaron con la Antrona
origindndose un compuesto de color verdoso.

Tras enfriar las muestras, se procedid a la lectura de su absorbancia en el
espectrofotometro, a una longitud de onda de 620 nm frente a un blanco de agua destilada y
reactivo de antrona.

La concentracion de glucdgeno en las muestras se determiné mediante una curva patron de
glucosa, que relaciona la concentracién de glucosa frente a la absorbancia. A partir de ésta, se
obtuvo una recta de regresion, y = a+bx, donde y representa la absorbancia y x la
concentracion en ng/g de glucosa. Una vez sustituidos los valores de la absorbancia de cada
muestra en la recta de regresion y ajustados los datos por el volumen muestral inicial y
corregidos por el peso de la muestra, se obtuvieron los correspondientes valores de
concentracion de glucégeno expresados finalmente en mg/g de tejido himedo.
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3.4.2.2. Metodologia Analitica para las Determinaciones Enzimaticas.

Antes de proceder a la seleccion de las enzimas objeto de estudio, se efectud un barrido
previo de todas las enzimas relacionadas en la tabla 8 en todos los oOrganos y tejidos
seleccionados asi como en el plasma de la anguila. No en todos los casos se obtuvo actividad
0 ésta no resultd interpretable, seleccionando finalmente las actividades enzimaticas en
aquellas muestras en las que se obtuvieron unos resultados coherentes.

Los meétodos analiticos empleados asi como las muestras bioldgicas en las que se
determind cada enzima estan reflejados en la tabla 8. Todos los andlisis se realizaron mediante
métodos espectrofotométricos con kits comerciales suministrados por la casa Spinreact S.A.
(Espafia).

Tabla 8. Tabla resumen de los métodos analiticos empleados en la determinacion de enzimas y
muestras biolégicas analizadas.

a-cetoglutarato/L - Bergmeyer y Higado, musculo,
alanina cols. (1978) corazén
a-cetoglutarato/L - Bergmeyer y
Plasma
aspartato cols. (1978)

Plasma, higado,

p-nitrofenilfosfato Wenger (1984) musculo, cerebro,
branquia
L-y-glutamil-3- Higado, musculo,
S - Szasz (1969) i
carboxi-p-nitroanilida corazon

Higado, musculo,

Piruvato Vassault (1983) | corepro, branquia

39



MATERIAL Y METODOS

3.4.2.2.1. Alanina Aminotranferasa (ALT/GPT)

La actividad enzimatica ALT se estudié en muestras de tejido hepatico, cardiaco y en la
musculatura estriada de la anguila segun el método de Bergmeyer y cols. (1978) (tabla 8).
Esta actividad también se determino en el plasma, si bien no se obtuvo sefial. Los detalles de
programacion del método para la determinacién de la ALT en el autoanalizador vienen
expuestos en la tabla 9.

El fundamento del método es el siguiente: la enzima ALT cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con formacién de glutamato y
piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en presencia de lactato deshidrogenasa
(LDH) y NADH:

. ALT .
o - Cetoglutar ato + L - Alanina ——— > L - Glutamato + Piruvato

Pirnvato + NADH + HY — 27 5 | actato +NAD™

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT en la muestra
ensayada. La actividad enzimética ALT final fue expresada en umol/min/g en los diferentes
tejidos.

Tabla 9. Condiciones de programacion del CPA para la determinaciéon de la enzima ALT en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 340 nm
Volumen muestra 20 pL
Volumen reactivo 250 uL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Cinético
Direccién de lareaccion Decreciente
Primera lectura 68 segundos
Numero de lecturas 5
Intervalo 45 segundos
Coeficiente calibracion -2143
Unidades

e Higado, musculo, corazén umol/min/g
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3.4.2.2.2. Aspartato Aminotranferasa (AST/GOT)

Como se observa en la tabla 8, la determinacion de la actividad enziméatica AST se realiz
en el plasma de los animales experimentales, siguiendo el método de Bergmeyer y cols.
(1978). Si bien esta actividad se tratd de determinar en los mismos tejidos en los que se
estudio la actividad ALT, solo se obtuvo sefial en el plasma de las anguilas. Los detalles de
programacion del método para la determinacion de la AST en el autoanalizador vienen
expuestos en la tabla 10.

El fundamento del método es el siguiente: la enzima AST cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino del aspartato al o-cetoglutarato con formacion de glutamato y
oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a malato en presencia de malato
deshidrogenasa (MDH) y NADH:

AST
o - Cetoglutarato + Aspartato—— > L - Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + HY — P Valato + NADY

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de AST en la muestra
ensayada. La actividad enzimética AST final fue expresada en pmol/min/mL de plasma.

Tabla 10. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de la enzima AST en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 340 nm
Volumen muestra 20 pL
Volumen reactivo 250 uL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Cinético
Direccién de lareaccion Decreciente
Primera lectura 68 segundos
Numero de lecturas 5
Intervalo 45 segundos
Coeficiente calibracién -2143
Unidades

e Plasma umol/min/mL
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3.4.2.2.3. Fosfatasa Alcalina (ALP)

Se realizd un seguimiento de esta actividad enzimatica en el plasma, higado, musculo
esquelético, cerebro y branquia de la anguila segun la metodologia de Wenger (1984) (tabla
8). Los detalles de programacion del método para la determinacion de la actividad ALP en el
autoanalizador vienen expuestos en la tabla 11.

El fundamento del método se basa en que la enzima ALP cataliza la hidrdlisis del p-
nitrofenilfosfato en medio alcalino (pH 10.4) liberando p-nitrofenol y fosfato, segun la
siguiente reaccion:

p - Nitrofenil fosfato ALP > p-Nitrofenol + Fosfato

La velocidad de formacion del P-nitrofenol, determinado fotométricamente, es
proporcional a la concentracion catalitica de ALP en la muestra ensayada.

La actividad enzimatica ALP final fue expresada en nmol/min/mL en el plasma y en

umol/min/g en los tejidos.

Tabla 11. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de la enzima ALP en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 405 nm
Volumen muestra 5uL
Volumen reactivo 250 pL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Cinético
Direccién de lareaccién Creciente
Primera lectura 38 segundos
Numero de lecturas 5
Intervalo 45 segundos
Coeficiente calibracion 2772
Unidades
e Plasma nmol/min/mL
e Higado, musculo, cerebro, branquia  umol/min/g
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3.4.2.2.4. y - Glutamil Transferasa (y-GT)

Se realizé un seguimiento de la actividad y-GT en el higado, en la musculatura estriada y
en el corazon de la anguila segun la metodologia de Szasz (1969) (tabla 8).

El fundamento del método se basa en que la actividad y-GT cataliza la transferencia de un
grupo y-glutamilo de la y-glutamil-p-nitroanilida al dipéptido aceptor glicilglicina, de acuerdo
a la siguiente reaccion:

L - y- Glutamil - 3 - carboxi - 4 - nitroanilida + Glicilglicina r-GT

L - y- Glutamil - glicilglicina + Acido 5 -amino - 2 - nitrobenzoico

La velocidad de formacién del acido 5-amino-2-nitrobenzoico, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de y-GT en la muestra
ensayada.

Los detalles de programacion del método para la determinacion de la actividad y-GT en el
autoanalizador vienen expuestos en la tabla 12.

La actividad enzimatica y-GT final fue expresada en pmol/min/g en todos los casos.

Tabla 12. Condiciones de programacién del CPA para la determinacion de la actividad y-GT en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 405 nm
Volumen muestra 20 pL
Volumen reactivo 250 uL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Cinético
Direccién de lareaccion Creciente
Primera lectura 38 segundos
Numero de lecturas 5
Intervalo 30 segundos
Coeficiente calibracién 1467
Unidades

e Higado, musculo, corazén umol/min/g
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3.4.2.2.5. Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La actividad LDH se estudié en el higado, musculo, cerebro y branquia de la anguila segun
el método de Vassault (1983) (tabla 8). Los detalles de programacion del método para la
determinacion de la actividad LDH en el autoanalizador vienen expuestos en la tabla 13.

El fundamento del método se basa en que la actividad LDH cataliza la reduccion del
piruvato en presencia de NADH, de acuerdo a la siguiente reaccion:

Pirnvato + NADH +HT —P | actato +NAD™

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de LDH en la muestra
ensayada.

La actividad enzimatica LDH final fue expresada en umol/min/g en todos los casos.

Tabla 13. Condiciones de programacion del CPA para la determinacion de la enzima LDH en la
anguila.

Temperatura 37°C
Longitud de onda 340 nm
Volumen muestra 8 uL
Volumen reactivo 250 pL
Tipo de reaccion Modo basico
Tipo de calculo Cinético
Direccion de la reaccién Decreciente
Primera lectura 23 segundos
Numero de lecturas 5
Intervalo 45 segundos
Coeficiente calibracion -5119
Unidades

e Higado, musculo, cerebro, branquia umol/min/g
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3.4.3. CONTENIDO CALORICO

Se procedio al calculo del contenido caldrico, expresado como calorias/g de tejido himedo,
en higado y musculatura estriada. Para ello se calculo el valor de energia fisiolégicamente
disponible en higado / musculo de los peces a partir de los carbohidratos, grasas y proteinas,
asumiendo 4.10 cal/mg para glucdégeno, 4.80 cal/mg para proteinas y 9.45 cal/mg para lipidos
(Brett y Groves, 1979).

3.4.4. INDICE HEPATOSOMATICO ( HSI )

A partir de los datos referentes al peso himedo de los individuos y de sus correspondientes
organos hepaticos, se procedié al calculo del indice hepatosomatico como la relacion
porcentual entre el peso humedo (en gramos) del higado frente al peso (en kilogramos) del
organismo, con objeto de observar posibles variaciones de esta relacion, indicativas de
lesiones por exposicion al herbicida. Un aumento del indice supondria un aumento del tamafio
hepatico inducido por la presencia del herbicida. Alteraciones en esta relacion serian
indicativas de posibles lesiones en el tejido hepatico debido a la exposicién a sustancias
toxicas, resultando un facil y rapido biomarcador de la intoxicacion por la presencia de
xenobidticos en el medio (Heath, 1995).

3.4.5. CONTENIDO HIDRICO

Las variaciones del contenido hidrico tisular podrian estar relacionadas con alteraciones de
la capacidad osmorreguladora en los tejidos de los peces expuestos a diferentes sustancias
toxicas. La determinacion del contenido en agua tisular resulta técnicamente sencilla,
mostrando una gran estabilidad en los resultados obtenidos, lo cual avala su utilizacion como
método rapido y sencillo para el estudio preliminar de los efectos causados por la intoxicacion
con sustancias contaminantes liberadas al medio ambiente (Heath, 1995). La cuantificacion
del contenido en agua se efectud en muestras de musculo esquelético, hepéticas y branquiales,
gue una vez disectadas se pesaron en fresco y a continuacién se colocaron en una estufa
(105°C durante 72 h) tras lo cual se procedié nuevamente a su pesaje (Wedemeyer and
McLeay, 1981; Heath, 1984).

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

3.5.1. TOXICIDAD AGUDA

Para la evaluacion de los resultados en los experimentos de toxicidad aguda se calcularon
los porcentajes de mortalidad cada 24 h para cada concentracion de plaguicida ensayada. A
partir de estos resultados, se calculd la concentracion letal 50 (CLsp) a las 24, 48, 72 'y 96 h de
exposicion, utilizandose un programa informatico basado en el Método de Litchfield y
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Wilcoxon (1948). Se calculd la CLsp media y su intervalo de confianza con una probabilidad
del 95% para cada tiempo.

3.5.2. TOXICIDAD SUBLETAL

Los datos referentes a la toxicidad subletal se procesaron con el programa estadistico
SPSS+. Para la evaluacion del grado de significacion de los resultados obtenidos en los
experimentos realizados se recurrio al andlisis de la Varianza (ANOVA). Cuando el analisis
de la varianza dio valores para la “F” de Snedecor superiores a los tabulados (probabilidad
p=0.05) se efectud una estimacion del grado de significacion de la diferencia entre los valores
medios de las correspondientes series con el Test de Duncan, aceptando como valores
significativos los superiores a los tabulados para una probabilidad p<0.05.
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4. RESULTADOS
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4.1. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA

4.1.1. ENSAYO PRELIMINAR

Los resultados del presente estudio referentes a la mortalidad acumulada en la anguila A.
anguilla durante la prueba preliminar en el ensayo de toxicidad del herbicida propanil se
muestran en la tabla 14. Los resultados preliminares mostraron que la concentracion de 10
mg/L de propanil no produjo mortalidad en los animales objeto de estudio durante 96 h de
exposicion. Por otro lado, la concentracion de 50 mg/L provoco un 100% de mortalidad de los
animales experimentales ya a las 72 h de exposicion en estas condiciones.

Tabla 14. Mortalidad acumulada (n°® muertos/total animales expuestos) en la anguila A. anguilla
provocada por diferentes concentraciones de propanil a lo largo del tiempo de exposicion.

Tiempo de Exposicion

Propanil
(mg/L)
24h 48h 72h 96h
10 0/5 0/5 0/5 0/5
20 0/5 1/5 1/5 2/5
40 1/5 1/5 2/5 4/5
50 4/5 4/5 5/5 5/5

4.1.2. ENSAYO DEFINITIVO DE TOXICIDAD AGUDA

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo preliminar (tabla 14) se seleccionaron 6
concentraciones de propanil, comprendidas entre 20 mg/L y 50 mg/L (concentracion que
provocO una mortalidad del 100% a las 96 h en el ensayo preliminar). Las concentraciones
seleccionadas fueron: 20, 25, 30, 35, 45 y 50 mg/L. Los resultados de mortalidad acumulada
obtenidos en el ensayo definitivo de toxicidad aguda aparecen reflejados en la tabla 15.
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Tabla 15. Mortalidad acumulada (n°® muertos/total animales expuestos) en la anguila A. anguilla
provocada por diferentes concentraciones de propanil en condiciones experimentales.

Tiempo de Exposicion

Propanil
(mg/L)

24h 48h 72h 96h
20 0/30 0/30 2/30 2/30
25 0/30 0/30 2/30 4/30
30 0/30 2/30 8/30 15/30
35 1/30 7/30 12/30 20/30
45 15/30 21/30 23/30 27/30
50 16/30 22/30 25/30 28/30

En la figura 8 se ilustran graficamente los porcentajes de mortalidad acumulada registrados
cada 24 h a lo largo del periodo de exposicion para cada concentracion de propanil ensayada.
Tal y como se desprende de los resultados obtenidos, a las 24 h no se registré mortalidad en
las anguilas sometidas a aquellas concentraciones de plaguicida inferiores a 35 mg/L (20, 25y
30 mg/L), incluso se observé que en aquellas expuestas a 35 mg/L el porcentaje de mortalidad
resulté muy bajo (3.33%), mientras que con 45 y 50 mg/L de propanil la mortalidad
acumulada a las 24 h fue ya del 50%. Las concentraciones de 20 y 25 mg/L provocaron unos
porcentajes de mortalidad muy bajos durante todo el experimento, de hecho no se registro
mortalidad hasta las 72 h del inicio del ensayo, con un 6.67 % en ambos casos, que aumento
hasta un 13.33% en el ensayo con 25 mg/L al finalizar el mismo (96 h). En los ensayos
realizados con las dos concentraciones de herbicida intermedias (30 y 35 mg/L) se observo un
aumento progresivo en los porcentajes de mortalidad a partir de las 24 h de exposicion de los
animales, de forma que a las 96 h alcanzaron valores del 50 y del 66.67% respectivamente. En
los ensayos con 45 y 50 mg/L, tal y como se observa en la figura 8, se obtuvieron unos
resultados muy similares durante todo el ensayo (r = 0.99), observandose una elevada
mortalidad ya desde las 24 h (50%), que aumentd hasta casi un 100% de mortalidad a las 96
h.
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Figura 8. Porcentajes acumulados de mortalidad provocada por las distintas concentraciones de
propanil en la anguila tras 24, 48, 72 'y 96 h de exposicion aguda en condiciones experimentales.
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A partir de los resultados obtenidos en los experimentos de toxicidad aguda se determind la
concentracion letal cincuenta (CLso) del propanil en A. anguilla a las 24, 48, 72 'y 96 h. Los
datos aparecen reflejados en la tabla 16 junto con sus limites de confianza para una
probabilidad del 95%. Tal y como puede observarse, la CLsy decrece conforme se incrementa
el periodo de exposicion a propanil, lo cual seria indicativo de un aumento de la toxicidad del
propanil en la anguila a medida que aumenta el tiempo de exposicién al mismo.

A partir de los resultados experimentales, se pudieron determinar la NOEC (No Observed
Effect Concentration), o concentracion maxima de la sustancia ensayada que no produjo
mortalidad durante el ensayo, asi como la LOEC (Lowest Observed Effect Concentration), o
concentracion mas baja que produjo mortalidad durante el ensayo. En la tabla 16 se recogen
los valores de NOEC y de LOEC para los diferentes tiempos de exposicion. Tal y como cabria
esperar (y al igual que sucedié con la CLsgp), tanto la LOEC como la NOEC decrecen a
medida que aumenta el tiempo de exposicién de las anguilas al herbicida. Asi, la NOEC a las
24 h fue de 30 mg/L, mientras que a las 48 h su valor fue de 25 mg/L. A tiempos de
exposicion superiores no fue posible determinar la NOEC a partir de los datos del ensayo
definitivo de toxicidad aguda, puesto que se observé mortalidad en todas las concentraciones
ensayadas a partir de 72 h. En cuanto a la concentracion mas baja que si produjo mortalidad
(LOEC) a las 24 h fue de 35 mg/L, descendiendo a 30 mg/L 24 h mas tarde. Tras 72 'y 96 h de
exposicion la LOEC fue de 20 mg/L.

Es posible observar graficamente la evolucion de la CLsg asi como los valores de la NOEC
y la LOEC a cada tiempo de exposicion en la figura 9, donde se representan en el eje de
coordenadas los porcentajes de mortalidad acumulada a cada tiempo de exposicién provocada
por cada una de las concentraciones de propanil ensayadas (representadas en el eje de
abcisas).

Tabla 16. CLs, (mg/L) de propanil para la anguila europea, Anguilla anguilla, Intervalos de confianza
(I.C.), NOEC y LOEC a diferentes tiempos de exposicion.

Tiempo de Exposicion

24h 48h 72h 96h
Clso 45.32 41.34 36.43 31.55
(1.C.95%) (43.84-52.26) (38.99-44.56) (33.94-39.53) (29.51-33.50)
NOEC 30 mg/L 25 mg/L
LOEC 35 mg/L 30 mg/L 20 mg/L 20 mg/L
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Figura 9. Porcentajes acumulados de mortalidad a las 24, 48, 72 y 96 h de exposicién de la anguila
europea a distintas concentraciones de propanil.
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4.2. ESTUDIO DE LOS PARAMETROS FISIOLOGICOS

4.2.1. EXPERIMENTO CONTROL

Para determinar el efecto del herbicida propanil en anguilas procedentes de una poblacién
“salvaje” en condiciones de laboratorio, en primer lugar se efectué un analisis previo del
estado de una submuestra de dicha poblacién. En concreto, un grupo de anguilas denominado
Control, se evalu6 durante un tiempo determinado (9 dias), con objeto de conocer su estado
fisiologico y efectuar un analisis de los parametros bioquimicos y enzimologicos que,
posteriormente, se emplearian como biomarcadores de la exposicion de la anguila al herbicida
propanil. De este modo, cualquier alteracion observable en las anguilas tratadas podria ser
atribuida al agente estresante, en este caso el herbicida propanil.

4.2.1.1. Metabolitos

Los resultados obtenidos en el presente trabajo relativos a los metabolitos estudiados en los
diferentes drganos Y tejidos de las anguilas procedentes del experimento control se muestran
en la tablas 17-24. En las figuras 10-15, 18-23, 31-36, 43-45, 48, 49, 53-55 se representan
graficamente estos mismos resultados como porcentajes en relacion a sus respectivos valores
alasOh.

Tal y como se refleja en los resultados, el manejo y mantenimiento de los animales en agua
experimental durante 9 dias en condiciones de laboratorio no afectd a los niveles de los
metabolitos estudiados en las muestras bioldgicas obtenidas de las anguilas del experimento
control, los cuales mostraron uniformidad a lo largo de la experiencia, puesto que no se
observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las diferentes medidas tomadas a lo largo
del tiempo para cada pardmetro estudiado, tal y como evidenci6 el anélisis estadistico de los
resultados (apdo. 8: ANOVA, anexo estadistica).

Asi, los niveles de glucosa detectados en el plasma (tabla 17, figura 10) oscilaron entre
55.49-76.17 mg/100 mL a lo largo de las 216 h de experimento, con un valor medio de 68.34
mg/100 mL. De entre los tejidos en los que se determind este metabolito, es en el higado
(tabla 18, figura 18) donde se registraron los niveles de glucosa mas elevados, con un valor
medio de 10.93 mg/g, seguido del corazon, donde los valores oscilaron entre 1.68-1.92 mg/g
(tabla 24, figura 53). En el musculo esquelético se registraron valores medios inferiores (0.45
mg/g) (tabla 20, figura 31) y mas proximos a los determinados en el cerebro, que oscilaron
entre 0.31-0.35 mg/g (tabla 22, figura 43).

Los niveles plasmaticos de lactato (tabla 17) fueron del orden de 9 veces inferiores a los
de glucosa, de manera que se determinaron valores medios de 7.16 mg/100 mL, que oscilaron
entre 6.13-8.36 mg/100 mL a lo largo del experimento, tal y como se refleja tambien en la
figura 11. En cuanto al resto de tejidos analizados, los niveles de lactato registrados fueron
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bastante homogéneos; asi, en el corazon los niveles medios fueron de 1.85 mg/g (tabla 24,
figura 54), muy parecidos a los determinados en el masculo esquelético, de 1.78 mg/g (tabla
20, figura 32) y en el cerebro, con 1.57 mg/g (tabla 22, figura 44); valores ligeramente
inferiores fueron determinados en el higado, con 1.07 mg/g (tabla 18, figura 19), y por
ultimo, los niveles de lactato branquiales oscilaron entre 0.45-0.50 mg/g (tabla 23, figura
48).

Las reservas de glucogeno se determinaron en muestras de tejido hepatico y muscular,
observandose importantes diferencias en cuanto a los niveles en cada tejido. Asi, en el
higado, los niveles de glucdgeno oscilaron entre 230.03-241.80 mg/g (tabla 18, figura 20),
que resultaron ser hasta 43 veces superiores a los determinados en la musculatura
esquelética, donde el valor medio fue de 5.46 mg/g (tabla 20, figura 33), lo que evidencia la
importancia del higado como reservorio de carbohidratos en la anguila.

Tal y como puede verse en la tabla 17 y figura 12, los niveles de proteinas totales
plasmaticas registrados durante el experimento control adoptaron valores muy uniformes,
entre 3.90-4.24 g/100 mL, con una media de 4.07 g/100 mL. Ademas de en el plasma, las
proteinas totales se determinaron en todos los 6rganos disectados, de los cuales, en los que se
registr6 un mayor contenido proteico fueron, en orden decreciente: higado > musculo
esquelético > corazon > cerebro > branquia. Asi, los niveles medios determinados en el
higado (tabla 18, figura 21) fueron de 320 mg/g, lo que supone un valor 1.2 veces superior al
detectado en el muasculo esquelético (270.9 mg/g) (tabla 20, figura 34), 2.9 veces superior al
registrado en el corazén (tabla 24, figura 55), con 110.9 mg/g, 5 veces superior al
determinado en el cerebro (63.6 mg/g) y 5.6 veces superior al observado en la branquia
(56.9 mg/g) (tabla 23, figura 49).

En cuanto a la albumina plasmatica (tabla 17, figura 13), se registraron valores
comprendidos entre 2.41-2.62 g/100 mL, con una media de 2.51 ¢/100 mL. La relacion
albumina/proteinas totales plasmaticas oscil6 entre 0.57 y 0.67 (media de 0.62) a lo largo de
la experiencia.

Los niveles de colesterol plasmatico determinados se situaron entre 230.62-248.70
mg/100 mL a lo largo de los 9 dias de observacion, como se refleja en tabla 17 y figura 14.
También se determind este metabolito en muestras de higado y mdsculo esquelético: en el
higado sus niveles oscilaron entre 9.26-10.81 mg/g (tabla 18, figura 22), valores que
resultaron 2.8 veces superiores a los determinados en el musculo esquelético, con unos
valores medios de colesterol de 3.71 mg/g (tabla 20, figura 35).

Tal y como queda reflejado en la tabla 17, los niveles de triglicéridos plasmaticos fueron
comparables a los del colesterol plasmatico, con unos valores medios de 226.85 mg/100 mL
(figura 15). Esta reserva lipidica también fue determinada en los tejidos hepatico y muscular.
En el higado los niveles de triglicéridos medidos estuvieron comprendidos entre 27.44-31.38
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mg/g (tabla 18, figura 23), niveles que descendieron a una media de 16.26 mg/g en el caso del
musculo (tabla 20, figura 36).

4.2.1.2. Enzimas

Las diferentes actividades enzimaéticas estudiadas en los érganos y tejidos de las anguilas
del experimento control no se vieron alteradas por las condiciones experimentales, del
laboratorio o la manipulacion de los animales, tal y como se observa en las tablas 17-24. Asi,
para cada actividad enzimatica se observé homogeneidad a lo largo del tiempo, de modo que
efectivamente el analisis de la varianza no mostré la existencia de diferencias significativas
(p>0.05) entre las medidas tomadas a los distintos tiempos del experimento en ninguna de las
actividades enzimaticas estudiadas (apdo. 8: ANOVA, anexo estadistica).

La enzima alanina aminotransferasa (ALT) pudo ser estudiada en muestras de higado,
musculo esquelético y corazon. Tal y como se observa en la tabla 19, esta actividad
enzimatica adopt6 valores entre 6.29-8.00 umol/min/g en el tejido hepético (figura 24),
tejido en el que se observd la méxima actividad, de manera que ésta supuso 3.8 veces la
actividad registrada en el corazon, donde oscil6 entre 1.74-2.02 pmol/min/g (tabla 23, figura
56), y 8.6 veces la actividad en el musculo esquelético, donde los valores medios fueron de
0.83 umol/min/g (tabla 21, figura 37).

Respecto a la actividad aspartato aminotransferasa (AST) sélo se pudo estudiar en el
plasma de las anguilas control (tal y como previamente se coment6 en Material y Métodos),
mostrandose sus valores muy uniformes a lo largo de las 216 h que duré la experiencia, tal y
como se observa en la figura 16, con un valor medio de 0.23 umol/min/mL (tabla 17).

La actividad fosfatasa alcalina (ALP) fue determinada en muestras de plasma, higado,
musculo esquelético, cerebro y branquia. En el plasma (figura 17), mostr6 una actividad
media de 43.49 nmol/min/mL, como se refleja en la tabla 17. En cuanto a los tejidos, la
maxima actividad se observd en el cerebro, con valores entre 1.74 y 2.02 pmol/min/g (tabla
22, figura 46), seguido del higado, con una actividad media de 1.28 pumol/min/g (tabla 19,
figura 25). En las branquias, se determinaron valores comprendidos entre 0.33-0.37
umol/min/g (tabla 23, figura 50), mientras que en el musculo esquelético la actividad media
fue de 0.11 umol/min/g (tabla 21, figura 38).

En cuanto a la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) se determind en muestras de
higado, musculo esquelético, cerebro y branquia. Los maximos valores de actividad se
registraron en el musculo, seguido del higado, cerebro y branquia. Asi, en el musculo
esquelético esta actividad alcanzo un valor medio de 104.94 umol/min/g (tabla 20, figura 39),
y de 24.89-28.68 umol/min/g en el higado (tabla 19, figura 26). En el cerebro, los valores
estuvieron comprendidos entre 16.76-21.93 umol/min/g (tabla 22, figura 47), mayores que en
las branquias, con una actividad media de 12.73 umol/min/g (tabla 23, figura 51).
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La actividad y-glutamil transferasa (y-GT) en el higado oscilo entre 1.14-1.30
pmol/min/g (tabla 19 y figura 27). Esta enzima también se determino en muestras de musculo
esquelético y cardiaco: en el musculo esquelético la actividad variéo entre 0.12-0.14
umol/min/g (tabla 21, figura 40), valores comparables a los determinados en muestras de
musculo cardiaco, donde se obtuvo una actividad y-GT media ligeramente inferior, de 0.12
umol/min/g (tabla 24, figura 57).

4.2.1.3. Contenido Calorico (CC)

En la tablas 19 y 21 aparecen los valores correspondientes al contenido caldrico
determinado en el higado y en la musculatura esquelética de anguilas procedentes del
experimento control. En las figuras 28 y 41 se ilustran graficamente estos resultados como
porcentajes en relacion a sus respectivos valores a las 0 h. La permanencia de los animales en
agua durante 216 h en condiciones de laboratorio no produjo alteraciones significativas
(p>0.05) entre los distintos valores de contenido calérico tomados a lo largo del tiempo, tal y
como demostro el analisis de la varianza (ANOVA, anexo 8.2, tabla 2.11; anexo 8.3, tabla
3.11).

En el higado (tabla 19, figura 28) la reserva energética fisioldgicamente disponible alcanz6
un valor medio de 2881 cal/g, comprendido entre 2733-3002 cal/g, y que represento
practicamente el doble de las reservas energéticas almacenadas en la musculatura
esquelética, con 1510 cal/g de contenido calérico medio y que oscilaron entre 1424.6-1589.9
cal/g a lo largo de la experiencia (tabla 21, figura 41).

4.2.1.4. Indice Hepatosomdtico (HSI)

Tampoco durante la permanencia de las anguilas en condiciones control se registraron
diferencias significativas (p>0.05) a lo largo del tiempo en lo que al indice hepatosomaético
se refiere (tabla 19, figura 29), tal y como revel6 el analisis de la varianza correspondiente
(ANOVA, anexo 8.2: tabla 2.12). Asi, este indice se mantuvo uniforme a lo largo del
experimento, tal y como se observa en la figura 29, donde se representa como porcentaje
respecto al valor a las 0 h. Durante toda la experiencia los valores del HSI estuvieron
comprendidos entre 13.9-14.8, tal y como se refleja a su vez en la tabla 19.

4.2.1.5. Contenido Hidrico (CH)

Los valores del contenido hidrico estudiado en muestras procedentes de higado, musculo
esquelético y branquias de la anguila aparecen expuestos en las tablas 19, 21 y 23,
respectivamente. Como cabria esperar, ni la ubicacién de los animales en agua experimental
durante 9 dias, ni tampoco la anestesia ni la manipulacion de los animales para la obtencion
de las muestras bioldgicas, alteraron el equilibrio hidrico normal en estos tejidos (figuras 30,
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42 y 52), tal y como demostro el andlisis estadistico de los resultados (ANOVA (p>0.05),
anexo 8.2, tabla 2.13; anexo 8.3, tabla 3.11; anexo 8.5, tabla 5.5).

El muasculo esquelético (figura 42) presentd un elevado contenido hidrico, con unos
valores comprendidos entre 0.33-0.43, tal y como puede observarse en la tabla 21, y que
resultaron del orden de 3 veces el volumen hidrico contenido en el higado o en la branquia.
Asi, en el higado el contenido hidrico medio fue de 0.12 (tabla 19, figura 30), similar al
volumen hidrico branquial, con un valor medio a su vez de 0.12 (tabla 23, figura 52).
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4.2.2. TOXICIDAD SUBLETAL
4.2.2.1. Plasma: Metabolitos

4.2.2.1.1. Glucosa

Los resultados obtenidos en el presente trabajo relativos a los niveles de glucosa (mg/100
mL) en el plasma de las anguilas expuestas a las dos concentraciones subletales de propanil
ensayadas (0.63 y 3.16 mg/L) aparecen reflejados en las tablas 25 y 26. En la figura 10 se
ilustran graficamente estos resultados como porcentajes respecto al valor inicial (0 h) para
cada uno de los experimentos.

Se registrd un claro aumento del contenido de glucosa en el plasma de las anguilas
procedentes de ambos tratamientos con propanil, estadisticamente significativo (p<0.05)
desde las primeras horas de exposicion. Ademas, las diferencias observadas se mantuvieron
tanto en la fase de exposicion como en la de recuperacion en los dos experimentos con el
herbicida.

En el experimento con 0.63 mg/L, ya a las 2 h de contacto con el herbicida los niveles
glucidicos registrados fueron un 107% superiores a los tomados como control (0 h), y
aumentaron hasta un 146% 10 h maés tarde (a las 12 h). Esta hiperglucemia se mantuvo
durante toda la fase de exposicion con valores superiores al 100%, registrandose el maximo
aumento a las 72 h, con un 158% sobre el valor inicial. Después de transferir los animales a
un medio exento de propanil, se observé una progresiva tendencia a la recuperacion de los
niveles iniciales, aunque al finalizar el experimento aln se detectaron valores un 63%
superiores a los registrados a las 0 h.

Al igual que lo observado en el experimento con 0.63 mg/L, en el experimento con la
concentracion mas elevada de herbicida (3.16 mg/L), se observaron niveles elevados de
glucosa plasmatica desde el primer tiempo de medida (2 h), que fueron un 160% superiores al
valor inicial. Aungue se observaron importantes oscilaciones en cuanto al contenido glucidico
plasmatico durante la fase de contacto con el propanil, los niveles se mantuvieron siempre por
encima respecto al nivel a las 0 h. EI méaximo valor se alcanzd ya a las 48 h de exposicion,
con un aumento del 227% con respecto al valor a las 0 h, mayor que el alcanzado en el
experimento anterior. Esta hiperglucemia se mantuvo incluso una vez transferidos los
animales a un medio carente de herbicida (fase de recuperacion), de hecho durante las
primeras 24 h en estas condiciones los niveles de glucosa detectados fueron muy elevados, un
210% superiores al valor control. A partir de las 48 h en esta fase (120 h) se observé una
tendencia al restablecimiento de los niveles de partida, no obstante adn fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) al finalizar la experiencia.

66



RESULTADOS

BB SFFEElR
oL 0FLED
B BEFEZDEE
Z0LVFLLLOE
59 0RF T
ZrOHERE
SEEHEDE
LZB0LFISTR

SBELIFEEPY L EFEE LD
SEDOFEFD B0 050
BTEPTLEBEE  HLTPLFROBLE
LTISTOETF  +SEEFIESRE
SHEOTEL L LB 5L
SZYOFEEE 06 0TS T
CUEFIEFE 05 FFSGE
SUTHGO0EL L0006 ETL

G e

9 5F9E 05

0ELLFLF DS lRFELF LD dTw
ZL 0¥z 0 ZLOFEZ0 FLOFEED FLOFHED 1%
SSEVEFEE0EE WJASFRILESE  JOFBSVEENEE SS00SHE0GEE SOOIMADINDIEL
WS BEFEE ELE 9 SYFESSEZ - e WL PTG AoHILSTIOD
0L 0FSF T FOFTET S50FET PSOFEET YNIWOETY
OF 0+96E E0+9EE PEO+EL T EQDFEO Y SYN|FLOND
B L ERIERL «SF CHEPGE B0 EHELBE £ GHLEEE OL¥1o%
BEOLFEFGE BYGFF00 L BEFFUEELL EELIFLIBLL YESOOIMD

891

Lo

296

og

(seaoH) ucisriadnasay ep aseq

+00EF5E LY <£LIFELES SBEOTLL PO =5 [FR8ED 0L G+ LF d4T
oo oS0 S£0° 0TS BOOFZE 0 SO0FLZ0 (A fs ] r=w
GEBSTEE LLE  WZGEH0WLE  WZLBYRRELE  WSOTER0LE0E BODLFORBL soomwaonoiml
SFCETODEFE  SBS0SFEDGOE  LBUUSTLLIBIE  SOGEWGEEULE  JEQEWESDUE 1oHIALSTIOD
SO ) ST 0L L ¥l OFEE L ST 0TI L BTOFIS 2 YHIAOETY
9 0H0E T S OE T IEOFE T #36 0FB0°E BFOFRF ¥ SvN|ILOH
EGVFOE LE 290 FFIA9E BY GO CE WY FFLEDE LE LFE0DL OLWLIW]

S pLFRY 201
8r

65 B L+Z0 20 )
re

85 LEFT PZL

Lk

B LFE V0L

ZYGer0s

WEOIND

(seaqoH) uoisisodxy ap aseqy

YINSY1d

gy et =) Ep1og Yy ap oyEcy opam N uperadnoed souseed ey A (reedosd ap g S coop) e wasedio ep ap

ofime] of © vy poepnime o op ewsed @ us CToyumgen) JTY & CTORUem ) (5 SN spepianee se) op A (g (/S sopupordog g S
fosEps TTmpolE sumgE oo E) sepmon ssupeesd Trung [Su) ecmpep Trogn /@) somF op opuEmes PP H T SHpoN sasoEs E

67



RESULTADOS

D EFHEEE «EF EFEr 85 LB LFOL LY «£F EFEE 9 WSETFEYLL dT

L0+ F 0 SOOFIED #S0OFED BOOFELD H0OFRLD 1%

A52 O5+EL 908 I IGHBYBET DOGERISELE ST EORTLTEE 0L TEH0BEE SOOIHIADINDIE L
95 EFIZ 8T HLEEFFEIELY GBI FPLFFEEBE LB LEFLPGOF  SBSGLFHFTEE ACHILSTIOD
S5 0FLEE SEOFLEE GBS 0FEZE SE0FN0E FOOFERT WMINWOETY
ST 0Er Y 65 0+Er 250+50F LrO+56E G5 0+LF T SYNELOHd
SBYEFLLLE BT VFOFBE S EFGIGE ¥ EFEBE +5LEFREES OLv1ow
« L0V GHL B0 L sl GRELE0L 20T+ 02 L 06 G L HETIL 0L FLHE 5L WSOIND

291 0ZL 96 og

(seioH) uoiseisadnoey op 8sE4
LY ETEERE LB [FrE00 +OF FFEE 05 W9l LFER LS ZE P0G EE EFIFLO0F B0 L ¥AY 5E d1v
el L'O*LE 0 W0 0H090 B0 IHED B0 0+ED SOOFEED W0 0HED LODFLED 18v
(L9 BFFESBYE B SYREBLE  WB0EEFRLFIE SOTIFOEBEE  WSZGOFESBEC L0 LSFELLPE OZGLFEGSEL  sodwaoroiul
JOTCHEEFIE RJODSFLIGEE LS€TLEFLGUGE SPLLFFO00EE SPDBERLIEGE L06MEFIEDEE PEEWOIE  JowalsIod

SE TGS T 08 06| M- «BE #5580 o5 0*EF'L WL 0L E BLOFELT WMIMOE T

ST 0FLLE ST 0FESE S OFEFE ¥ 0FE9 T S O0FSLE £ 0FEEE SE0FEF SWN|3LOH

BT [F6LEY £FSTETE S IFLETY $£5HT5LLS B85 ZF00F $ZB GV LE FEOF0E 0L OLvLlow
HBEBLFLELFL 5B LLFESTEL »ZL BLFSZBOL L£IBFIE 0L »95 SFIE 86 BT BFELBEL LS GFRT LG WSOoIMD

g re ZL

(sedopH) uoioisodxy ap eseq

YINSY1d

G e-el =) EpTovg Ry ap o orpo tn wa wpe Exdnson sorgeod ef £ reedosd ap w1 e opoEedcae] op
adm] of B ppnfue p qmane e op emseEd 0w (OO JTY A (TIREN0) [ Seag D Sopepanse 8] op A& (TS sopugeqEm g S )
[emEaes (T /F) summgE T sEe samosd (g Fu) amoep TugoEe) escon? ap opremos [9p H{l T SOMOW saoEs E

68



RESULTADOS

GLUCOSA PLASMA
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Figura 10. Niveles de glucosa plasmatica (% vs. 0 horas) en la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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El analisis de la varianza (ANOVA), mostré la existencia de diferencias significativas
(p<0.0001) entre los distintos valores para este parametro en cada uno de experimentos con
propanil (anexo 8.1: tabla 1.1). El posterior test de Duncan revelo la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) entre todos los valores determinados a partir de las 2 h y el valor
control, con lo que podemos indicar la existencia de hiperglucemia en las anguilas (p<0.05)
durante ambas experiencias (anexo 8.1: figuras 1.1y 1.2).

4.2.2.1.2. Lactato

Los niveles de lactato plasmatico (mg/100 mL) determinados en los animales expuestos al
plaguicida, se muestran en las tablas 25 y 26 y en la figura 11 se ilustran graficamente como
porcentajes respecto al valor inicial (0 h).

Durante la exposicion a ambas concentraciones de propanil el contenido de lactato en el
plasma aumentd significativamente (p<0.05) respecto a los valores a las 0 h ya desde las 2 h
de tratamiento, este aumento se prolongé durante todo el tiempo que dur6 cada experimento
con el herbicida (figura 11). Esta hiperlactemia observada resulté ser funcién lineal de la
concentracion de propanil empleada (r=0.91, tabla 27), observandose un predecible mayor
efecto con la concentracién mas elevada.

En las anguilas expuestas a 0.63 mg/L el aumento de los niveles de lactato plasmatico fue
del 160% ya en el primer tiempo de medida (2 h), y aumentd hasta un 253% a las 12 h de
exposicion. ElI maximo valor se registro a las 48 h de exposicion (270% sobre los valores
control) de modo que no se registraron valores inferiores al 245% sobre el valor inicial entre
las 12-72 h de exposicion. Una vez desaparecido el agente toxico del medio, se observo una
tendencia paulatina a la recuperacion, aunque sin alcanzar los niveles de partida tras seis dias
de permanencia en esas condiciones (p<0.05).

En las anguilas tratadas con una concentracion de propanil 5 veces superior a la anterior
(3.16 mg/L), se registr6 una mayor hiperlactemia durante todo el experimento: ya desde las 2
h hubo un aumento de los niveles de lactato del 246 % respecto al valor de referencia. Este
aumento aun fue mayor en el siguiente tiempo de medida (270% a las 12 h) y alcanzé el
maximo valor a las 24 h, con un 373% vs. control. Los niveles registrados al finalizar esta 12
fase (72 h) fueron asimismo muy elevados, un 360% sobre O h. Tras 8 h en agua exenta de
propanil una vez ya en la 22 fase del experimento, se registré el méximo valor, a partir del
cual los niveles tendieron progresivamente a disminuir. A diferencia de lo que ocurria en el
experimento anterior no se logro la recuperacion de los niveles normales una vez finalizado el
ensayo.

El andlisis de la varianza (anexo 8.1, tabla 1.2) demostro la existencia de diferencias
significativas (p<0.0001) entre los distintos valores en cada uno de los experimentos. El test
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Figura 11. Niveles de lactato plasmatico (% vs. 0 horas) en la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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de Duncan evidencid la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de
lactato a las O h y el determinado a todos los demas tiempos (anexo 8.1, figuras 1.3y 1.4).

4.2.2.1.3. Proteinas Totales

En las tablas 25 y 26 aparecen representados en g/100 mL los resultados obtenidos para los
valores plasmaticos de proteinas totales. Tal y como se refleja también en la figura 12, se
observé un descenso del contenido proteico en el plasma de las anguilas durante la exposicion
a este herbicida. En efecto, se observé que los niveles de proteinas totales plasmaticas
disminuyeron en las anguilas expuestas al herbicida propanil durante el tiempo que dur6 la
fase de exposicién (72 h), de modo que independientemente de la concentracion ensayada, los
animales presentaron diferencias significativas (p<0.05) con los valores iniciales (0 h) a los
diferentes tiempos de medida.

En el experimento con 0.63 mg/L de propanil, se detectd un descenso de las proteinas
totales del 31% respecto al valor inicial ya a las 2 h de contacto con el herbicida. Este
descenso se mantuvo homogéneo durante el periodo comprendido entre las 2-56 h de
exposicién, con porcentajes de descenso entre el 31-37%, e inferior (del 25%) a las 72 h de
esta primera fase. De hecho no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre los
diferentes valores tomados durante toda la fase de exposicion (entre las 2-72 h), lo cual
indicaria que la hipoproteinemia provocada desde los primeros momentos de contacto de las
anguilas con el propanil se mantuvo homogénea durante toda esta 12 fase. A partir de 8 h en
medio sin herbicida no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) frente a los valores
control de los valores de proteinas totales en el plasma de las anguilas, por lo tanto se observo
una clara recuperacion de los mismos.

También la exposicion de los animales a 3.16 mg/L de propanil provoc6 una disminucion
del contenido proteico en el plasma de los animales desde el primer tiempo de medida
(descenso del 27% a las 2 h). Estos niveles descendieron progresivamente hasta las 24 h,
momento en el que se registrd el méximo descenso, del 41% respecto al valor control. A partir
de este momento los porcentajes de descenso oscilaron entre el 23% y el 17% (48-72 h). La
transferencia a un medio libre de plaguicida permitié a los animales restaurar rapidamente los
niveles normales de proteinas totales en el plasma ya desde el primer tiempo de medida en
estas condiciones (80 h).

El analisis de la varianza (ANOVA, anexo 8.1, tabla 1.3) revel0 la existencia de diferencias
significativas (p<0.0001) entre los distintos valores determinados en cada experimento y el
valor control. Un andlisis estadistico posterior con el test de Duncan evidencio la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles de proteinas totales tomados a las 0 h y los
determinados entre las 2-72 h (fase de exposicion) tanto en el tratamiento con 0.63 mg/L
como en el de 3.16 mg/L (anexo 8.1, figuras 1.5y 1.6).
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Figura 12. Niveles de proteinas totales (% vs. 0 horas) en el plasma de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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4.2.2.1.4. Albumina

En las tablas 25 y 26 se indican los valores correspondientes a los niveles de albimina
plasmatica, en g/100 mL. Como puede verse ademas en la figura 13, se observo un descenso
estadisticamente significativo (p<0.05) ya desde las primeras horas de exposicion en los
animales procedentes de ambos ensayos con propanil y en funcion lineal a la concentracion de
propanil empleada, con un coeficiente de correlacion entre ambas experiencias de r=0.92
(tabla 27).

Asi, en los animales expuestos a 0.63 mg/L se produjo un descenso medio de la albdmina
plasmatica del 50%, que se mantuvo relativamente uniforme a lo largo del periodo de
exposicion, puesto que no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes
valores tomados a lo largo de la fase de exposicion al propanil, concretamente entre las 2-56
h. Tras su transferencia a agua limpia (fase de recuperacion), los animales recuperaron los
niveles iniciales, tal y como evidencié el anélisis estadistico de los resultados (anexo 8.1:
ANOVA (p<0.0001), tabla 1.4; test de Duncan (p<0.05), figura 1.7).

En el experimento con la concentracion de propanil méas elevada, se registrd asimismo un
descenso desde las 2 h de exposicion (20%). El contenido de albdmina en el plasma decrecio6
progresivamente hasta las 24 h, donde se registrd el minimo valor, que supuso un descenso de
los niveles de albdmina del 68%. Una vez en la fase de recuperacion se restablecieron los
niveles de albumina iniciales, no observandose diferencias significativas (p>0.05) entre el
valor a las 0 h y los comprendidos entre las 80 y las 216 h del experimento (anexo 8.1:
ANOVA (p<0.0001), tabla 1.4; test de Duncan (p<0.05), figura 1.8).

El andlisis de la correlacion lineal entre las alteraciones observadas en la albdmina
plasmética y las observadas en las proteinas totales del plasma debido a la presencia de
propanil en el medio, revel6 la existencia de una relacién lineal directa, tal y como evidencian
las rectas de regresion lineal calculadas entre ambos pardmetros para cada concentracion
ensayada (r=0.86 y r=0.91 para 0.63 mg/L y 3.16 mg/L respectivamente) (tabla 28).

4.2.2.1.5. Colesterol

Se observé un aumento de los niveles de colesterol plasmatico (mg/100 mL) desde
primeras horas de contacto de las anguilas con el propanil (tablas 25 y 26, figura 14). El
analisis estadistico de los resultados (anexo 8.1, tabla 1.5) corrobord lo observado: el
ANOVA mostré la existencia de diferencias significativas (p<0.0001) entre los distintos
valores para este parametro en ambas experiencias. En el experimento con 0.63 mg/L, el test
de Duncan (anexo 8.1, figura 1.9) revel6 que dicho aumento fue estadisticamente significativo
(p<0.05) respecto al control desde las 12 h de contacto con el propanil (35% vs. 0 h). Esta
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diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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hipercolesterolemia fue homogénea durante el periodo comprendido entre las 12-56 h de la
fase de exposicion, como evidencié el test de Duncan (anexo 8.1, figura 1.9), con un
incremento medio del 30% durante este periodo. Al finalizar esta 12 fase (72 h de exposicion)
se registré el maximo aumento, un 66% sobre el valor a las 0 h, que no vario
significativamente (p>0.05) tras 8 h de permanencia de los animales pre-tratados en agua no
contaminada. No obstante, durante esta 22 fase del experimento, si bien los niveles oscilaron a
lo largo del tiempo, se recuperaron antes de su finalizacion de modo que a las 216 h no
existieron diferencias significativas (p>0.05) con el control (test de Duncan, anexo 8.1, figura
1.9).

En el experimento con 3.16 mg/L de herbicida, el test de Duncan (anexo 8.1, figura 1.10)
revel6 que las diferencias respecto al control fueron significativas ya desde las 2 h (un
aumento del 25%). El colesterol plasmatico aumentd paulatinamente hasta las 24 h (45%),
momento a partir del cual esta hipercolesterolemia se mantuvo practicamente invariable a lo
largo de la fase de exposicion e incluso durante la fase de recuperacién. Sélo a las 216 h (seis
dias de permanencia en agua limpia) se observo una recuperacion de los valores normales de
colesterol (p>0.05) (anexo 8.1, figura 1.10).

4.2.2.1.6. Triglicéridos

La exposicion de los animales a propanil provocé una clara y répida hipertriglicemia que
se inicid ya a las 2 h de exposicién, y que se prolong6 ademas durante la fase de recuperacién
en agua limpia, con independencia de la concentracion de propanil ensayada. Estos valores
aparecen indicados en las tablas 25y 26 y en la figura 15.

En los animales tratados con 0.63 mg/L, se observo un brusco aumento de los niveles de
este componente lipidico (69%) desde primeras horas de contacto con el herbicida (2 h),
momento a partir del cual los niveles practicamente se mantuvieron invariables durante toda
la fase de exposicion, con un incremento medio durante este periodo del 78%. De hecho no se
detectaron diferencias significativas (p>0.05) (test de Duncan, anexo 8.1: figura 1.11) entre
los diferentes valores tomados durante toda la 12 fase del experimento (entre las 2-72 h), a
excepcion de las 24 h, que coincide con el m&ximo aumento registrado (108% vs. 0 h). Las
diferencias con respecto al control se mantuvieron incluso una vez transferidas las anguilas a
agua exenta de propanil. Durante esta 22 fase, y a semejanza de lo ocurrido en la 12 este
aumento se mantuvo muy uniforme, con un incremento medio del 54%, no registrandose
diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes niveles determinados durante esta fase
(test de Duncan, anexo 8.1: figura 1.11), si exceptuamos el valor determinado a 8 h en agua
limpia, donde el aumento fue del 90%. Al finalizar el experimento los niveles aun fueron un
45% superiores al valor al comienzo del mismo (0 h).
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En los animales expuestos a 3.16 mg/L de propanil, a semejanza de lo ocurrido en el
experimento anterior, se observo un rapido aumento de los niveles de triglicéridos (tabla 26).
La exposicion a propanil durante 72 h indujo en las anguilas un aumento de los niveles de
triglicéridos circulantes estadisticamente significativo (p<0.05) desde el primer tiempo de
medida (del 83% a las 2 h), y salvo fluctuaciones que no alcanzan a ser estadisticamente
significativas (p>0.05), se mantuvieron elevados en el plasma de los peces durante las 72 h de
exposicion, con un incremento medio del 84% durante esta 12 fase (figura 15). Este aumento
se prolongd inclusive una vez eliminado el propanil del medio, observandose también durante
esta 22 fase homogeneidad a lo largo del tiempo, con un incremento medio del 69%. Al
finalizar la experiencia adn se registraron unos niveles del 64% sobre el valor a las 0 h.

El resultado del andlisis de la varianza (anexo 8.1: tabla 1.6) mostro la existencia de
diferencias significativas (p<0.0001) entre los distintos valores determinados en los animales
expuestos a propanil. El test de Duncan correspondiente evidencié que el contenido de
triglicéridos en las muestras de los animales a las 0 h fue estadisticamente diferente del resto
(p<0.05) en los animales expuestos a cada una de las concentraciones de propanil a excepcion
de las 168 h en el experimento con 3.16 mg/L (anexo 8.1: figuras 1.11y 1.12).

4.2.2.2. Plasma: Enzimas

4.2.2.2.1. Actividad Aspartato Aminotransferasa (AST)

En las tablas 25 y 26 se expresan los valores de la actividad enziméatica AST
(umol/min/mL) en el plasma las anguilas expuestas a propanil, representandose éstos como
porcentajes respecto al valor inicial en la figura 16.

El contacto de los animales con 0.63 mg/L de propanil, provocd una alteracion de esta
actividad con un aumento significativo (p<0.05) desde las 24 h de exposicion (81% de
incremento), tal y como se refleja en la figura 16, que alcanz6 hasta un 103% sobre el valor
control a las 56 h, y que se mantuvo invariable 16 h mas tarde (a las 72 h), puesto que no se
detectaron diferencias significativas (p>0.05) en la actividad entre estos tiempos de medida
(test de Duncan, anexo 8.1: figura 1.13). Una vez cesada la fase de exposicion, la actividad
AST plasmatica recupero los valores de partida ya desde el primer tiempo de medida en agua
exenta de herbicida (80 h de experimento) (tabla 25). El andlisis estadistico corrobor6 estos
resultados: el ANOVA sefial6 la existencia de diferencias significativas (p<0.001), que el test
de Duncan (p<0.05) establecio entre la actividad a las 0 h y las actividades a las 24, 56 y 72 h
de exposicion (anexo 8.1: tabla 1.7 y figura 1.13).

En los animales procedentes del experimento con 3.16 mg/L de propanil se observo un
aumento de la actividad enzimatica (figura 16), en este caso significativo (p<0.05) ya a partir
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Figura 16. Actividad enziméatica AST (% vs. 0 horas) en el plasma de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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de las 2 h de exposicion (44% de incremento), que continué aumentando progresivamente
durante esta fase hasta alcanzar su maximo a las 72 h (280% vs. 0 h). En este caso, el grado de
alteracion se mantuvo adn tras 24 h después de la transferencia a agua sin propanil (250% vs.
0 h), tal y como evidenci6 el test de Duncan (anexo 8.1: figura 1.14). Tras 120 h esta
actividad mostro una tendencia hacia la normalizacion y recuperacion de los valores respecto
de la actividad inicial, sin embargo el aumento fue todavia del 75% entre las 120-168 h. En
esta 22 fase, a diferencia de lo ocurrido con la concentracion mas baja, la actividad no se
recupero al finalizar el ensayo, mostrandose todavia incrementada en un 101% (tabla 26). El
ANOVA indico la existencia de diferencias significativas (p<0.0001) entre los diferentes
valores, y el posterior test de Duncan los determin6 (p<0.05) entre las 0 h y el resto de los
tiempos a excepcion de las 12 h (anexo 8.1: tabla 1.7 y figura 1.14).

4.2.2.2.2. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP)

Los resultados obtenidos en A. anguilla acerca de la actividad ALP plasmaética
(nmol/min/mL) durante las experiencias con el herbicida aparecen reflejados en las tablas 25
y 26. La figura 17 representa graficamente la evolucion de esta actividad a lo largo del tiempo
para cada experimento.

Se observaron alteraciones de la normal actividad ALP en las anguilas expuestas al
herbicida propanil. Esta actividad mostré un aumento significativo (p<0.05) desde las 2 h de
exposicion a 0.63 mg/L, con un 53% vs. 0 h., que se mantuvo practicamente sin variacion
durante las 72 h de exposicion, sin diferencias significativas (p>0.05) entre los valores
medidos en el intervalo entre las 2-80 h (test de Duncan, anexo 8.1: figura 1.16), con valores
de media un 50% superiores a los registrados a las 0 h durante toda la exposicion (tabla 25,
figura 17). Durante la exposicién a 3.16 mg/L la actividad ALP plasméatica mostré un
aumento significativo (p<0.05) a partir de las 24 h de exposicion (61% vs. 0 h), que fue
maximo a las 72 h con un 71% de aumento sobre el valor de inicial.

Ya en la fase de recuperacion, mientras que las anguilas expuestas a 0.63 mg/L
recuperaron su actividad tras 24 h de permanencia en agua exenta de propanil, las anguilas
tratadas con 3.16 mg/L no s6lo no recuperaron los valores iniciales, sino que al finalizar el
experimento el aumento de la actividad era aun del 85 % (tabla 26, figura 17).

El andlisis de la varianza corroboré la existencia de diferencias significativas (p<0.0001)
(anexo 8.1: tabla 1.8). En la experiencia con 0.63 mg/L el posterior test de Duncan evidencio
diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad ALP a las 0 h y la registrada a todos los
tiempos de la fase de exposicion y a las 80 h ya en la fase de recuperacion. En la experiencia
con 3.16 mg/L el test de Duncan mostré que las diferencias eran significativas (p<0.05) entre
0 h y el resto de los tiempos excepto las 2 y las 12 h de la 12 fase (anexo 8.1: figuras 1.15 y
1.16).
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los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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4.2.2.3. Plasma: Correlacion Lineal entre Parametros

La correlacion lineal entre los valores determinados para los diferentes parametros
medidos en el plasma entre ambas experiencias con propanil aparecen en la tabla 27. Y en la
tabla 28 se reflejan los datos correspondientes a la correlacion lineal entre la albimina y las
proteinas totales en cada uno de los experimentos con el herbicida.

Tabla 27. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacién lineal (r) entre los valores
relativos a los metabolitos y enzimas estudiados en el plasma de las anguilas procedentes de ambos
experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

Glucosa y=13.9 + 1.046 x 0.69
Lactato y=13.9 + 1.046 x 0.91
Proteinas totales y=0.40 + 0.943 x 0.85
Albdmina y=-0.22 + 1.347 x 0.92
Colesterol y=203.4 + 0.457 x 0.49
Triglicéridos y=82.25+0.775 x 0.72
AST y=-0.03 + 1.534 x 0.58
ALP y=37.03 + 0.278 x 0.23

Se observo que la correlacion lineal entre las concentraciones de propanil a las que se
expusieron los animales y el efecto sobre el parametro estudiado, en el caso de la aloimina
fue muy elevada (r= 0.92), con lo cual se podria “predecir” el efecto producido sobre este
metabolito con la concentracion mas alta, que seria ajustable a lo esperado a partir de los
datos obtenidos con la concentracion mas baja. También se puede decir que el efecto
producido por el propanil sobre los niveles de lactato plasmaticos sigue una correlacién lineal
entre las dos concentraciones estudiadas, como asi lo demuestra el coeficiente de correlacion
lineal obtenido (r=0.91) y lo mismo en el caso de las proteinas totales (r= 0.85), seguidos de
los triglicéridos y glucosa plasmaticos, con coeficientes de correlacién de Pearson de 0.72 y
0.69 respectivamente. Sin embargo, y a la vista de los resultados, los efectos producidos por
el propanil en el caso del colesterol plasmatico no se ajustan a una funcién lineal (r= 0.49).
Tampoco existe una buena correlacion lineal entre las diferentes concentraciones de propanil
utilizadas y las actividades enzimaticas AST y ALP en el plasma de las anguilas.
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Tabla 28. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacion lineal (r) entre los valores de
albumina y proteinas totales en el plasma de la anguila para cada concentracién de propanil estudiada.

AlbUimina / Prot. totales y=a + bx r
0.63 mg/L y=1.66 + 0.958 x 0.86
3.16 mg/L y=1.95+ 0.741 x 0.91

Como ya se comento (apdo. 4.3.1.4), existe un alto grado de correlacion lineal entre los
valores correspondientes a la albimina y las proteinas totales determinados en el plasma tanto
en el experimento con 0.63 mg/L de propanil, como pone de manifiesto el coeficiente de
correlacion obtenido (r=0.86), como en el experimento con 3.16 mg/L, donde este coeficiente
aun fue mayor (r= 0.91).

4.2.2.4. Higado: Metabolitos

4.2.2.4.1. Glucosa

En las tablas 29 y 30 se muestran los niveles de glucosa hepética (mg/g) determinados en
las anguilas procedentes de los experimentos con 0.63 y 3.16 mg/L de propanil,
respectivamente. En la figura 18 aparecen los resultados graficamente ilustrados como
porcentajes respecto de los valores registrados al inicio de cada experimento. Se observé que
durante la exposicion al herbicida se produjo un descenso de los niveles de glucosa hepética
que tendieron a normalizarse, entendiendo la normalizacion como la recuperacion de los
valores iniciales, una vez los animales estan en la fase de recuperacion, es decir, una vez cesa
la exposicidn al herbicida propanil.

Como se refleja en la figura 18, se observé un descenso paulatino desde primeras horas de
contacto con el herbicida en anguilas expuestas a cada una de las dos concentraciones de
propanil, siguiendo una pauta muy similar en ambas experiencias tal y como evidencia el
coeficiente de correlacion lineal calculado entre ambas (r=0.84, tabla 31). Asi, ya a las 2 h de
exposicion se aprecio una reduccion del 25% en animales expuestos a 0.63 mg/L, y del 31%
en los expuestos a 3.16 mg/L. A partir de este momento los niveles glucidicos hepaticos
disminuyeron gradualmente a lo largo del tiempo en ambos experimentos. La maxima
reduccion se observé entre las 56-72 h (reduccion del 55-60%) en anguilas expuestas a 0.63
mg/L e incluso antes, a las 48 h con una reduccion del 67%, en anguilas expuestas a 3.16
mg/L de propanil. Este porcentaje de reduccion en las reservas glucidicas se prolongo,
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GLUCOSA HIGADO
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Figura 18. Niveles de glucosa hepatica (% vs. 0 horas) en la anguila A. anguilla durante los diferentes
experimentos. (%)p<0.05.
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ademas, hasta finalizar la fase de exposicién (72 h), tal y como puso de manifiesto el test de
Duncan, que evidencié que no existian diferencias significativas (p>0.05) entre los valores
tomados a 48, 56 y 72 h (anexo 8.2: figura 2.2).

Después de transferir los animales a un medio libre de propanil, la pauta observada en los
niveles de glucosa hepética nuevamente fue muy similar con ambos tratamientos: en el primer
tiempo de medida ya en la 22 fase (80 h), las diferencias con el valor control ain fueron
significativas (p<0.05) y aunque se observo una tendencia a la recuperacion de los niveles de
partida tras 24 h en estas condiciones, éstos volvieron a disminuir de manera significativa
antes de finalizar las experiencias (tablas 29 y 30).

El analisis de la varianza de los resultados verifico la existencia de diferencias
significativas (p<0.0001) entre los valores de glucosa hepatica: el test de Duncan mostrd
diferencias significativas (p<0.05) entre los valores tomados a las 0 h y los del resto de las
medidas salvo a las 96, 120 y 168 h en el experimento con 0.63 mg/L y a las 96 y 120 h en el
caso del tratamiento con 3.16 mg/L de propanil, en ambos casos ya en la fase de recuperacion
(anexo 8.2: tabla 2.1 y figuras 2.1y 2.2).

4.2.2.4.2. Lactato

Los valores de lactato hepéaticos (mg/g) durante la exposicion de las anguilas al plaguicida
experimentaron, en ambos ensayos, un aumento desde las 12 h de contacto de los animales
con el herbicida y que fue funcion directa de la concentracion de propanil empleada (r=0.85,
tabla 28).

Tal y como se observa en la tabla 29 y figura 19, en las anguilas tratadas con 0.63 mg/L el
aumento detectado a partir de las 12 h se mantuvo invariable hasta las 48 h, constatado por el
test de Duncan (anexo 8.2: figura 2.3), con un aumento medio del 50% durante este periodo
(entre 12-48 h). EI méaximo valor se determiné entre las 56-72 h de tratamiento, con un
incremento medio del 93%, que aln se mantuvo hasta 8 h después de transferir a los animales
a agua sin propanil, puesto que el test de Duncan (anexo 8.2: figura 2.3) no determiné
diferencias significativas (p>0.05) entre los valores tomados entre las 56 y las 80 h. Durante
las siguientes 24-48 h de esta 22 fase si bien se observé cierta tendencia a la recuperacion
(aumento solo del 30% entre las 96-120 h), los valores fueron fluctuantes y las diferencias se
volvieron a incrementar antes de finalizar la experiencia, con unos niveles superiores al 50%
respecto a los valores de partida.

Del mismo modo, en los animales expuestos a 3.16 mg/L el lactato hepatico aumento a
partir de las 12 h, manteniéndose uniforme durante las siguientes 24-48 h (no se determinaron
diferencias significativas (p>0.05) entre estos valores, ver anexo 8.2: figura 2.4) con un
aumento medio del 67% durante este intervalo. También en este caso se alcanzd el maximo
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LACTATO HIGADO
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Figura 19. Niveles de lactato hepatico (% vs. 0 horas) en la anguila A. anguilla durante los diferentes
experimentos. (%)p<0.05.
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aumento de los niveles de lactato entre las 56-72 h de exposicion, con un valor medio del
162%. Durante la 2?2 fase del experimento este parametro permanecid alterado: tras 8 h en
agua limpia el aumento aun fue del 107%, aumento que se mantuvo homogéneo a lo largo de
esta fase de recuperacion (entre las 80-168 h) (test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.3). Tras
seis dias en agua limpia se determinaron valores para este parametro ain un 68% superiores al
valor de referencia (figura 19).

El anélisis estadistico evidencid la existencia de diferencias significativas entre los
diferentes valores de lactato hepatico (p<0.0001). El test de Duncan demostro la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre los valores a las 0 h y el resto de tiempos a partir de
las 12 h, tanto en animales expuestos a 0.63 mg/L como en aquellos expuestos a 3.16 mg/L
(anexo 8.2: figuras 2.3y 2.4).

4.2.2.4.3. Glucogeno

Los valores determinados de glucdgeno hepético (mg/g) en anguilas procedentes de las dos
experiencias con propanil (tablas 29 y 30) se ilustran graficamente en la figura 20.

El contacto de los animales con el herbicida provoco una importante movilizacion de las
reservas de glucogeno hepéatico. Ademas los valores determinados tras la exposicion a ambas
concentraciones de propanil siguieron una correlacion lineal, observdndose una mayor
reduccion con la concentracion de propanil mas alta (r=0.85, tabla 31). Tal y como se refleja
en la figura 20, ya en la experiencia con 0.63 mg/L de propanil se observé una importante
movilizacién de las reservas glucogénicas, con un descenso gradual desde el inicio del
experimento, representando las reservas un 83% vs. control a las 2 h y un 69% a las 12 h. A
las 24 h ya sélo constituyeron un 20% del valor control, y ain disminuyeron a menos del 10%
entre las 48 y 72 h de exposicion, intervalo que supuso la méxima movilizacion observada,
sin diferencias significativas (p>0.05) entre estos valores (test de Duncan, anexo 8.2: figura
2.6). Una vez se ubicaron los animales en agua exenta de plaguicida se observo cierta
tendencia a la recuperacion, paulatina y progresiva, a partir de las 24 h en estas condiciones,
de manera que a las 96 h los niveles alcanzaron un 23% del valor inicial e incluso un 41% a
las 168 h. No obstante, la drastica movilizacion de los niveles de glucégeno observada debida
a la exposicion de las anguilas a propanil, incluso a esta concentracion, conllevé que al
finalizar la experiencia los niveles sélo supusieran un 35 % de los tomados a las 0 h (tabla
21).

En la experiencia con 3.16 mg/L de propanil, la reduccion fue evidente desde las 2 h de
exposicion, siendo muy acusada a partir de las 12 h y hasta finalizar el experimento (figura
20), de modo que los niveles de esta reserva energética no superaron el 10% durante el
intervalo entre las 48-72 h de exposicion al propanil. Ademas, no se observo tendencia alguna
a la recuperacion de los valores iniciales tras la transferencia a agua, de manera que esta
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drastica movilizacion aun se mantuvo 48 h después de ubicados los animales en medio
limpio, no detectandose diferencias significativas (p>0.05) entre los valores tomados entre las
48-120 h tal y como corrobord el test de Duncan (anexo 8.2: figura 2.6). Las reservas
hepaticas no supusieron mas del 10% del valor inicial durante toda la fase de recuperacion
(80-168 h) y sélo un 14 % al finalizar la misma (tabla 22).EI ANOVA correspondiente indico
la existencia de diferencias significativas (p<0.0001) en ambos experimentos, que el posterior
test de Duncan reveld (p<0.05) entre el contenido de glucogeno a las 0 h y el del resto de
medidas (anexo 8.2: tabla 2.3 y figuras 2.5 y 2.6).

4.2.2.4.4. Proteinas Totales

En las tablas 29 y 30 quedan reflejados los valores determinados de proteinas totales en
higado (mg/g) en las anguilas durante las experiencias con propanil. La figura 21 representa
los porcentajes de estos valores respecto a los valores control.

Se observo un descenso significativo del contenido proteico desde las 2 h en ambas
experiencias, como evidenci6 el analisis de la varianza (p<0.0001) (anexo 8.2: tabla 2.4). Este
descenso, que mostrd una correlacion lineal entre las concentraciones de propanil empleadas
(r=0.78, tabla 31), se mantuvo a lo largo de las fases de exposicion y de recuperacion
(p<0.05), de manera que no llegaron a restaurarse en ningn momento los niveles iniciales en
ninguna de las experiencias, tal y como revel0 el test de Duncan (anexo 8.2: figuras 2.7 y 2.8).

Durante la exposicion a 0.63 mg/L de propanil se observaron fluctuaciones en el contenido
proteico a lo largo del tiempo, con el minimo registro entre las 24-48 h (figura 21), periodo en
el cual los niveles no superaron el 44% de los tomados como control. Entre las 56-72 h los
niveles aumentaron hasta constituir un 72% de los niveles iniciales, aunque las diferencias
respecto al valor control siguieron siendo estadisticamente significativas (p<0.05). Una vez en
agua sin propanil no se observo recuperacion de los niveles proteicos, de hecho, no se
registraron valores superiores al 41% entre las 96 y las 120 h, y a las 216 h las reservas
hepéticas de proteinas totales todavia constituyeron un 60% del valor control (tabla 29).

En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L de propanil la disminucion de los niveles proteicos
fue més homogénea, con menores fluctuaciones a lo largo del tiempo (figura 21). Durante la
fase de exposicion la maxima movilizacion se registr6 a las 2 h, con unos niveles que
supusieron un 38% del valor de referencia, y valores similares se registraron también a las 48
h (41%) y a las 72 h (44%), sin diferencias significativas (p>0.05) con los registrados a las 2 h
(test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.8). En la fase de recuperacion no se observd tendencia
alguna a la restauracion de los valores tomados como control, de hecho, las reservas
continuaron mermadas, y entre las 80-96 h sdlo representaron el 33% del valor inicial.
Ademas durante toda esta 22 fase se observd homogeneidad, no detectdndose diferencias
significativas (p<0.05) entre los valores a lo largo de la misma (test de Duncan, anexo 8.2:
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diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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figura 2.8). Tras seis dias en agua sin propanil, estas reservas constituyeron solo el 45%
respecto de las registradas al inicio de la experiencia (tabla 30) confirmando una drastica
movilizacion.

4.2.2.4.5. Colesterol

En las tablas 29 y 30 se relacionan los niveles de colesterol hepaticos (mg/g) en anguilas
procedentes de los experimentos con propanil y en la figura 22 aparecen representados como
porcentaje respecto al valor inicial.

Se observd un descenso generalizado de este lipido independientemente de la
concentracion ensayada (figura 22), que siguié una pauta muy similar en ambos experimentos
(r=0.87, tabla 31) y que fue estadisticamente significativo (p<0.05) a todos los tiempos de
medida frente a las O h, tal y como revelo el anélisis estadistico de los resultados (anexo 8.2:
ANOVA (p<0.0001), tabla 2.6; test de Duncan (p<0.05), figuras 2.11 y 2.12). Durante la
exposicion a 0.63 mg/L de propanil se observaron oscilaciones durante todo el experimento.
El mayor descenso se registrd a las 48 h, de manera que a este tiempo los niveles sélo
representaron un 35% del valor de referencia (tabla 29). Este mismo descenso, un 35%, se
registrd préacticamente durante toda la exposicion a 3.16 mg/L (tabla 30). En la fase de
recuperacion, no se detectd tendencia al restablecimiento de los valores de partida en ningdn
caso, de manera que los valores no superaron el 40% de los iniciales en ningin tiempo de
medida e independientemente de la concentracion de propanil empleada. Al finalizar las
experiencias (a las 216 h), se registraron unos niveles del 38% en el experimento con la
concentracion mas baja, e incluso inferiores, del 30%, en el experimento con la mas alta
(figura 22).

4.2.2.4.6. Triglicéridos

Los niveles hepéticos de triglicéridos (mg/g) determinados en anguilas expuestas a
propanil se muestran en las tablas 29 y 30 y se ilustran graficamente en figura 23.

Se produjo una movilizacion de los triglicéridos hepéaticos durante la exposicién a propanil
que siguidé una pauta muy similar en ambas experiencias (figura 23) y que fue funcion lineal
de la concentracion de propanil empleada (r=0.93, tabla 31). Esta movilizacién se tradujo en
un descenso significativo (p<0.05) desde el primer tiempo de medida (2 h) que se mantuvo
durante las 216 h de experimento, independientemente de la concentracion de propanil
empleada en el ensayo (figura 23), como corroboré el anélisis estadistico de los resultados.
Asi, el anélisis de la varianza (ANOVA), reveld la existencia de diferencias significativas
(p<0.0001) entre los niveles de triglicéridos determinados a los diferentes tiempos en cada
experimento. El test de Duncan a posteriori reveld la existencia de diferencias significativas
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(p<0.05) entre el valor tomado como control y el resto de valores (anexo 8.2.: tabla 2.6 y
figuras 2.11y 2.12).

En la experiencia con 1/50 de la CLso-96 h de propanil (0.63 mg/L), se observé en los
animales un descenso del 33% desde las primeras horas de contacto con el herbicida, que se
mantuvo practicamente sin variacion durante toda la fase de exposicion al mismo (figura 23),
es decir, a lo largo de 72 h de contacto con el herbicida no se registraron diferencias
significativas (p>0.05) entre los valores comprendidos en este periodo (entre 2-72 h) (test de
Duncan, anexo 8.2.: figura 2.11). Tras esta fase, la permanencia de los peces en agua durante
seis dias fue insuficiente para permitir una recuperacion de los valores de referencia en ningun
caso, de hecho se observo incluso un mayor descenso, de manera que la maxima movilizacion
se registrd entre las 96-168 h, con un descenso medio del 66%. A las 216 h los triglicéridos
hepaticos sélo representaron un 46% de los registrados a las 0 h y fueron los valores mas altos
registrados en esta 22 fase (tabla 29).

Durante la exposicion a 3.16 mg/L de propanil se observd una pauta muy similar, si bien
los porcentajes de movilizacion de los triglicéridos hepaticos fueron ain mayores. Asi, la
movilizacién de este componente lipidico también fue muy homogénea durante la 12 fase del
experimento, concretamente desde las 12 h y hasta finalizar la misma, con un descenso medio
del 43%, no registrandose diferencias significativas (p>0.05) entre los valores comprendidos
en dicho periodo (test de Duncan, anexo 8.2.: figura 2.12). Tampoco durante este experimento
se restablecieron los valores de partida una vez eliminado el propanil del agua experimental, e
incluso al igual que en el caso anterior, descendieron aun mas. Asi, durante toda la fase de
recuperacion los triglicéridos solo representaron un 36% del valor control, porcentaje de
movilizacién que no vari6 durante todo el periodo, como corroboro el test de Duncan (anexo
8.2.: figura 2.12).

Cabe sefalar la existencia de un alto grado de correlacion lineal entre los niveles hepaticos
de colesterol y triglicéridos en las anguilas expuestas (tabla 32), tal y como evidenciaron los
coeficientes de correlacion calculados para la relacion colesterol/triglicéridos en el
experimento con 0.63 mg/L (r= 0.96) y en el experimento con 3.16 mg/L (r= 0.89) de
propanil.

4.2.2.5. Higado: Correlacion Lineal entre Parametros (1)

En la tabla 31 se refleja la correlacion lineal entre los valores obtenidos para los
metabolitos estudiados en el higado en ambas experiencias con propanil.
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Tabla 31. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacion lineal (r) entre los valores
relativos a los metabolitos estudiados en el higado de las anguilas procedentes de ambos experimentos
con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

Glucosa y=-0.15 + 0.885 x 0.84
Lactato y=-0.02 + 1.166 x 0.84
Glucégeno y=-25.29 + 0.804 x 0.85
Proteinas totales y=39.9 + 0.734 x 0.78
Colesterol y=0.73+0.722 x 0.87
Triglicéridos y=1.15 + 0.948 x 0.93

En general, la correlacion lineal entre los resultados de ambos experimentos con propanil
resultd bastante elevada, con lo que cabria esperar que el efecto producido sobre cualquiera de
los metabolitos estudiados al exponer a los animales a la concentracion mas alta se podria
llegar a predecir a partir de los datos obtenidos para la concentracion mas baja. En el caso de
los metabolitos relacionados con el metabolismo de los carbohidratos, glucosa, lactato y
glucdgeno, se observd una correlacion lineal entre los resultados obtenidos en ambas
experiencias elevada, con unos coeficientes de correlacion de Pearson muy similares, de 0.84
tanto para la glucosa como para el lactato y ligeramente superior, de 0.85, para el glucgeno.
También el efecto producido por el propanil sobre los niveles de lipidos hepaticos siguié una
pauta muy similar con las dos concentraciones estudiadas, como asi lo demuestra el
coeficiente de correlacion lineal obtenido para los niveles de triglicéridos (r= 0.93) y de
colesterol (r= 0.87). En el caso de las proteinas totales el coeficiente de correlacién lineal fue
de 0.78.

Tabla 32. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacion lineal (r) entre los valores de
colesterol y triglicéridos en el higado para cada concentracion de propanil estudiada.

Colesterol / Triglicéridos y=a + bx r
0.63 mg/L y=6.54 + 2.127 x 0.96
3.16 mg/L y=7.26 + 2.417 x 0.89
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En la tabla 32 se muestran los datos correspondientes a la correlacion lineal entre los
niveles de colesterol y triglicéridos determinados en cada uno de los experimentos con el
herbicida.

Como ya se ha comentado, existe un alto grado de correlacion lineal entre los valores
correspondientes al componente lipidico determinados en el higado tanto en el experimento
con 0.63 mg/L de propanil, como pone de manifiesto el alto coeficiente de correlacion lineal
obtenido (r=0.96), como en el experimento con 3.16 mg/L (r= 0.86).

4.2.2.6. Higado: Enzimas

4.2.2.6.1. Actividad Alanina Aminotransferasa (ALT)

En las tablas 33 y 34 se detalla la actividad enziméatica ALT expresada como pmol/min/g
en el higado de las anguilas expuestas a los diferentes tratamientos y en la figura 24 se
representan estos resultados como porcentaje respecto al valor determinado a las 0 h.

La exposicion a propanil provocd un aumento de la actividad ALT, que se ajusta a una
correlacion lineal entre las concentraciones de herbicida empleadas (r=0.82, tabla 36). En las
anguilas expuestas a 0.63 mg/L de propanil, este aumento fue estadisticamente significativo
(p<0.05) a partir de las 56 h de exposicion (figura 24), registrdndose precisamente a este
tiempo la méxima actividad ALT, un 75% sobre el valor control. El incremento de la
actividad se mantuvo, aunque en menor medida, hasta finalizar la fase exposicion y se
prolongo hasta 4 dias despues de la transferencia de los animales a agua exenta de herbicida,
con un aumento medio entre las 72-168 h del 33%, sin diferencias significativas (p<0.05)
entre los valores registrados durante este intervalo (test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.13).

El analisis estadistico de los resultados evidencio la existencia de diferencias significativas
(p<0.05) en la experiencia con 0.63 mg/L entre los valores de la actividad ALT alas 0 hy los
determinados a las 56 y 72 horas de la fase de exposicion y de las 80-168 h ya en la fase de
recuperacion (anexo 8.2: tabla 2.7, figura 2.13).

Por su parte, en los animales expuestos a 3.16 mg/L de propanil el aumento de esta
actividad fue significativo (p<0.05) ya desde las 12 h de exposicion (figura 24). Al igual que
en el experimento anterior, la méxima actividad se registré a las 56 h de contacto con el
herbicida, si bien en este caso, este grado de alteracion se mantuvo practicamente constante
(test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.14) durante las siguientes 40 h (hasta las 96 h ya en agua
exenta de propanil), con un aumento medio del 88% sobre las 0 h. A partir de aqui se observo
una recuperacion paulatina de la actividad, y ya no se registraron diferencias significativas
(p<0.05) respecto al valor inicial en los dos ultimos tiempos de muestreo (tabla 34).
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Figura 24. Actividad enziméatica ALT (% vs. 0 horas) en el higado de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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Las diferencias fueron estadisticamente significativas (p<0.05) para los valores de la
actividad ALT a las 0 h y el resto de los tiempos salvo las 2 y 24 h de la fase de exposicion y
las 168 y 216 h de la fase de recuperacion (anexo 8.2: tabla 2.7, figura 2.14).

4.2.2.6.2. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP)

Los resultados correspondientes a la actividad enzimatica ALP (umol/min/g) en el higado
de anguilas expuestas a 0.63 y 3.16 mg/L de propanil respectivamente muestran que esta
actividad enzimatica se alter6 durante la exposicion de las anguilas a propanil (tabla 33 y 34,
figura 25).

El contacto de los animales con 0.63 mg/L de propanil provoco un aumento paulatino de la
actividad ALP desde las 2 h (40% de incremento) hasta las 56 h (140% de incremento) que se
mantuvo a lo largo de las fases de exposicion y de recuperacion. No se llegaron a restaurar los
niveles control tras seis dias en agua exenta de propanil (158% de incremento al finalizar el
experimento). La maxima actividad se registré a las 80 h (175%), tal y como se refleja en la
figura 25.

La alteracion de este enzima fue mas acentuada en el experimento con la concentracion
mas alta, con mayores porcentajes de incremento (figura 25). La exposicion a 3.16 mg/L
provocé un aumento de la actividad ALP desde las 2 h (99% de incremento) que se
increment6 alin més hasta las 48 h, donde se registrd la maxima actividad (225% de aumento).
La ALP hepética se mantuvo elevada a lo largo de todo el experimento sin mostrar tendencia
alguna a la recuperacion de los valores iniciales incluso una vez transferidos los animales a un
medio sin herbicida, con un aumento medio de la actividad superior al 140% durante toda la
fase de recuperacion e incluso del 185% al finalizar el experimento (216 h).

El andlisis de la varianza indic6 la existencia de diferencias significativas (p<0.0001) entre
los valores de actividad ALP determinada a los diferentes tiempos en ambos experimentos
con propanil, que las posteriores pruebas de Duncan revelaron (p<0.05) entre los valores de
actividad a las 0 h y a los demés tiempos de medida (anexo 8.2: tabla 2.8 y figuras 2.15 y
2.16).

4.2.2.6.3. Actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Los resultados relativos a la actividad LDH hepatica, medida como umol/min/g, aparecen
reflejados en las tablas 33 y 34 y su evolucion a lo largo de las 216 h se refleja en la figura 26.

La actividad enzimatica LDH hepatica sufrio alteracion a partir de las 72 h de exposicion
en las anguilas expuestas a 0.63 mg/L de propanil. Asi, si bien se observan fluctuaciones entre
los valores determinados a los diferentes tiempos de medida durante la fase de exposicion, el
andlisis estadistico no consideré que estas diferencias fueran estadisticamente significativas
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Figura 25. Actividad enzimatica ALP (% vs. 0 horas) en el higado de la anguila A. anguilla durante

los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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Figura 26. Actividad enzimatica LDH (% vs. 0 horas) en el higado de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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respecto al control (p>0.05). Sin embargo, una vez en la 22 fase del experimento se observo
un aumento significativo (p<0.05) de esta actividad, con un incremento del 26% en el primer
tiempo de esta fase (80 h), y un aumento hasta del 53% en el siguiente tiempo de medida (16
h mas tarde) que se mantuvo asi hasta finalizar el experimento, con un incremento medio del
58% entre las 96 y 216 h (anexo 8.2: ANOVA (p<0.0001), tabla 2.10; test de Duncan
(p<0.05), figura 2.19).

En los animales expuestos a la concentracion mas alta de propanil (3.16 mg/L), el
comportamiento de esta actividad siguioé las mismas pautas. Asi, si bien la actividad LDH
hepatica mostré oscilaciones durante las primeras 48 h, ésta aument6 significativamente
(p<0.05) a partir de 56 h de exposicion, con un 80% de incremento sobre el valor control
(figura 26). Este porcentaje de incremento se prolongé hasta finalizar la fase de exposicion y
durante las primeras 8 h de la fase de recuperacion (test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.20). El
aumento en la LDH hepatica se prolongd durante toda la fase de recuperacion (figura 26),
incluso la maxima actividad medida en el experimento se registro tras 24 h en estas
condiciones (a las 96 h) con un incremento del 113%, y todavia del 93% al finalizar el mismo
(anexo 8.2: ANOVA (p<0.0001), tabla 2.10; test de Duncan (p<0.05), figura 2.20).

4.2.2.6.4. Actividad y-Glutamil Transferasa (y-GT)

En las tablas 33 y 34 aparecen indicados los resultados de la actividad y-GT (umol/min/g)
y representados graficamente en forma de porcentajes en la figura 27.

Esta actividad se redujo significativamente (p<0.05) desde las primeras horas de contacto
de los animales con el producto (figura 27) manteniéndose significativamente inhibida
(p<0.05) durante todo el experimento, tanto con 0.63 mg/L como con 3.16 mg/L de propanil
(anexo 8.2: tabla 2.9 y figuras 2.17 y 2.18).

La exposicion de los animales a la concentracion méas baja de herbicida empleada provoco
un descenso de esta actividad enzimatica de un 30% ya a las 2 h del inicio del experimento.
Esta reduccion de la actividad y-GT hepética se mantuvo relativamente homogénea durante
toda la fase de exposicion a propanil e incluso una vez se ubicaron los animales en agua
carente de herbicida (a excepcion de las 120 h), puesto que no hubo diferencias significativas
(p>0.05) entre los diferentes valores, salvo entre los valores a las 12 y a las 56 h, como sefial6
el test de Duncan (anexo 8.2: figura 2.19). La minima actividad enzimatica se registré a las 12
h, con s6lo un 64% de la actividad inicial (tabla 33).

En el experimento con 3.16 mg/L de propanil, se registrd una disminucion de la y-GT
hepatica también desde las 2 h de exposicion, si bien en este caso el porcentaje de inhibicion
alcanzd el 50%. Tras fluctuaciones en esta actividad (25% de reduccion a las 12 h), ésta
volvié a descender hasta el 50% a las 48 h y se mantuvo asi hasta finalizar la fase de
exposicion (72 h). Durante la fase de recuperacion, se observd una tendencia progresiva al
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aumento Yy recuperacion de los valores iniciales, si bien tras 144 h en agua limpia (216 h de
experimento) la actividad y-GT mostro todavia una reduccion superior al 15% respecto de la
actividad inicial (tabla 34).

El analisis estadistico de los resultados mostro la existencia de diferencias significativas
entre los valores a las 0 horas y el resto de los tiempos salvo a las 120 horas en ambos
experimentos (anexo 8.2: ANOVA (p<0.0001), tabla 2.9; test de Duncan (p<0.05), figuras
2.19y 2.20).

4.2.2.7. Higado: Contenido Calorico

La exposicion de la anguila a un medio contaminado con propanil provocé una
movilizacion de las reservas caloricas, valoradas como descenso del contenido calérico en el
higado de los animales expuestos (tablas 33 y 34). Este descenso se ajusto a una correlacion
lineal entre las concentraciones de propanil empleadas (r=0.90, tabla 35). La movilizacion de
las reservas hepaticas de proteinas, glucogeno y lipidos se tradujo en un efectivo descenso de
la energia fisioldgicamente disponible, medida como cal/g, estadisticamente significativo
(p<0.05) desde primeras horas de exposicion y que se prolongo durante los 9 dias que duraron
ambas experiencias, independientemente de la concentracion utilizada (figura 28).

En el experimento con la concentracién mas baja de propanil (0.63 mg/L) el contenido
caldrico hepatico a las 2 h fue de 2266 cal/g, un 60% del valor a las 0 h (3786 cal/g) tal y
como se observa en la tabla 33. Posteriormente se produjo una drastica movilizacién de las
reservas hepéticas, de modo que se determind un descenso del contenido calérico de hasta el
70% a las 48 h, maximo descenso observado durante la exposicion (figura 28). Al finalizar
ésta, el contenido caldrico en el higado de las anguilas sé6lo representd un 48% del valor a las
0 h. Una vez eliminado el agente estresante del medio no se observé recuperacion de los
niveles, no obteniéndose valores superiores al 50% a ningun tiempo de medida durante la 22
fase del experimento (anexo 8.2: ANOVA (p<0.0001), tabla 2.11; test de Duncan (p<0.05),
figura 2.21).

Como cabria esperar (tabla 34 y figura 28), la disminucién del contenido caldrico fue mas
acusada en las anguilas expuestas a 3.16 mg/L: a las 2 h los niveles ya s6lo supusieron un
50% del nivel a las 0 h, con un descenso méaximo (72%) también a las 48 h, registrandose sélo
un 33% de las reservas iniciales al finalizar la fase de exposicion (72 h). Una vez en agua
exenta de herbicida, el contenido caldrico no fue superior al 28% vs. 0 h entre las 80 y las 168
h, y al final de la experiencia solo representd un 34% del valor inicial (anexo 8.2: ANOVA
(p<0.0001), tabla 2.11; test de Duncan (p<0.05), figura 2.22).
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Figura 27. Actividad enzimatica y-GT (% vs. 0 horas) en el higado de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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Figura 28. Contenido calérico (% vs. 0 horas) en el higado de la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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En la tabla 35 se comparan los porcentajes de reduccién de glucégeno, proteinas totales y
lipidos (colesterol y triglicéridos) en el higado al finalizar las fases de exposicion (72 h) y
recuperacion (216 h) en las dos experiencias con propanil. Ademas se detallan los porcentajes
del contenido calorico que representan glucdgeno, proteinas y lipidos tanto al inicio (0 h)
como al final de cada una de las fases en que se dividieron los experimentos.

Tabla 35. Porcentajes de reduccion de las reservas energéticas en el higado de Anguilla anguilla a las
0, 72 y 216 horas de cada experiencia con propanil, y porcentajes en los que se distribuy6 el contenido
caldrico entre los diferentes pardmetros energéticos a estos mismos tiempos.

1/50 CL50-96 h: 0.63 mg/L propanil

Glucégeno | Proteinas Lipidos Glucégeno | Proteinas Lipidos
Oh 0 0 0 36 52 12
72 h 97 25 29 2 80 18
216 h 62 41 60 28 62 10

1/10 CL50-96 h: 3.16 mg/L propanil

Glucégeno | Proteinas Lipidos Glucégeno | Proteinas Lipidos
Oh 0 0 0 35 53 12
72 h 89 56 51 11 71 18
216 h 86 54 62 15 72 13

En la experiencia con 0.63 mg/L de propanil se observd que al finalizar la fase de
exposicion, la mayor reduccién la sufri6 el glucégeno hepatico (97% de reduccidn),
acompariado de una movilizacion menos significativa tanto de proteinas como de lipidos
hepéaticos, con unos porcentajes de reduccidén bastante similares, del 25% vy del 29%
respectivamente, lo que en conjunto se tradujo en una disminucién del 52% del contenido
caldrico registrado en el higado al finalizar la fase de exposicién (72 h). Una vez finalizada la
2% fase del experimento (216 h) se advierte una recuperacion parcial de las reservas de
glucdgeno, llegando a representar el 38% del valor a las 0 h. Se observd, sin embargo, una
disminucion de las reservas tanto proteicas como lipidicas en este 6rgano, lo cual explica la
nula recuperacion del contenido caldrico al finalizar la fase de recuperacion (50% del valor a
las O h).
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En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L de propanil, al igual que en el caso anterior, se
observo que la reserva mas utilizada a las 72 h fue el glucdgeno hepatico, que a este tiempo de
medida se moviliz6 hasta el 89% de su contenido inicial. Se observo ademas que las anguilas
expuestas a 3.16 mg/L hacen un mayor uso de las reservas tanto proteicas como lipidicas,
como reflejan los mayores porcentajes de reduccidn obtenidos a este tiempo, del 56 y 51%,
respectivamente. Todo ello avala la mayor reduccion del contenido calérico observada tras 72
h de permanencia de los animales en un medio con 3.16 mg/L de herbicida, donde sélo
supuso el 33% del valor inicial. Después de 6 dias en un medio exento de propanil, los
animales no mostraron recuperacion de los niveles de glucdgeno, proteinas totales o lipidos,
como se deduce a partir de los datos obtenidos al finalizar la fase de recuperacion lo cual
confirmaria un contenido caldrico en el higado que so6lo representé un 34% del inicial al
finalizar esta experiencia.

El contenido caldrico a las 0 h se distribuyd en un 52-53% de proteinas totales, un 35-36%
de glucdgeno y un 12% de lipidos. Después de 72 h de exposicion a 0.63 mg/L de propanil, el
glucdgeno representd solo un 2% del contenido calorico total, un 80% lo representaron las
proteinas totales y el 18% los lipidos. Al finalizar el experimento, después de un periodo de
recuperacion de 144 h, se observo un reajuste en las proporciones de los tres parametros, de
modo que del contenido cal6rico medido, un 28% correspondié al glucégeno, un 62% a las
proteinas totales y un 10% a los lipidos.

En la experiencia con 3.16 mg/L de propanil el glucégeno hepatico representd un 35% del
contenido caldrico inicial y disminuy6 hasta sélo un 11% después de 72 h de contacto con el
herbicida, mientras que las proteinas totales y los lipidos supusieron un 71 y un 18% del
contenido calérico hepético tras el periodo de exposicion respectivamente (53% y 12% al
inicio del experimento respectivamente). Una vez finalizada la fase de recuperacion, la
distribucion del contenido cal6rico no varié de manera importante respecto a la observada al
finalizar la fase de exposicion. Asi, el contenido caldrico a este tiempo se repartié entre un
15% de glucogeno, un 72% de proteinas totales y un 13% de lipidos.

4.2.2.8. Indice Hepatosomdtico (HSI)

El contacto de las anguilas con agua contaminada con propanil supuso un aumento del
valor del indice hepatosomatico (HSI) en los animales ya desde las primeras horas de medida
(2 h), si bien este aumento fue razonablemente mayor en los animales expuestos a la
concentracion mas elevada (figura 29). En la experiencia con 0.63 mg/L de propanil las
diferencias entre los distintos valores de HSI calculados fueron significativas (p<0.05) con el
control entre las 2 y las 48 h de exposicion, tal y como muestra el andlisis estadistico de los
resultados (anexo 8.2: ANOVA (p<0.001), tabla 2.12; test de Duncan (p<0.05), figura 2.23).
A partir de las 56 h y hasta finalizar el experimento no se observaron diferencias significativas
(p<0.05) frente al valor inicial. Tampoco se registraron diferencias estadisticamente
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significativas (p>0.05) entre los valores de HSI determinados entre las 2 y 48 h de exposicion
(test de Duncan anexo 8.2: figura 2.23), con un aumento medio durante este intervalo del 27%
(tabla 33).

En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L el aumento determinado en el HSI fue
estadisticamente significativo a lo largo de toda la experiencia (anexo 8.2: ANOVA
(p<0.0001), tabla 2.12; test de Duncan (p<0.05), figura 2.24). EI maximo valor se calculé a
las 2 h de contacto con el herbicida (42% sobre el valor inicial). A partir de este momento, el
aumento del tamafio hepatico se mantendrd uniforme a lo largo de toda la experiencia, de
modo que las diferencias entre los valores calculados no fueron estadisticamente significativas
(p>0.05) (test de Duncan, anexo 8.2: figura 2.24) ni en la fase de exposicion (a excepcion del
1* tiempo de medida), con un incremento medio del 29%, ni durante toda la fase de
recuperacion, donde el incremento medio del HSI fue del 30%. Al finalizar la experiencia
(216 h) el HSI continué incrementado en un 22% (tabla 34).

4.2.2.9. Higado: Contenido Hidrico

El contenido hidrico determinado en muestras hepéticas de las anguilas procedentes de los
dos experimentos con el herbicida aparece en las tablas 33 y 34 y su evolucion a lo largo del
tiempo como porcentaje vs. 0 h se representa en la figura 30.

Como se observa, si tomamos el porcentaje de contenido hidrico en el higado de los
animales antes de ser expuestos al herbicida propanil como valor normal o control, la
exposicion a un medio contaminado con este herbicida alter6 este valor de forma significativa
en las anguilas expuestas (figura 30). Para los animales expuestos a 0.63 mg/L este aumento
fue estadisticamente significativo (p<0.05) a las 2, 12, 48 y 72 h de la fase de exposicion
(anexo 8.2: ANOVA (p<0.0001), tabla 2.13; test de Duncan (p<0.05), figura 2.25). Con
fluctuaciones entre los diferentes tiempos de medida, este incremento positivo del contenido
hidrico registrado a estos tiempos fue en torno al 60% (tabla 33).

Durante la exposicion a 3.16 mg/L de propanil se observé un aumento de este parametro
durante todo el experimento, maximo a las 24 h (98%) como se observa en la figura 30. A
partir de las 48 h y hasta las 168 h de experimento este aumento se mantuvo homogéneo, con
un incremento medio del 50% (tabla 34), pues no se registraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) entre los diferentes valores determinados durante este intervalo (test de
Duncan, anexo 8.2: figura 2.26). El analisis estadistico de los resultados (anexo 8.2: ANOVA
(p<0.0005), tabla 2.13; test de Duncan (p<0.05), figura 2.26) indicd la existencia de
diferencias significativas entre el valor a las 0 h y el determinado para el resto de los tiempos
excepto a las 216 h. Asi, se recuperaron los niveles iniciales de este indice despues de 6 dias
de permanencia de los animales en agua limpia (p>0.05).
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Figura 29. indice hepatosomatico (% vs. O horas) de la anguila A. anguilla durante los diferentes
experimentos. (%)p<0.05.
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4.2.2.10. Higado: Correlacion Lineal entre Parametros (2)

En la tabla 36 se muestran los datos correspondientes a la correlacién lineal entre los
valores obtenidos para las diferentes actividades enzimaticas estudiadas en el higado asi como
para el contenido calérico (CC), indice hepatosomético (HSI) y contenido hidrico (CH) en
este 6rgano entre las dos experiencias con propanil.

Tabla 36. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacion lineal (r) entre los valores
relativos a los enzimas, contenido calérico (CC), indice hepatosomatico (HSI) y contenido hidrico
(CH) estudiados en el higado de las anguilas procedentes de ambos experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

ALT y=-3.13 + 0.816 x 0.82
ALP y=1.09 + 0.525 x 0.56
LDH y=2.47 + 0.947 x 0.72
y-GT y=0.02 + 0.946 x 0.51
CcC y=-22.5+0.951 x 0.90
HSI y=7.24 + 0.625 x 0.58
CH y=10.20 + 0.664 x 0.60

La correlacion lineal resultd bastante elevada en el caso de la enzima ALT, como evidencia
el coeficiente de correlacion de Pearson obtenido (r= 0.82). También seria un buen ajuste el
de los resultados obtenidos para la actividad LDH hepatica, con un coeficiente de correlacion
de 0.72. Sin embargo, y a la vista de los resultados, la bondad del ajuste para la actividad ALP
hepética no fue muy buena (r= 0.56), como tampoco lo fue para la actividad y-GT, con un
coeficiente de correlacion lineal de 0.51. En el caso del contenido cal6rico existe un alto
grado de correlacion lineal entre los valores procedentes de ambos ensayos, con un
coeficiente de 0.90. Sin embargo ni el indice hepatosomatico ni el contenido hidrico tienen un
ajuste optimo, como ponen de manifiesto los bajos coeficientes de correlacion obtenidos (r=
0.58 y r=0.60 respectivamente).
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4.2.2.11. Musculatura Esquelética: Metabolitos

4.2.2.11.1. Glucosa

Los niveles de glucosa en la musculatura esquelética (mg/g) de anguilas procedentes de los
experimentos con propanil se muestran en las tablas 37 y 38 y en la figura 31.

Se observd un aumento significativo (p<0.05) de los niveles en los animales expuestos al
herbicida ya desde las 2 h de exposicion, independientemente de la concentracion ensayada,
aumento que fue significativo (p<0.05) durante toda la experiencia con la concentracion mas
elevada (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.1; test de Duncan (p<0.05), figura 3.2). En
la experiencia con 0.63 mg/L el aumento de los niveles de glucosa fue méaximo entre las 2-12
h de exposicion, con un 117% vs. control. A partir de las 48 h de exposicion (105% vs. 0 h) se
observo una tendencia a la disminucion y recuperacion de los niveles, de manera que entre las
56-72 h de exposicion este aumento fue menor, del 75%. Una vez en la fase de recuperacion
ya no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) frente al control tras 24 h en estas
condiciones, como evidenci6 el analisis estadistico de los resultados (anexo 8.3: ANOVA
(p<0.0001), tabla 3.1; test de Duncan (p<0.05), figura 3.1).

En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L se observé un aumento gradual de la glucosa
muscular que abarcaria desde las primeras 2 h de medida hasta las 48 h, momento en el que se
detectd el maximo aumento (150% sobre los valores control). A partir de aqui los valores se
mantuvieron elevados hasta finalizar la exposicion (127% a las 72 h). La eliminacion del
herbicida del medio permiti6 a los animales cierta recuperacion de la glucosa muscular, con
un aumento medio durante toda esta fase del 55%, sin diferencias significativas (p>0.05) entre
los valores medidos entre las 80-216 h de experimento (test de Duncan, anexo 8.3: figura 3.2),
no obstante seis dias en estas condiciones fueron insuficientes para permitir recobrar los
niveles de partida (p<0.05).

4.2.2.11.2. Lactato

Se produjo un aumento del lactato muscular (mg/g) estadisticamente significativo (p<0.05)
ya desde las primeras horas de medida (2 h) en las anguilas expuestas al herbicida, tal y como
se refleja en las tablas 37 y 38 y figura 32, que se prolong6 durante toda la fase de exposicion
a ambos tratamientos y que mostré una buena correlacién lineal entre las concentraciones de
propanil utilizadas (r=0.88, tabla 39).

En anguilas expuestas a 0.63 mg/L, este aumento de los niveles de lactato, que fue ya del
85% sobre el control a las 2 h, alcanz6 el maximo valor a las 12 h de exposicion, con un
120% sobre las 0 h. Durante el periodo comprendido entre las 24-56 h de exposicion el
aumento fue >100% (figura 32). Tras la trasferencia de los animales a agua exenta de
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GLUCOSA MUSCULO ESquel ético
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Figura 31. Niveles de glucosa (% vs. 0 horas) en la musculatura esquelética de la anguila A. anguilla
durante los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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LACTATO MUSCULO ESguel éticO
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Figura 32. Niveles de lactato (% vs. 0 horas) en la musculatura esquelética de la anguila A. anguilla
durante los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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herbicida y a partir de 24 h en estas condiciones no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) en los niveles de lactato frente al control, tal y como corroboré el analisis estadistico
de los resultados (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.2; test de Duncan (p<0.05), figura
3.2).

En los animales expuestos a 3.16 mg/L, el aumento de los niveles de lactato muscular ya
fue un 101% superior al valor inicial a las 2 h, y al igual que ocurria con la experiencia
anterior, los valores alcanzaron el maximo aumento a las 12 h, con un porcentaje del 135%
sobre el control (figura 32). Este aumento se prolongd durante toda la 12 fase del experimento
y, a diferencia de lo ocurrido en la experiencia con 0.63 mg/L, tras 6 dias de permanencia en
agua sin herbicida no se observé recuperacién (p<0.05), con valores ain un 45% superiores al
valor a las O h al finalizar el experimento (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.2; test de
Duncan (p<0.05), figuras 3.2 y 3.3).

4.2.2.11.3. Glucogeno

Los niveles musculares de glucégeno (mg/g) se reflejan en las tablas 37 y 38 y su
evolucidn a lo largo de los 9 dias de duracion de las experiencias, en porcentaje respecto a las
0 h, se muestra en la figura 33.

Al igual que ocurria con el tejido hepatico, se observd una rapida movilizaciéon de esta
reserva energética en el masculo esquelético, que se inici6 ya a las 2 h de contacto con el
herbicida en ambos tratamientos y que siguié una pauta muy parecida en ambas experiencias,
como evidencid el elevado coeficiente de correlacion lineal obtenido (r=0.93, tabla 39). A este
tiempo, el porcentaje de reduccion fue ya del 45% en anguilas procedentes de ambos
experimentos, porcentaje que se mantuvo sin variacion (p>0.05) hasta el siguiente tiempo de
medida (12 h) con independencia de la procedencia de las anguilas. Otra similitud entre
ambos experimentos lo constituye el hecho de que entre las 48-72 h de la fase de exposicion
las reservas de glucdgeno muscular no superaron el 25% de las registradas a las 0 h y ademas
durante este intervalo las reservas no variaron significativamente entre ellas (p>0.05), como
evidencio el andlisis estadistico de los resultados (test de Duncan, anexo 8.3.: figuras 3.5 y
3.6). Al finalizar la fase de exposicion a propanil la merma en las reservas glucogénicas fue
del 73-74% en las anguilas expuestas a ambos tratamientos.

Durante la fase de recuperacion en agua sin contaminante, las reservas continuaron
mermadas, de manera que los niveles no superaron el 42% en las anguilas procedentes del
experimento con 0.63 mg/L (tabla 37). Asi, durante esta 22 fase, si bien se observaron
oscilaciones en el contenido glucogénico, seis dias de permanencia en estas condiciones
fueron insuficientes para permitir una recuperacion de los niveles de referencia, de manera
que a las 216 h los niveles representaron el 41% del valor inicial en el caso de las anguilas
pre-tratadas con 0.63 mg/L de propanil (figura 33). En el caso de las anguilas expuestas a 3.16
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mg/L de propanil la méxima movilizacion del glucégeno muscular fue determinada a las 80 h
de experimento, es decir, una vez transcurridas 8 h de permanencia de los animales en agua
sin herbicida, con un contenido en glucégeno muscular que sélo supuso el 14% del valor de
referencia (tabla 38). Durante esta fase de recuperacion los niveles no superaron el 32% de los
niveles iniciales en ningun caso, incluso a las 216 h los niveles representaron sélo el 28% en
las anguilas pre-expuestas a 3.16 mg/L (figura 33).

El andlisis estadistico de los resultados reveld la existencia de diferencias significativas
entre el valor control y los valores a los diferentes tiempos en ambos tratamientos (anexo 8.3.:
ANOVA (p<0.0001), tabla 3.3; test de Duncan (p<0.05), figuras 3.5y 3.6).

4.2.2.11.4. Proteinas Totales

Los niveles de proteinas totales en la musculatura esquelética aparecen reflejados, como
porcentaje respecto del valor tomado como control, en la figura 34, y en mg/g en las tablas 27
y 28, segun procedan los animales del experimento con 0.63 6 3.16 mg/L, respectivamente.

Se observo un descenso gradual de las reservas proteicas musculares en las anguilas
expuestas, con independencia de la concentracién de propanil ensayada. Este descenso,
significativo (p<0.05) ya desde el primer tiempo de medida en ambas experiencias, con una
movilizacion del 27% a las 2 h en ambos casos, fue progresando a lo largo de las fases de
exposicion, detectandose la méxima reduccion a las 72 h también en ambos experimentos, con
descensos del 60 % en anguilas expuestas a 0.63 mg/L y del 70% en las tratadas con 3.16
mg/L (figura 34).

Una vez se ubicaron los animales en agua sin propanil no se observé tendencia a la
recuperacion de las proteinas cualquiera que fuese la concentracion ensayada. Incluso los
niveles decayeron ain mas: asi, en el experimento con 0.63 mg/L, entre 24 y 48 h tras la
eliminacion del propanil del medio, las reservas proteicas no superaron el 30% del valor
control. En cualquier caso, a las 216 h las reservas sélo constituyeron un 40% de las
registradas al inicio del experimento. En los animales pre-expuestos a 3.16 mg/L, si bien se
observaron fluctuaciones entre las 96 y 120 h de medida, al finalizar la experiencia el
contenido proteico supuso s6lo un 30% de las reservas proteicas registradas inicialmente
(figura 34).

El analisis estadistico de los resultados ratifico lo expuesto: el ANOVA indicé la existencia
de diferencias significativas (p<0.0001) en ambos experimentos, que el posterior test de
Duncan revel06 (p<0.05) entre las concentraciones de proteinas determinadas a las 0 h y a los
demas tiempos (anexo 8.3: tabla 3.4 y figuras 3.7 y 3.8).
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Figura 33. Niveles de glucégeno (% vs. 0 horas) en la musculatura esquelética de la anguila A.
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4.2.2.11.5. Colesterol

Tal y como se refleja en las tablas 37 y 38, donde se detallan los resultados de colesterol en
musculo de la anguila obtenidos en mg/g, se observo un descenso significativo de los niveles
de colesterol como consecuencia de la exposicion de las anguilas a propanil, como evidencid
el andlisis estadistico de los resultados (anexo 8.3.: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.5; test de
Duncan (p<0.05), figuras 3.9 y 3.10). Esta movilizacion fue progresivamente en aumento a lo
largo de las fases de exposicion y de recuperacion (figura 35), de modo que no se recuperaron
los valores control en los animales procedentes de ambos tratamientos (p<0.05), como puso
en evidencia el test de Duncan (anexo 8.3: figuras 3.9 y 3.10).

En el experimento con una concentracion de propanil de 0.63 mg/L, los niveles de
colesterol descendieron un 20% durante las primeras horas de tratamiento (2 h), descenso que
no varié significativamente entre las 2 y las 24 h, como demostro el test de Duncan (anexo
8.3: figura 3.9). A partir de las 48 h se observo un descenso de mas del 40% respecto al valor
inicial, que se mantuvo hasta finalizar la fase de exposicion e incluso hasta 8 h después de
ubicar a los animales en agua sin herbicida (figura 35), ya que no hubo diferencias
significativas (p>0.05) entre los valores determinados entre las 48-80 h de experimento (test
de Duncan, anexo 8.3: figura 3.9).

De cualquier modo, la transferencia de los animales a un medio sin propanil durante seis
dias no fue suficiente para permitir la recuperacion de los niveles de colesterol iniciales. Entre
las 96-120 h los niveles solo supusieron un 30% de los medidos a las 0 h (figura 35) y al
finalizar la experiencia (entre las 168 y 216 h) el contenido de colesterol muscular sélo
representd un 46% del valor inicial.

En los animales expuestos a una concentracién de propanil mas elevada, de 3.16 mg/L, ya
a las 2 h se observd un descenso ligeramente superior, del 36%, respecto al valor inicial
(figura 35). A medida que fue progresando la fase de exposicion, los niveles de colesterol
fueron descendiendo paulatinamente, de modo que al finalizar esta fase se detectd un
descenso del 66% respecto al valor control.

Tampoco en este experimento, la eliminacién del herbicida del medio experimental
permitid el restablecimiento de los niveles de partida. Asi, durante las primeras 24 h en estas
condiciones (entre las 80 y las 120 h desde el inicio del experimento) los niveles no superaron
el 55% del valor inicial, e incluso descendieron ain mas al finalizar la fase de recuperacion,
de manera que a las 216 h los niveles de colesterol sélo supusieron un 25 % sobre los medidos
a las 0 h (figura 35).
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4.2.2.11.6. Triglicéridos

Los resultados obtenidos para este metabolito, expresados en mg/g, aparecen reflejados en
las tablas 27 y 28 y en la figura 36 aparecen representados como porcentaje vs. 0 h.

En los animales expuestos a 0.63 mg/L de propanil se produjo un descenso significativo
(p<0.05) de los triglicéridos musculares solo después de 72 h de contacto con el herbicida,
con un 55% de descenso respecto a las 0 h (figura 36) que se prolong6 durante toda la fase de
recuperacion en agua exenta de propanil. De hecho, el maximo descenso se registro tras 24-48
h en estas condiciones (entre las 96 y 120 h desde el inicio del experimento) y durante este
tiempo los triglicéridos solo representaron un 37% de los niveles a las 0 h. Al finalizar esta 22
fase si bien se observo un cierto aumento, los valores representaron aun un 63% del valor
control.

El analisis estadistico de los resultados evidencio la existencia de diferencias significativas
(anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.6) que el posterior test de Duncan (p<0.05) concretd
entre el valor a las 0 h y los registrados desde las 72 h hasta la finalizacion del experimento
(anexo 8.3: figura 3.11).

Para los animales expuestos a 3.16 mg/L, la movilizacion de los triglicéridos musculares
comenzd antes, desde las 2 h de exposicion, con un descenso del 21% respecto al valor
control. Este descenso se mantuvo homogeéneo durante toda la fase de exposicion, de hecho, y
como evidencid el test de Duncan, no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre
los diferentes valores determinados a lo largo de esta fase (entre las 2-72 h) (anexo 8.3: figura
3.12). A lo largo de la 22 fase del experimento la movilizacién fue aumentando de forma
progresiva y estadisticamente significativa (p<0.05) de manera que el méaximo descenso
observado durante toda la experiencia se produjo entre las 168 y 216 h, con unos niveles que
representaron sélo un 43% de los determinados a las 0 h (figura 36). El analisis de la varianza
sefiald la existencia de diferencias significativas (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.6)
que el posterior test de Duncan (p<0.05) concreto6 entre el valor a las 0 h y todos los demas
tiempos a excepcion de las 12 h de exposicion (anexo 8.3: figura 3.12).

4.2.2.12. Musculatura Esquelética: Correlacion Lineal entre
Parametros (1)

En la tabla 39 se muestra la correlacion lineal entre los valores obtenidos para los
metabolitos estudiados en el musculo esquelético en ambas experiencias con propanil.

En general, la correlacion lineal para los metabolitos estudiados en el musculo no fue tan
elevada como en el higado (apdo. 4.3.5). Asi, en el caso de la glucosa el coeficiente de
correlacion lineal obtenido fue sélo de 0.63. Respecto al resto de metabolitos relacionados con
el metabolismo de los carbohidratos, es decir, lactato y glucogeno, si se observa una buena
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correlacion lineal y al igual que en el higado, resultd muy elevada, con unos coeficientes de
correlacion de Pearson de 0.88 para el lactato y de 0.93 para el glucdgeno. Para las proteinas
totales se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal de 0.75, seguido del colesterol muscular
donde este coeficiente adoptd un valor de 0.72. A diferencia de lo observado en el higado,
para los triglicéridos musculares existe un peor ajuste (r= 0.67).

Tabla 39. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacion lineal (r) entre los valores
relativos a los metabolitos estudiados en el masculo esquelético de las anguilas procedentes de ambos
experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

Glucosa y=0.33 + 0.596 x 0.63
Lactato y=0.65+ 0.711 x 0.88
Glucogeno y=-0.41 +1.027 x 0.93
Proteinas totales y=68.86 + 0.698 x 0.75
Colesterol y=0.74 + 0.767 x 0.72
Triglicéridos y=12.05 + 0.346 x 0.67

4.2.2.13. Musculatura Esquelética: Enzimas

4.2.2.13.1. Actividad Alanina Aminotransferasa (ALT)

En las tablas 40 y 41 se indican los valores correspondientes a la actividad ALT
(umol/min/g) determinados en el musculo de las anguilas tratadas con propanil.

Tal y como se refleja en la figura 37, se observaron fluctuaciones en la medida de la
actividad ALT durante la fase de exposicion a propanil en ambas experiencias, con una
reduccion estadisticamente significativa (p<0.05) en algunos tiempos de medida. En el
experimento con 0.63 mg/L se observo un descenso medio del 30% durante esta fase, que fue
estadisticamente significativo (p<0.05) a todos los tiempos excepto a las 48 h. En el caso de
las anguilas tratadas con 3.16 mg/L se observo un descenso del 30%, sélo significativo
(p<0.05) a las 24 h de exposicion (figura 37).

Una vez en agua exenta de propanil, la actividad continud alterada e incrementada
significativamente (p<0.05) en algunos tiempos de medida, independientemente de la
procedencia de los animales. En el experimento con 0.63 mg/L esta actividad mostro
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diferencias significativas (p<0.05) con el control entre las 96 y las 120 h, con un incremento
medio del 35% sobre el valor a las O h. En los animales pre-tratados con 3.16 mg/L esta
actividad aumentd significativamente entre las 80 y las 96 h de experimento, con unos
porcentajes del 35 y del 49% respectivamente. En cualquier caso, la actividad ALT muscular
se recuperd ya que tras seis dias en agua sin propanil no se determinaron diferencias
significativas (p>0.05) para esta actividad respecto de sus respectivos valores control en las
anguilas procedentes de ambos experimentos, tal y como revelo el andlisis estadistico de los
resultados (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.7; test de Duncan (p<0.05), figuras 3.13 y
3.14).

4.2.2.13.2. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP)

La actividad enzimatica ALP (umol/min/g) en misculo esquelético de anguilas expuestas a
propanil se detallan en las tablas 40 y 41 y su evolucién a lo largo de las 216 h que dur6 cada
experimento se ilustra en la figura 38.

Tal y como se desprende de los resultados, se observaron alteraciones en esta funcion
enzimatica en los animales expuestos a propanil (figura 38). En la experiencia con 0.63 mg/L
se observd un incremento de la actividad ALP muscular (figura 38) estadisticamente
significativo (p<0.05) respecto al control entre las 48 h y las 72 h de la fase de exposicion,
con un aumento medio del 50%, y sin observarse diferencias significativas (p>0.05) entre los
valores determinados durante este intervalo (test de Duncan, anexo 8.3: figura 3.16). Este
aumento de la actividad ALP muscular fue notorio incluso una vez eliminado el propanil del
medio, con diferencias significativas (p<0.05) respecto al valor de referencia hasta 4 dias en
estas condiciones, si bien la actividad mostré un incremento menor, del 28% de media vs.
control, recuperandose la actividad normal antes de finalizar la experiencia, tal y como mostré6
el andlisis estadistico de los resultados (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0005), tabla 3.8; test de
Duncan, figura 3.16).

Tal y como refleja la figura 38, se observé mayor y mas temprana alteracion en esta
funcion enzimaética en los animales expuestos a la concentracion mas elevada. Asi, la
actividad ALP mostr6 un aumento significativo (p<0.05) desde el inicio del experimento con
3.16 mg/L (80% vs. control a las 2 h). Este incremento se mantuvo por encima del 50%
durante toda la fase de exposicion, con un 73% al finalizar la misma y que se prolong6
incluso tras 8 h ya en la fase de recuperacién, puesto que este valor no mostré diferencias
significativas (p>0.05) con los determinados entre las 24 y las 72 h de la fase de exposicion
(test de Duncan, anexo 8.3: figura 3.15). Tras 24 h en estas condiciones el aumento observado
fue aun del 48%, pero se recupero la actividad normal tras 48 h de permanencia en agua libre
de propanil.
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El analisis estadistico de estos resultados mostro la existencia de diferencias significativas
(p<0.05) entre el valor control y todos los determinados entre las 2 y las 96 h de experimento
(anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.8; test de Duncan, figura 3.15).

4.2.2.13.3. Actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH)

En las tablas 40 y 41 se expresan los valores de la actividad enziméatica LDH (umol/min/g)
en el masculo esquelético de anguilas expuestas a propanil.

Tal y como se refleja en la figura 39, donde se representan graficamente los resultados
obtenidos en forma de porcentajes, al exponer a los animales a 0.63 mg/L de propanil se
observo un aumento de la actividad LDH ya desde el inicio del experimento, que se mantuvo
homogéneo durante el intervalo entre las 2-56 h de exposicion, con un aumento medio del
35%. El andlisis estadistico de los resultados no encontrd diferencias significativas (p>0.05)
para los valores comprendidos entre estos tiempos de muestreo (test de Duncan, anexo 8.3:
figura 3.17). La maxima actividad enzimatica se registro a las 72 h de exposicion con un 60%
sobre el valor a las O h. Las alteraciones observadas en la actividad LDH se prolongaron
durante la 22 parte del experimento, con un aumento medio también del 35% entre las 80 y las
120 h, sin diferencias significativas (p>0.05) entre estos valores. Una vez ubicados los
animales en agua sin plaguicida, se recuperaron los valores de partida tras 48 h en estas
condiciones (tabla 40), y a partir de este tiempo no se observaron diferencias significativas
(p>0.05) entre los valores a los diferentes tiempos de medida y el determinado a las 0 h como
control.

En el caso de los animales procedentes del experimento con 3.16 mg/L la actividad LDH
muscular sufrié un aumento paulatino y estadisticamente significativo (p<0.05) desde las 24 h
de exposicion (40%), que alcanzd su maximo entre las 72 y las 96 h de experimento, con un
aumento medio sobre el valor control durante este periodo del 69%. Durante la fase de
recuperacion, a diferencia de lo observado en los animales expuestos a 0.63 mg/L, donde la
actividad se recuperd tras 96 h de permanencia en agua no contaminada, en este caso la
actividad LDH se mantuvo alterada a lo largo de toda la experiencia (p<0.05), de manera que
tras 6 dias en estas condiciones aun se registré un 86% de incremento (tabla 41).

El andlisis estadistico ratifico estos resultados: en el tratamiento con 0.63 mg/L de
propanil, el ANOVA sefial6 la existencia de diferencias significativas (p<0.0001), que el test
de Duncan (p<0.05) establecio entre la actividad a las 0 h y las actividades comprendidas
entre las 2 y las 120 h (anexo 8.3: tabla 3.9 y figuras 3.17 y 3.18). EI ANOVA
correspondiente para el experimento con 3.16 mg/L indicO la existencia de diferencias
significativas (p<0.0001) entre los valores medidos a diferentes tiempos y el control, que el
posterior test de Duncan determino (p<0.05) entre las actividades enzimaticas determinadas a
las 0 h y el resto de los tiempos, salvo alas 2 y las 12 h.
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4.2.2.13.4. Actividad y-Glutamil Transferasa (y-GT)

La exposiciéon a 0.63 mg/L de propanil provoco un aumento de la actividad enzimatica y-
GT (umol/min/g) (tabla 40, figura 40), estadisticamente significativo (p<0.05) entre 2-80 h
del experimento, maximo a las 48 h de exposicion con un aumento del 45% sobre el valor
inicial. Este aumento de la actividad se mantuvo estabilizado entre las 48 y las 80 h del
experimento, no observandose diferencias significativas (p>0.05) entre estos valores (test de
Duncan, anexo 8.3: figura 3.20). A partir de este momento, que se corresponde con 8 h de
permanencia de los animales en la fase de recuperacion, no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) frente al control, tal y como confirmé el analisis
estadistico de los resultados (anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.10; test de Duncan
(p<0.05), figura 3.20).

La exposicion de las anguilas a una concentracion superior de propanil provoco un mayor
y mas répido aumento de la actividad y-GT en la musculatura esquelética de los animales
experimentales, que se prolong6 préacticamente durante toda la experiencia con 3.16 mg/L, tal
y como se refleja en la tabla 41 y la figura 40. La maxima actividad se registr6 a las 56 h de
exposicion, con un 75% sobre el valor a las 0 h. Durante toda la fase de recuperacion se
mantuvo un incremento medio de la actividad del 40%, de modo que después de 144 h en
agua limpia no se restauraron los niveles normales de esta actividad (p<0.05). Aunque durante
la fase de exposicion se observaron fluctuaciones en la actividad y-GT, durante la fase de
recuperacion el aumento observado se mantuvo muy homogéneo, puesto que no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) entre los valores determinados a lo largo de esta fase (test
de Duncan, anexo 8.3: figura 3.19). El analisis estadistico ratificoO estos resultados: se
evidencio la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad a las 0 h y en
el resto de los tiempos salvo a las 24 y 72 h de la fase de exposicion (anexo 8.3: ANOVA
(p<0.0001), tabla 3.10; test de Duncan (p<0.05), figura 3.19).

4.2.2.14. Musculatura esquelética: Contenido Calorico

Se observé un descenso del contenido caldrico de la musculatura esquelética de los
animales expuestos al herbicida propanil, constatandose ademas una correlacion lineal entre
las concentraciones de propanil utilizadas (r=0.78, tabla 43). Esta disminucién fue
estadisticamente significativa (p<0.05) ya desde primeras horas de exposicion (2 h) y se
prolongd durante las 216 horas que durd la experiencia independientemente del ensayo de
donde procedieron los animales, tal y como evidencio el analisis estadistico de los resultados
(anexo 8.3: ANOVA (p<0.0001), tabla 3.11; test de Duncan (p<0.05), figuras 3.21y 3.22),.

A las 2 h de exposicion a 0.63 mg/L de propanil las reservas energéticas (cal/g)
descendieron un 21% respecto de las determinadas a las 0 h. Se observaron fluctuaciones a lo
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largo del tiempo durante la fase de exposicion, aunque en cualquier caso fueron siempre
estadisticamente diferentes (p<0.05) con el control. EI minimo valor para el contenido
caldrico durante esta 12 fase se determind al finalizar la misma, a las 72 h, con sélo un 41%
del valor control (figura 41). Durante la fase de recuperacion no se observo tendencia al
restablecimiento del contenido calérico, de manera que las reservas continuaron mermadas, e
incluso tras 24-48 h en estas condiciones constituyeron solo un 30% de las reservas iniciales.
Cabe senalar que el contenido calérico muscular fue inferior al 50% durante toda esta 22 fase
del experimento (tabla 40, figura 41).

Tal y como queda reflejado en la tabla 41, la reduccion en el contenido calérico muscular
fue mas drastica en la experiencia con la concentracion mas elevada de propanil,
fundamentalmente durante la fase de exposicién: a las 2 h los niveles supusieron un 73% de
los iniciales, valor que fue descendiendo progresivamente hasta las 72 h de exposicion, donde
solo representaron un 36%. Una vez en la 22 fase, y al igual que ocurria con la experiencia
previa, tampoco se observo recuperacion de los niveles de referencia, de manera que la
energia fisiologicamente disponible durante esta fase no fue superior al 50%, e incluso
representd solo un 31% respecto al valor inicial al final de la experiencia (figura 41).

En la tabla 42 se comparan los porcentajes de reduccién de glucégeno, proteinas totales y
lipidos (colesterol y triglicéridos) en la musculatura esquelética al finalizar las fases de
exposicion (72 h) y recuperacion (216 h), en las dos experiencias con propanil. Asimismo se
detallan los porcentajes en los que se distribuyd el contenido calérico entre las diferentes
reservas energéticas a las 0 h, 72 h y 216 h de experimento, que coinciden con el inicio y final
de la fase de exposicion y final de la fase de recuperacion.

Al igual que ocurrié en el higado, en la experiencia con 0.63 mg/L de propanil la mayor
movilizacién al finalizar la fase de exposicion la sufrié el glucogeno muscular, con un
porcentaje de reduccion del 77%, acompafiado de una menor movilizacién tanto de proteinas
como de lipidos, con unos porcentajes de reduccion bastante similares, del 59% y del 54%
respectivamente. Sin embargo, los porcentajes de reduccion tanto de proteinas totales como
de lipidos musculares fue casi el doble de lo que ocurria en el higado (apdo 4.3.7).
Conjuntamente, estas movilizaciones se tradujeron en una disminucion del 59% del contenido
caldrico registrado en la musculatura esquelética al finalizar la fase de exposicién (72 h).

Una vez finalizada la fase de recuperacion se observé un ligero restablecimiento de las
reservas de glucdgeno, con un porcentaje de reduccién del 59%. Algo similar sucedi6 con las
reservas lipidicas, de manera que a las 216 h del experimento se determin6 un porcentaje de
reduccion menor, del 42%. Se observo, sin embargo, una nula recuperacion del componente
proteico, de hecho los porcentajes de reduccion al finalizar las dos fases del experimento
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fueron idénticos (59%). El contenido caldrico al finalizar la fase de recuperacion mostro
todavia un descenso del 56% respecto al control.

En las anguilas sometidas a 3.16 mg/L de propanil, también se observd que la reserva mas
utilizada en el masculo al finalizar la fase de exposicién fue el glucogeno, con un porcentaje
de reduccién similar en ambos experimentos (76%). En este caso, las anguilas hicieron un
mayor uso de las reservas proteicas si nos atenemos al mayor porcentaje de reduccion, del
69% a las 72 h. La reduccidn del contenido lipidico al finalizar la 12 fase del experimento fue
del 39%. Todo ello confirmaria los bajos niveles de contenido calérico observados tras 72 h
de permanencia de los animales en un medio con 3.16 mg/L de herbicida, donde la energia
fisiolégicamente disponible estuvo muy mermada y no fue superior al 36% del valor al
comienzo del experimento.

Al igual que ocurria en el higado, no se observo recuperacion alguna de los niveles de
glucdgeno, proteinas totales o lipidos en las anguilas pre-tratadas con la concentracién mas
elevada de propanil una vez eliminado éste del medio, como confirman los datos obtenidos al
finalizar la fase de recuperacién (72, 70 y 61% de reduccion respectivamente), lo cual avalaria
la mayor reduccion del contenido caldrico del masculo al finalizar esta experiencia con 3.16
mg/L (31% del valor a las 0 h).

Tabla 42. Porcentajes de reduccion de las reservas energéticas en la musculatura esquelética de
Anguilla anguilla a las 0, 72 y 216 horas de cada experiencia con propanil, y porcentajes en los que se
distribuyd el contenido calérico entre los diferentes pardametros energéticos a estos mismos tiempos.

1/50 CL5-96 h: 0.63 mg/L propanil

Glucégeno | Proteinas Lipidos Glucégeno @ Proteinas Lipidos
Oh 0 0 0 2 83 15
72 h 77 59 54 1 82 17
216 h 59 59 42 1 78 21

1/10 CL50-96 h: 3.16 mg/L propanil

Glucégeno | Proteinas Lipidos Glucégeno @ Proteinas Lipidos
Oh 0 0 0 2 83 15
72 h 76 69 39 1 73 26
216 h 72 70 61 1 79 20
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En cuanto a la distribucion de la energia fisiolégicamente disponible entre los diferentes
metabolitos energéticos en el masculo de las anguilas a las 0 h, se observa que el mayor
porcentaje, un 83%, lo constituyen las proteinas, seguido de los lipidos, con un 15%, mientras
que las reservas de glucégeno solo representan un 2%, independientemente del experimento
del que procedan.

En el experimento con 0.63 mg/L de propanil, y tras la movilizacion experimentada por las
diferentes variables energéticas después de 72 h de exposicion, el contenido calorico quedd
distribuido como sigue: un 82% correspondio a las proteinas totales, un 17% a los lipidos y un
1% al glucogeno. Al final del experimento, la ligera recuperacion de las reservas glucogénicas
y lipidicas unido a la nula recuperacion de las proteinas totales, se reflejo en los porcentajes
en los que se distribuy6 el contenido calérico: un 78% de proteinas totales y un 21% de
lipidos y un 1% de glucdgeno.

En la experiencia con 3.16 mg/L, la mayor movilizacién de las proteinas musculares se
tradujo en que la energia fisiologicamente disponible a partir de éstas se viera reducida desde
un 83% inicial hasta un 73% después de 72 h de contacto con el herbicida. Mientras, los
lipidos, con un menor descenso, llegaron a representar el 26% del contenido calorico
muscular tras el periodo de exposicion (15% a las 0 h). El glucdgeno muscular también sufrio
una importante movilizacion (76%), no obstante, su aporte al contenido calérico muscular es
muy bajo (2% a las 0 h). Tras la fase de recuperacién las proteinas totales volvieron a
aumentar hasta un 79%. Se observd, sin embargo, un descenso de los lipidos, que de
representar un 26% al finalizar la fase de exposicion (72 h), pasaron a representar un 20% tras
seis dias de permanencia de los animales en agua limpia (216 h de experimento), debido a una
mayor movilizacion de estos ultimos respecto de la observada al final de la exposicion.

4.2.2.15. Musculatura esquelética: Contenido Hidrico

En las tablas 40 y 41 se muestran los niveles relativos al contenido hidrico en el musculo
esquelético de anguilas procedentes de los distintos experimentos.

Se observaron alteraciones en el equilibrio hidrico muscular en las anguilas procedentes de
los experimentos con el herbicida (figura 42). En anguilas expuestas a la concentracion menor
(0.63 mg/L), las diferencias con el control se hicieron significativas (p<0.05) en algunos
tiempos de medida durante la fase de exposicién y ya de un modo continuo durante toda la
fase de recuperacion, segun los resultados del analisis estadistico (anexo 8.3: ANOVA
(p<0.0005), tabla 3.11; test de Duncan (p<0.05), figura 3.21). A los 4 dias desde el inicio del
experimento se observo el maximo aumento en el contenido hidrico, con un incremento del
135% vs. control. Al final de la experiencia el valor determinado fue un 75% superior al valor
tomado como control (tabla 40 y figura 42).
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Las alteraciones en el equilibrio hidrico muscular fueron méas evidentes en los peces
procedentes del experimento con la concentracion mas elevada (figura 42). EI ANOVA
(anexo 8.3, tabla 3.11) demostrd la existencia de diferencias significativas (p<0.0005), que el
test de Duncan (p<0.05) concreto entre el valor a las 0 h y el determinado a todos los demas
tiempos en anguilas expuestas 3.16 mg/L (anexo 8.3, figura 3.22). La maxima alteracion se
observo a las 12 h de exposicion, con un aumento del 225% vs. control. Si bien se observaron
oscilaciones a lo largo de la fase de exposicion, el contenido hidrico siempre fue superior al
100% durante esta 12 fase, con un 166% sobre el valor inicial al finalizar la misma (72 h).
Este mismo grado de alteracion se observo incluso una vez transferidas las anguilas a agua sin
propanil, de manera que durante toda la fase de recuperacion el incremento medio del
contenido hidrico fue del 180% respecto a las 0 h, no observandose diferencias significativas
(p<0.05) entre los valores determinados entre las 72 y las 216 h de experimento (test de
Duncan, anexo 8.3: figura 3.22). Por tanto, al finalizar el experimento (9 dias) el contenido
hidrico estaba incrementado ain en un 180% (tabla 41).

4.2.2.16. Musculatura Esquelética: Correlacion Lineal entre
Parametros (2)

En la tabla 43 se muestran las correlaciones lineales calculadas entre los valores obtenidos
para las enzimas, contenido caldrico (CC) y contenido hidrico (CH) estudiadas en este tejido
entre las dos experiencias con propanil.

Tabla 43. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacién lineal (r) entre los valores
relativos a los enzimas, contenido calérico (CC) y contenido hidrico (CH) estudiados en la
musculatura esquelética de las anguilas procedentes de ambos experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

ALT Y=0.31+0.517 x 0.67
ALP y=-0.05 + 1.54 x 0.71
LDH y=135.5 + 0.227 x 0.14
y-GT y=0.08 + 0.663 x 0.58
cC y=386.2 + 0.694 x 0.78
CH y=0.12 +1.119 x 0.77
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En el caso de las enzimas, solamente parece ajustarse a una funcion lineal la actividad
ALP, como evidencia el coeficiente de correlacion lineal obtenido (r= 0.71). También el
contenido calorico asi como el contenido hidrico, muestran la existencia de una buena
correlacion lineal entre los valores obtenidos en ambos experimentos con propanil (r= 0.78 y
r=0.79 respectivamente). Sin embargo, y a diferencia de lo observado en el higado, en el caso
de las actividades enzimaticas ALT y y-GT la correlacion lineal obtenida en el muasculo es
peor (r= 0.67 y r= 0.58 respectivamente). Tampoco la enzima LDH se ajust6 a una funcion
lineal, como pone de manifiesto el bajo coeficiente de correlacion obtenido (r= 0.14).

4.2.2.17. Cerebro: Metabolitos

4.2.2.17.1. Glucosa

Se registrd una rapida caida de los niveles de glucosa cerebrales (mg/g) en las anguilas
procedentes de ambos experimentos desde los primeros momentos de contacto con el
herbicida (tablas 44 y 45 y figura 43), seguido de un posterior aumento, de modo que durante
ambos experimentos, independientemente de la concentracion ensayada, se observaron
fluctuaciones que siguieron la misma pauta en ambos casos (r=0.75, tabla 46).

En la experiencia con 0.63 mg/L de propanil, los niveles disminuyeron drasticamente, de
manera que ya a las 2 h representaban un 40% del valor a las 0 h. A partir de este momento se
observé una tendencia a aumentar y recuperar los niveles de glucosa cerebral, de modo que al
finalizar esta fase (72 h) los valores estaban incluso aumentados significativamente (p<0.05)
frente al valor inicial.

También se observo una dréstica reduccion de la glucosa cerebral en las anguilas expuestas
a una concentraciéon mayor de propanil, de modo que a las 2 h de experimento representaba
s6lo un 33% del valor inicial y que se mantuvo muy disminuida hasta 48 h después, momento
en el cual los valores se incrementaron de manera significativa frente al control (p<0.05), al
igual que a las 56 h. A partir de este tiempo de medida no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) con el control, de modo que antes de finalizar la fase de exposicion se
lograron equilibrar los valores de glucosa cerebral.

De cualquier modo, y en ambos experimentos, durante la fase de recuperacion se volvieron
a determinar diferencias significativas (p<0.05) con el valor inicial a partir de 120 h de
experimento, probablemente como reajustes de las alteraciones fisioldgicas producidas en los
animales durante su exposicion a este herbicida. Asi, los niveles de glucosa al finalizar el
experimento fueron todavia estadisticamente diferentes (p<0.05) con el valor a las 0 h,
representando un 70% o un 50% respecto de éste, segun los animales procedieran del
experimento con 0.63 mg/L o con 3.16 mg/L de propanil.
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Figura 43. Niveles de glucosa (% vs. 0 horas) en el cerebro de la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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El ANOVA reveld la existencia de diferencias significativas (p<0.0001) entre los valores
determinados a lo largo de cada tratamiento con propanil, que el test de Duncan evidencid
(p<0.05) entre los niveles a las 0 h y el resto de los tiempos salvo entre las 72-96 h en la
experiencia con 3.16 mg/L, y entre las 0 h y las 2, 12 y 72 de la fase de exposicién y las 120-
216 h ya en la fase de recuperacion en la experiencia con 0.63 mg/L (anexo 8.4: tabla 4.1,
figuras 4.1y 4.2).

4.2.2.17.2. Lactato

Esta drastica reduccion de la glucosa cerebral (apdo. 4.3.17.1) estuvo acompafiada de un
aumento de los niveles lactato (mg/g) en los animales expuestos al plaguicida y que se
prolongd hasta finalizar las experiencias (tablas 44 y 45). Este aumento se correlaciond
linealmente entre las concentraciones de propanil empleadas, como evidenci6 el coeficiente
de correlacién lineal obtenido entre ambos experimentos (r=0.81, tabla 46). Este incremento,
estadisticamente significativo (p<0.05) ya a las 2 h de exposicion a 0.63 mg/L (51% vs. 0 h),
alcanzo6 el méximo valor a las 12 h, con un aumento del 95% sobre el valor control (figura
44), que se mantuvo practicamente hasta las 56 h de exposicion. A partir de este momento se
observé una tendencia progresiva a la recuperacion: entre las 72 y las 96 h los niveles fueron
de media ya un 57% superiores al inicial, y a partir de las 120 h (48 h en agua limpia)
estuvieron aumentados s6lo un 36% respecto al valor registrado al inicio de la experiencia
(tabla 44).

El aumento de los niveles de lactato cerebrales fue aln méas patente en anguilas expuestas a
una concentracion de propanil cinco veces superior (3.16 mg/L): desde el primer tiempo de
medida el aumento fue ya del 110% sobre el control, alcanzando el méaximo valor, un 155%,
en las primeras 24 h de exposicion (figura 44). Durante esta fase, si bien se observaron
oscilaciones, los niveles estuvieron siempre aumentados por encima del 100% respecto al
valor inicial. Al finalizar esta 12 fase (72 h) fueron del 130% sobre el control (60% en el
experimento con 0.63 mg/L). Este aumento durante la exposicién de los animales a propanil
se prolongd también durante toda fase de recuperacién, de forma que tras seis dias en agua sin
plaguicida ain se determinaron valores un 95% superiores a los registrados al inicio de la
experiencia (tabla 45).

El andlisis de la varianza (anexo 8.4: tabla 4.2.) sefialé la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre los valores determinados a lo largo de los experimentos
con propanil (p<0.0001). El test de Duncan demostro que tales diferencias eran significativas
entre los valores a las 0 h y al resto de los tiempos en ambos experimentos (anexo 8.4: figuras
43y4.4).
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Figura 44. Niveles de lactato (% vs. 0 horas) en el cerebro de la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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Figura 45. Niveles de proteinas totales (% vs. 0 horas) en el cerebro de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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4.2.2.17.3. Proteinas Totales

Los niveles proteicos, expresados en mg/g, determinados en el cerebro de anguilas
expuestas a propanil se muestran en las tablas 44 y 45.

En la experiencia con 0.63 mg/L se observé un descenso progresivo y significativo
(p<0.05) desde las 56 h de exposicion (del 30%) que fue maximo 24 h més tarde (a las 72 h),
con un descenso del 45% sobre el valor control (figura 45). La movilizacion de las proteinas
totales se prolongd también una vez transferidos los animales a agua sin herbicida, de forma
que los niveles proteicos representaron un 73% de los determinados a las 0 h (27% de
descenso) durante la 22 fase del experimento. Esta disminucion se mantuvo homogénea, de
modo que el test de Duncan no reveld la existencia de diferencias significativas (p>0.05) entre
los valores determinados durante toda esta 22 fase (anexo 8.4: figura 4.5).

El andlisis estadistico de los resultados reveld la existencia de diferencias significativas
(p<0.05) entre el valor control y los tomados entre las 56 y las 216 h del experimento (anexo
8.4: ANOVA (p<0.0001), tabla 4.3; test de Duncan (p<0.05), figura 4.5).

En el experimento con la concentracion de 3.16 mg/L se observé un descenso de los
niveles proteicos del 20% desde el inicio hasta las 56 h de experimento, descenso que aun se
incremento a un 35% al final de la fase de exposicion. No hubo tendencia a la recuperacién de
los valores iniciales una vez desaparecido el herbicida del medio, de hecho el minimo valor se
determind tras 24 h en agua limpia (55%) y al final de la experiencia.

El andlisis estadistico de los resultados mostré la existencia de diferencias significativas
(p<0.05) entre el valor control y el resto de los tiempos excepto el tomado a las 12 h (anexo
8.4: ANOVA (p<0.0001), tabla 4.3; test de Duncan (p<0.05), figura 4.6).

4.2.2.18. Cerebro: Enzimas

4.2.2.18.1. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP)

La actividad enzimatica fosfatasa alcalina (ALP) cerebral (umol/min/g) en las anguilas
durante los experimentos con propanil aparece detallada en las tablas 44 y 45 y representada
graficamente como porcentajes en la figura 46.

En los animales expuestos a 0.63 mg/L de propanil se observé una alteracion de esta
actividad cerebral durante las primeras 24 h de contacto de los animales con el herbicida (fase
de exposicidn), con un incremento significativo (p<0.05) durante este tiempo, que fue
maximo a las 12 h con un 53% sobre la actividad inicial (tabla 44). También fueron
significativos los aumentos determinados a las 80 y 96 h ya en la fase de recuperacion (25%
vs. 0 h) y a las 168 h (30% vs. 0 h), tal y como evidencid el analisis estadistico de los
resultados (anexo 8.4: ANOVA (p<0.005), tabla 5.4; test de Duncan (p<0.05), figura 4.7).
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Figura 46. Actividad enzimatica ALP (% vs. 0 horas) en el cerebro de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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El tratamiento con una concentracion de propanil superior (3.16 mg/L), provocé un
aumento de la actividad ALP estadisticamente significativo (p<0.05) a partir de las 12 h de
exposicion, con un aumento del 55% sobre la actividad a las 0 h (figura 46), maximo aumento
detectado durante la experiencia. Este incremento, si bien con oscilaciones, se prolongo hasta
finalizar la fase de exposicion, con 41% sobre la actividad inicial a las 72 h. No hubo
posterior recuperacion de la actividad ALP durante la 22 fase del experimento, de manera que
se mantuvo alterada, con un incremento medio del 32 %, durante toda la fase (el test de
Duncan no detectdé diferencias significativas (p>0.05) entre los diferentes valores
determinados a lo largo de la misma).

El analisis estadistico de los resultados del experimento con 3.16 mg/L reveld la existencia
de diferencias significativas (p<0.05) entre el valor inicial y el resto de los tiempos a
excepcion de las 2 y las 24 h (anexo 8.4: ANOVA (p<0.0001), tabla 4.4; test de Duncan
(p<0.05), figura 4.8).

4.2.2.18.2. Actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH)

En las tablas 44 y 45 aparecen los valores correspondientes a la actividad lactato
deshidrogenasa (LDH) cerebral (umol/min/g) de los animales expuestos a 0.63 y 3.16 mg/L
de propanil.

En la figura 47 se observa como la actividad LDH cerebral sufrié alteraciones a lo largo de
las fases de exposicion, fundamentalmente en los animales expuestos a la concentracion de
propanil mas elevada.

Durante la exposicién a 0.63 mg/L de herbicida se observaron alteraciones en la funcion
LDH, que en algunos casos (a las 2 y a las 48 h) fueron estadisticamente significativas
(p<0.05), con un aumento del 40% sobre el valor control (figura 47). En la fase de
recuperacion también se observaron diferencias significativas (p<0.05) a las 80 h (35% vs.
control) y a las 216 h de experimento (50% vs. control), tal y como puso de manifiesto el
analisis estadistico de los resultados (anexo 8.4: ANOVA (p<0.005), tabla 4.5; test de Duncan
(p<0.05), figura 4.9).

Durante la exposicion de las anguilas a 3.16 mg/L (concentracién de propanil cinco veces
superior) se observo una hiperactividad clara de la funcion LDH cerebral durante toda la fase
de exposicion (72 h). Asi, se determind un incremento significativo de la actividad (p<0.05)
ya desde las 2 h (48%) gque se mantuvo durante toda la fase, con un aumento del 70-80% entre
las 12-56 h de medida. Una vez en la 22 fase del experimento, se observaron importantes
fluctuaciones a lo largo de la misma. Al finalizar el experimento la actividad continud
aumentada significativamente (p<0.05) (28% vs. control).
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Figura 47. Actividad enzimatica LDH (% vs. 0 horas) en el cerebro de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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El andlisis estadistico reveld la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre el
valor a las 0 h y el resto de los tiempos excepto a 80 y 168 h del experimento con 3.16 mg/L
(anexo 8.4: ANOVA (p<0.0001), tabla 4.5; test de Duncan (p<0.05), figura 4.10).

4.2.2.19. Cerebro: Correlacion Lineal entre Parametros

El estudio de la correlacion lineal entre los valores determinados de los diferentes
metabolitos y enzimas medidos en el cerebro de las anguilas procedentes de ambas
experiencias con propanil aparecen en la tabla 46.

A la vista de los diferentes coeficientes de correlacion de Pearson (r) obtenidos, la mejor
correlacion lineal entre los resultados de ambas experiencias se observo en el caso del lactato
(r= 0.81), También el efecto producido con la concentracion mas alta de herbicida sobre el
contenido de glucosa cerebral seria ajustable a lo esperado a partir de los datos obtenidos con
la concentracion més baja del mismo, como asi lo demuestra el coeficiente de correlacion
obtenido (r= 0.75). Sin embargo, y a la vista de los resultados, los valores de proteinas totales
en el cerebro (r= 0.60) y de las actividades ALP y LDH cerebrales (r= 0.56 y r= 0.10,
respectivamente) serian poco correlacionables linealmente.

Tabla 46. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacién lineal (r) entre los valores
relativos a los metabolitos y enzimas estudiados en el cerebro de las anguilas procedentes de ambos
experimentos con propanil.

0.63 mg/L /3.16 mg/L y=a + bx r

Glucosa y=0.013 + 0.674 x 0.75
Lactato y=-0.024 + 1.164 x 0.81
Proteinas totales y=0.527 + 0.583 x 0.60
ALP y=0.854 + 0.634 x 0.56
LDH y=20.84 + 0.294 x 0.10

4.2.2.20. Branquia: Metabolitos

4.2.2.20.1. Lactato

Tal y como se refleja en las tablas 47 y 48 y figura 48, los niveles de lactato branquial
(mg/g) aumentaron significativamente (p<0.05) en las anguilas expuestas a propanil,
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Figura 48. Niveles de lactato (% vs. 0 horas) en la branquia de la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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observandose un mayor aumento en los animales expuestos a la concentracion mas alta
(r=0.78, tabla 49).

Este aumento del lactato branquial, ya estadisticamente significativo (p<0.05) desde las 2 h
de exposicién a 0.63 mg/L, fue maximo entre las 12-24 h de exposicion, con un 80% sobre el
valor a las 0 h. Las diferencias con el control se mantuvieron hasta finalizar la fase de
exposicion, detectandose un aumento medio del 60% entre las 48 y las 72 h, que se mantuvo
homogéneo durante este intervalo, tal y como evidencio el test de Duncan (anexo 8.5: figura
5.1). La ubicacion de los animales en medio no contaminado permitid la recuperacion de los
valores iniciales tras 24 h de permanencia de las anguilas pre-tratadas en agua limpia, de
modo que ya no se registraron diferencias significativas (p<0.05) con el valor inicial a partir
de las 96 h de experimento (anexo 8.5: ANOVA (p<0.0001), tabla 5.1; test de Duncan
(p<0.05), figura 5.1).

Las anguilas tratadas con 3.16 mg/L de propanil, mostraron un drastico aumento de los
niveles de lactato branquial desde primeras horas del inicio del experimento, de manera que a
las 24 h se registr6 el maximo incremento, del 184% sobre el valor control. En este
experimento se observaron importantes oscilaciones, de forma que desde las 56 h hasta
finalizar la fase de exposicién el aumento fue menor, con un promedio del 76% sobre las 0 h,
gue se mantuvo tras 8 h de permanencia en agua exenta de herbicida (72% a las 80 h). A
partir de 24 h en esta fase (96 h de experimento) se observaron marcadas fluctuaciones en los
valores de lactato branquial, de modo que entre las 120-168 h de medida no se determinaron
diferencias significativas (p>0.05). Las diferencias volvieron a ser estadisticamente
significativas (p<0.05) al finalizar el experimento (216 h), con un aumento de los niveles de
lactato del 35%, tal y como evidencio el andlisis estadistico de los resultados (anexo 8.5:
ANOVA (p<0.0001), tabla 5.1; test de Duncan (p<0.05), figuras 5.1y 5.2).

4.2.2.20.2. Proteinas Totales

En las tablas 47 y 48 se indican los valores correspondientes a los niveles de proteinas
totales (mg/g) determinados en las branquias de las anguilas procedentes de los ensayos con
propanil.

Tal y como se refleja ademéas en la figura 49, se observé un descenso estadisticamente
significativo (p<0.05) desde primeras horas de exposicion de las anguilas a ambas
concentraciones de propanil, observandose un alto grado de correlacion lineal entre los
resultados obtenidos de ambos experimentos (r=0.87, tabla 49). Este descenso fue
progresando a lo largo del tiempo independientemente de la concentracion de plaguicida a la
que se expusieron.

160



200

175

% vs control
e e
N al ~ o N [6)]
[6)] o (6)] o [(6)] o

o

150

125

100

75

% vs control

50

25

150

125

100

% vs control
\l
(3]

RESULTADOS

PROTEINASTOTALES BRANQUIA

CONTROL
r » 1 ¢ ~—=x 1 [T |1 1T 7 1 T
0 2 12 24 48 56 72 80 96 120 168 216
Tiempo (horas)
0.63 PPM PROPANIL
Fase de recuperacion
T * * *
* T T
T * *
- T :
T * *
T T
0 2 12 24 48 56 72 80 96 120 168 216

Tiempo (horas)

3.16 PPM PROPANIL

—I—I—I—I—I—I—J—I—I—I—Ii

0 2 12

24

48 56 72 80
Tiempo (horas)

Fase de recuperacion

96 120 168 216

Figura 49. Niveles de proteinas totales (% vs. 0 horas) en la branquia de la anguila A. anguilla durante

los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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En las anguilas expuestas a 0.63 mg/L las diferencias observadas se hicieron
estadisticamente significativas (p<0.05) respecto al control a partir de las 48 h de exposicion,
observandose la méaxima reduccion de los niveles proteicos entre las 120-216 h de
experimento. Durante este intervalo, los niveles representaron un promedio del 53% respecto
del valor inicial, sin diferencias significativas (p>0.05) entre ellos (test de Duncan, anexo 8.5:
figura 5.3).

El analisis de la varianza corroboré la existencia de diferencias significativas (p<0.0001)
(anexo 8.5: tabla 5.2) y el test de Duncan evidencio diferencias significativas (p<0.05) entre
los niveles proteicos a las 0 h y los registrados a todos los tiempos de medida a excepcion de
las 12-24 h de la fase de exposicion (anexo 8.5: figura 5.3).

En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L los niveles proteicos se movilizaron desde el inicio
del experimento, con una disminucion media del 30% en el intervalo comprendido entre las
48 y las 72 h de exposicion. Este descenso, progresivo a lo largo del experimento, fue
maximo entre las 80-216 h, manteniéndose uniforme durante toda la fase de recuperacion tal y
como manifestd el test de Duncan (anexo 8.5: figura 5.4). Durante esta fase los niveles
proteicos representaron una media del 50% respecto de los iniciales (figura 49, tabla 48).

El analisis de la varianza mostrd la existencia de diferencias significativas (p<0.0001)
(anexo 8.5: tabla 5.2) y el posterior test de Duncan mostr6 que las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) se daban entre los valores determinados a las 0 h y al
resto de los tiempos (anexo 8.5: figura 5.4).

4.2.2.21. Branquia: Enzimas

4.2.2.21.1. Actividad Fosfatasa Alcalina (ALP)

Los resultados correspondientes a la actividad fosfatasa alcalina (ALP) branquial
(umol/min/g) aparecen indicados en las tablas 47 y 48, e ilustrados graficamente en la figura
50, en forma de porcentajes respecto al control.

El normal funcionamiento de este enzima se vio alterado en las anguilas expuestas a
propanil: al exponerlas a una concentracion de 0.63 mg/L se observo una tendencia a la
disminucion de la actividad, que solo fue estadisticamente significativa (p<0.05) durante la 22
fase del experimento, con un descenso progresivo de la actividad desde un 25% a las 96 h,
hasta méas del 50% al finalizar el experimento. La minima actividad se registro entre las 168-
216 h, representando solo un 45% de la actividad inicial. El analisis estadistico corroboro
estos resultados: el analisis de la varianza sefiald la existencia de diferencias significativas
(p<0.0001) que el test de Duncan a posteriori (p<0.05) concreto entre la actividad alasO h'y
la comprendida entre las 96 y las 216 h (anexo 8.5: tabla 5.3, figura 5.5).
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Figura 50. Actividad enzimatica ALP (% vs. 0 horas) en la branquia de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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En las anguilas expuestas a 3.16 mg/L se observd la misma pauta, de modo que la
actividad ALP disminuyé significativamente (p<0.05) ya a partir de 56 h de la fase de
exposicion, con un descenso del 40% que se prolongo hasta finalizar la exposicion (55% de
descenso a las 72 h) y también a lo largo de la fase de recuperacion, tal y como evidencio el
andlisis estadistico de los resultados (anexo 8.5: ANOVA (p<0.0001), tabla 5.3; test de
Duncan (p<0.05), figura 5.6). La minima actividad se registr0 entre las 56-120 h de
experimento, con un valor inferior al 40% de la actividad inicial. El test de Duncan confirmé
la no existencia de diferencias significativas (p>0.05) entre los valores comprendidos entre
estos tiempos (anexo 8.5: figura 5.6). A partir de 120 h de permanencia de las anguilas en
agua sin plaguicida se observo una tendencia a la recuperacion, y al finalizar la experiencia ya
no se detectaron diferencias significativas (p>0.05) frente al control como se representa en la
figura 50.

4.2.2.21.2. Actividad Lactato Deshidrogenasa (LDH)

Los resultados obtenidos para la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) branquial
(umol/min/g) se detallan en la figura 51 y en las tablas 47 y 48. Se observé poca alteracion en
la actividad LDH branquial en las anguilas procedentes de los experimentos con el herbicida,
de manera que aunque se observaron ciertas fluctuaciones entre los valores determinados a los
diferentes tiempos de medida, éstas no llegaron a ser estadisticamente significativas (p>0.05)
frente al valor inicial, como quedd reflejado tras el analisis estadistico de los resultados
(anexo 8.5: tabla 5.4 y figuras 5.7 y 5.8).

4.2.2.22. Branquia: Contenido Hidrico

En la figura 52 se reflejan los porcentajes de variacion del contenido hidrico (CH) en las
branquias de las anguilas a lo largo de los experimentos, tanto durante la exposicién a
propanil como durante el periodo posterior de recuperacion en agua sin herbicida.

En las anguilas expuestas a 0.63 mg/L de propanil (tabla 47) se observo un aumento del
contenido hidrico branquial estadisticamente significativo (p<0.05) a partir de las 48 h de
exposicion (89% sobre las 0 h). Esta sobrecarga acuosa se mantuvo de un modo homogéneo
hasta finalizar la fase de exposicion e incluso todavia tras 4 dias de permanencia de los
animales en agua no contaminada (168 h). A este respecto, el test de Duncan sefial6 que no
existian diferencias significativas (p>0.05) entre los valores comprendidos en el intervalo
entre las 48-168 h del experimento. Al finalizar la fase de recuperacion (216 h) no se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) con el valor inicial, tal y como
puso de manifiesto el analisis estadistico de los resultados (anexo 8.5: ANOVA (p<0.001),
tabla 5.5; test de Duncan (p<0.05), figura 5.9).
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Figura 51. Actividad enzimatica LDH (% vs. 0 horas) en la branquia de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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En el caso de las anguilas expuestas a 3.16 mg/L de herbicida (tabla 48), se observé una
sobrecarga acuosa en las branquias, significativa ya desde primeras horas de contacto con el
compuesto (139% a las 2 h) que se prolongo6 igualmente hasta finalizar la fase de exposicion
(124% a las 72 h). Aunque se observaron fluctuaciones entre los diferentes valores medidos
durante esta 12 fase, los resultados del test de Duncan no sefialaron diferencias significativas
(p>0.05) entre los valores a lo largo de esta fase, con una sobrecarga acuosa media del 120%
sobre el valor inicial. Estas alteraciones se mantuvieron tras la transferencia de los animales a
agua sin propanil, concretamente hasta las 168 h (77%) ya en la fase de recuperacion. El
aumento del contenido hidrico se mantuvo homogéneo también durante esta 22 fase (p>0.05)
(test de Duncan, anexo 8.5: figura 5.10), con un incremento medio del 83% entre las 80 y las
168 h. Finalmente y al igual que se observd en el experimento anterior, tras permitir a las
anguilas un periodo de recuperacion de seis dias en agua limpia, se recuperaron los valores
iniciales del contenido hidrico en las branquias (anexo 8.5: ANOVA (p<0.0005), tabla 5.5;
test de Duncan (p<0.05), figura 5.10).

4.2.2.23. Branquia: Correlacion lineal entre Parametros

En la tabla 49 se reflejan los datos correspondientes a la correlacion lineal entre los valores
determinados para los diferentes pardmetros medidos en la branquia de las anguilas
procedentes de las experiencias con propanil.

Tabla 49. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacién lineal (r) entre los valores
relativos a los diferentes parametros estudiados en la branquia de las anguilas procedentes de ambos
experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

Lactato y=0.089 + 0.953 x 0.77
Proteinas totales y=1.34 + 0.916 x 0.87
ALP y=0.24 + 0.096 x 0.08
LDH y=13.14 + 0.101 x 0.18
Contenido Hidrico y=0.056 + 1.023 x 0.61

Los datos obtenidos para los metabolitos (lactato, proteinas) estudiados en el tejido
branquial de la anguilas expuestas a ambas experiencias con propanil, mostraron que se
ajustan a una funcion lineal, como pone de manifiesto el coeficiente correlacion lineal
obtenido, de 0.87 para las proteinas totales y algo menor, de 0.77, en el caso del lactato. No
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puede decirse lo mismo en el caso de las actividades enzimaticas estudiadas en este tejido,
ALP y LDH, donde el coeficiente de correlacion de Pearson fue en ambos casos muy bajo
(r=0.08 y r=0.18 respectivamente) ni del contenido hidrico branquial, con un valor de r=0.61.

4.2.2.24. Corazon: Metabolitos

4.2.2.24.1. Glucosa

En las tablas 50 y 51 queda reflejado el contenido de glucosa cardiaco (mg/g) de las
anguilas procedentes de ambas experiencias con propanil. La figura 53 representa los
porcentajes de estos valores respecto a los valores control.

En el experimento con 0.63 mg/L de propanil se observd un descenso significativo
(p<0.05) del contenido glucidico desde el primer tiempo de medida (2 h), que se mantuvo a lo
largo de la fase de exposicion. Tal y como se observa en la figura 53, la maxima disminucion
se registro tras 24 h de exposicion, con valores que representaron un 34% de los registrados a
las 0 h. De cualquier modo, durante las siguientes 32 h los niveles medidos no superaron el
50% del valor inicial. Una vez desaparecido el agente estresante del medio (fase de
recuperacion) se restablecieron los niveles iniciales. El andlisis estadistico de los resultados
mostro la existencia de diferencias significativas (p<0.05) entre los niveles glucidicos en las
anguilas control y los determinados a todos los tiempos de la fase de exposicion y sélo a las
120 h ya en la 22 fase del experimento (anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.1; test de
Duncan (p<0.05), figura 6.1).

Del mismo modo, como puede verse en la figura 53, la exposicion de las anguilas a 3.16
mg/L provoco un descenso significativo (p<0.05) de la glucosa cardiaca también desde las 2 h
de exposicién (32% de descenso), que se prolongé durante toda la 12 fase del experimento,
con un descenso m&ximo entre las 24-48 h; en este intervalo los niveles registrados no
superaron el 44% del valor inicial. Durante la 22 fase del experimento y hasta las 120 h, el
contenido en glucosa no superé el 60% del valor control, e incluso aun fue un 20% inferior al
inicial a las 216 h, tal y como revel6 analisis estadistico de los resultados, de modo que tras
seis dias de permanencia en agua de los animales no se restauraron los niveles normales
(anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.1; test de Duncan (p<0.05), figura 6.2).

4.2.2.24.2. Lactato

El contacto de los animales con una concentracién de herbicida correspondiente a 1/50 de
la CLso-96 h de herbicida (0.63 mg/L) (tabla 50 y figura 54) provoc6é un aumento de los
niveles de lactato cardiaco (mg/g) significativo (p<0.05) entre las 12 y las 72 h de exposicion,
y maximo a las 48-56 h (87% de aumento sobre el control). Una vez en la fase de
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Figura 53. Niveles de glucosa (% vs. 0 horas) en el corazon de la anguila A. anguilla durante los
diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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LACTATO CORAZON
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recuperacion, los valores se normalizaron rapidamente, de modo que no se observaron
diferencias significativas (p>0.05) respecto al valor inicial desde el primer tiempo de medida
en esta fase, a partir de 80 h de experimento. El analisis estadistico de los resultados
corrobord lo expuesto: las diferencias con el valor inicial fueron significativas (p<0.05) a las
12, 48, 56 y 72 h de la fase de exposicion (anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.2; test de
Duncan (p<0.05), figura 6.3).

Se determind un aumento paulatino de los niveles de lactato cardiaco (mg/g), significativo
(p<0.05) ya a las 2 h de exposicion, y que alcanzé el maximo valor tras 48 h (103% sobre las
0 h) en animales expuestos una concentracion de herbicida correspondiente a 1/10 de la CLso-
96 h (3.16 mg/L) (tabla 51 y figura 54). Este maximo incremento se mantuvo durante el
intervalo comprendido entre las 24-72 h de exposicion, ya que no se observaron diferencias
significativas (p>0.05) entre los valores medidos durante este tiempo (test de Duncan, anexo
8.6: figura 6.4). Este aumento se prolongd a lo largo de la fase de recuperacion, de manera
que durante la permanencia de los animales en agua libre de propanil, si bien se observaron
oscilaciones, no llegaron a restaurarse los niveles iniciales al finalizar el experimento (75% de
incremento a las 216 h) (anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.2; test de Duncan (p<0.05),
figura 6.4).

4.2.2.24.3. Proteinas Totales

En la figura 55 y en las tablas 50-51 aparecen representados los resultados obtenidos para
los niveles de proteinas totales (mg/g) en el corazén de los animales expuestos a propanil.
Segln los datos, parece que las alteraciones producidas en este metabolito no muestran
ninguna tendencia. Los valores determinados a lo largo del experimento con 0.63 mg/L de
herbicida no mostraron fluctuaciones significas (p>0.05), tal y como mostrd el analisis
estadistico de los resultados (anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.2; test de Duncan
(p<0.05), figura 6.3). También el analisis estadistico de los resultados mostré que los valores
de proteinas totales en el corazén de las anguilas procedentes del experimento con 3.16 mg/L
eran uniformes excepto los determinados a las 2-12 h, que estarian disminuidos frente a los
determinados a 0 h y esta disminucion resultd estadisticamente significativa (p<0.05), como
se refleja en el anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.2; test de Duncan (p<0.05), figura 6.4.

4.2.2.25. Corazon: Enzimas

4.2.2.25.1. Actividad Alanina Aminotransferasa (ALT)

Los resultados de esta actividad enzimatica (umol/min/g) en los animales tratados se
muestran en las tablas 50 y 51 y se representan graficamente, en porcentaje frente al control,
en la figura 56.
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Figura 55. Niveles de proteinas totales (% vs. 0 horas) en el corazon de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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Figura 56. Actividad enzimatica ALT (% vs. 0 horas) en el corazén de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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La enzima alanina aminotransferasa (ALT) cardiaca mostro un incremento de su actividad
en los peces expuestos a propanil, evidenciando un alto grado de correlacién lineal entre
ambos experimentos con propanil, con un coeficiente de correlacion de Pearson de 0.82.

Como se observa en la figura 56, este aumento fue significativo (p<0.05) ya desde las 2 h
de exposicién a 0.63 mg/L de propanil, manteniéndose muy homogéneo durante las siguientes
56 h, con un aumento medio del 103% durante este periodo de tiempo. Efectivamente, el test
de Duncan mostré que no hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los valores
comprendidos entre las 2 y las 56 h de experimento (anexo 8.6: figura 6.7). A las 72 h de
exposicion se alcanzoé la méaxima actividad registrada, del 135 % respecto al valor de
referencia. Una vez en agua exenta de herbicida se observd una répida tendencia a la
recuperacion de la actividad ALT, no observandose diferencias significativas (p>0.05) con el
control a partir de las 96 h de medida hasta finalizar la experiencia, tal y como evidencio el
andlisis estadistico de los resultados (anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.4; test de
Duncan (p<0.05), figura 6.7).

En los animales expuestos a la concentracién mas elevada de propanil (3.16 mg/L) se
observd asimismo un aumento significativo (p<0.05) de la actividad ALT también desde las
primeras horas de exposicion (64% sobre el control), que aumento progresivamente hasta las
48-72 h, donde se registré la maxima actividad, del 200 % sobre el valor inicial (figura 56).
Tras la ubicacion de las anguilas en agua exenta de herbicida, aunque se observaron
oscilaciones a lo largo de esta 22 fase, no se llego a restaurar la actividad normal (p<0.05) al
finalizar la misma, de modo que adn se registré un 90% de incremento sobre el control a las
216 h. El analisis estadistico verifico estos resultados, mostrando la existencia de diferencias
significativas (p<0.05) con el control a todos los tiempos excepto a las 96 y las 120 h (anexo
8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.4; test de Duncan (p<0.05), figura 6.8).

4.2.2.25.2. Actividad y-Glutamil Transferasa (y-GT)

Durante la experiencia con 0.63 mg/L de propanil (tabla 50) se observo un aumento de la
actividad y-Glutamil Transferasa (y-GT) (umol/min/mL) estadisticamente significativo
(p<0.05) ya a las 2 h de exposicion al herbicida, con un 59% de incremento sobre la actividad
inicial, que se mantuvo uniforme a lo largo de toda la fase de exposicion e incluso tras 48 h
una vez eliminado el componente estresante del medio (fase de recuperacién). No se
detectaron diferencias significativas (p>0.05) entre los valores comprendidos entre las 2 y las
120 h del experimento (excepto a las 48 h) como verifico el test de Duncan (anexo 8.6: figura
6.9). El incremento medio durante este intervalo fue del 45% (figura 57). Fueron necesarios
los seis dias de permanencia de los animales pre-tratados en agua exenta de herbicida para que
la actividad recuperara la normalidad. Asi, a las 216 h ya no se detectaron diferencias
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Figura 57. Actividad enzimatica y-GT (% vs. 0 horas) en el corazon de la anguila A. anguilla durante
los diferentes experimentos. (%)p<0.05.
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estadisticamente significativas (p>0.05). El andlisis estadistico mostro la existencia de
diferencias significativas (p<0.05) entre la actividad inicial y la tomada al resto de los tiempos
salvo a las 48 h de la 12 fase y a las 216 h ya en la 22 fase del experimento (anexo 8.6:
ANOVA (p<0.0001), tabla 6.5; test de Duncan (p<0.05), figura 6.9).

La exposicion de las anguilas a 3.16 mg/L de propanil (tabla 51) se tradujo en un aumento
significativo de la actividad y-GT cardiaca desde las 24 h de exposicion, con un 40% de
incremento sobre las 0 h. Como puede observarse en la figura 57, esta actividad alcanz6 un
aumento del 94% 24 h mas tarde (a las 48 h), y volvio a alcanzar valores entre un 84-110%
superiores al inicial a las 72 h y durante las primeras 24 h de la fase de recuperacion (80-96 h
de experimento). Esta alteracion de la actividad y-GT se observo también tras cuatro dias de
permanencia en agua exenta de plaguicida (figura 57). Asi, al igual que lo observado en el
experimento anterior, se determind un aumento estadisticamente significativo (p<0.05) de la
actividad y-GT durante ambas fases que integraron el experimento a excepcion del dltimo
tiempo de medida (216 h), tal y como corrobor6 el analisis estadistico de los resultados
(anexo 8.6: ANOVA (p<0.0001), tabla 6.5; test de Duncan (p<0.05), figura 6.10).

4.2.2.26. Corazon: Correlacion Lineal entre Parametros

La correlacion lineal entre los valores determinados para los diferentes metabolitos y
enzimas medidos en el corazén de las anguilas procedentes de ambas experiencias con
propanil se reflejan en la tabla 52.

Tabla 52. Rectas de regresion (y= a + bx) y coeficientes de correlacién lineal (r) entre los valores
relativos a los metabolitos y enzimas estudiados en el corazén de las anguilas procedentes de ambos
experimentos con propanil.

0.63 mg/L / 3.16 mg/L y=a + bx r

Glucosa y=0.78 + 0.528 x 0.62
Lactato y=0.98 + 0.802 x 0.71
Proteinas totales y=90.78 + 0.047 x 0.13
ALT y=0.06 + 0.982 x 0.82
y-GT y=0.08 + 0.354 x 0.35

Se observé una buena correlacién lineal entre los resultados obtenidos a partir de ambas
experiencias con propanil para la actividad enzimatica ALT (r= 0.82) y el lactato, con un
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coeficiente de correlacion lineal de 0.71. Sin embargo, parece que los resultados obtenidos
para las proteinas totales, glucosa y actividad y-GT procedentes de ambos experimentos no se
ajustaron bien a una correlacion lineal (tabla 52).
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5.1. ENSAYO DE TOXICIDAD AGUDA

Los resultados de toxicidad aguda del herbicida propanil obtenidos para la especie Anguilla
anguilla en el presente trabajo, muestran ya en las pruebas preliminares que este herbicida es
moderadamente tdxico (segun la clasificacion toxicoldgica establecida por la O.M.S, 2003),
siendo necesarias concentraciones superiores a 10 mg/L para producir alguna mortalidad en
los peces expuestos durante 96 horas. Cabe sefialar que el 100% de los animales control
sobrevivid al tiempo estipulado, tanto en las pruebas preliminares como en el ensayo de
toxicidad aguda definitivo.

La mortalidad de las anguilas expuestas a propanil en el ensayo de toxicidad aguda, mostro
ser funcion tanto de la concentracion del herbicida ensayada como del tiempo de exposicion
al mismo. Asi pues, ésta fue maxima a las 96 horas de exposicion y con la concentracién mas
elevada (50 mg/L, tabla 16). A la vista de los resultados, la CLsy del herbicida propanil sobre
la anguila europea, Anguilla anguilla, disminuy6 al aumentar el tiempo de exposicion, lo que
implica que la toxicidad provocada por el herbicida en la anguila aumenté conforme se
incremento el tiempo de contacto con el mismo.

Estd documentado que en mamiferos la toxicidad aguda del propanil se manifiesta en
primer lugar por la formacién de metahemoglobina, originada por los metabolitos oxidados
que se forman en la hidrdlisis enzimatica de propanil (Singleton y Murphy, 1973; Chow y
Murphy, 1975; McMillan y cols., 1990a) y que podria ser también un posible mecanismo de
toxicidad en peces (Schlenk y Moore, 1993). En mamiferos, este herbicida es hidrolizado por
la enzima acilamidasa hepatica, formando acido propidnico y 3,4- dicloroanilina (DCA), éste
ultimo como principal metabolito (Singleton y Murphy, 1973). La DCA induce la formacion
de radicales libres y altera la normal actividad de enzimas y moléculas antioxidantes, como la
superoxido dismutasa, la nitrato sintetasa, el glutation, el malondialdehido y el 6xido nitrico,
causando estrés oxidativo y peroxidacion lipidica, como se ha visto en el pez de agua dulce
Carassius auratus, lo que podria explicar, al menos en parte, la toxicidad del propanil en
peces (Li y cols., 2002 y 2003).

La anguila A. anguilla, con una CLse-96h de 31.55 mg/L, parece ser un pez relativamente
resistente al herbicida propanil, si se la compara con otras especies de peces, como Salmo
gairdneri, Ictalurus punctatus, Cyprinodon variegatus o Lepomis macrochirus para los cuales
la CLso-96h de este herbicida resulto ser de 2.3, 3.8, 4.6 y 5.4 mg/L respectivamente (Mc
Corckle y cols., 1977; Room y Haas, 1991; Meister, 1992; EXTOXNET, 1996). Lorenzo y
Gomez de Barreda (2001) publicaron que la CLs0-96h del propanil para el pez autdctono del
Parque Natural de la Albufera, Lebias ibera, estaba comprendida entre 5.51 y 8.26 mg/L, si
bien estos autores no aportan el dato exacto. Por su parte, Call y cols. (1983) publicaron una
CLso de este herbicida en la especie Pimephales promelas tras 24, 48, 72 y 96 h de exposicion
de 11.5, 10.2, 8.6 y 3.4 mg/L respectivamente. También se han determinado valores del orden
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de 6.0, 6.1, 7.6 y 9.0 mg/L para la CLsp-96h de este herbicida en las especies Ictalurus
punctatus, Carassius auratus, Pimephales promelas y Poecilia reticulata, respectivamente
(Wellborn, 1984; Call y cols., 1987; Crossland, 1990; Li y cols., 2002).

La mayor resistencia de la anguila al herbicida propanil queda también puesta de
manifiesto al comparar los resultados obtenidos en esta especie con las CLsg en otras especies
de peces a las 48 horas de exposicidén, como Cyprinus carpio, con un valor de CLsp-48h entre
8-11 mg/L (Tomlin, 1997), las especies Pimephales promelas y Poecilia reticulata con CLso-
48h de 8.99 y 9.5 mg/L respectivamente (Crossland, 1990; Moore y Farris, 1997) o las
especies Carassius auratus y Oryzias latipes con una CLs-48h de 14 mg/L (Worthing, 1987),
mientras que en la anguila obtuvimos un valor de 41.34 mg/L (48 h de exposicion).

A la vista de los datos obtenidos en la bibliografia, la toxicidad aguda provocada por el
herbicida propanil en los peces dulceacuicolas presenta bastante variabilidad, y ademas la
anguila A. anguilla deberia ser clasificada como una especie “relativamente” resistente a la
toxicidad provocada por este compuesto, con valores de CLsy estimados para esta especie del
orden de 3 a 13 veces superiores a los determinados para otras especies de peces.

Efectivamente, la anguila europea parece bastante resistente a la toxicidad inducida en
general por los herbicidas. Asi, la CLsy determinada para esta especie a las 96 horas de
exposicion a otros herbicidas como los tiocarbamatos tiobencarb y molinato fue de 13.23
mg/L (Fernandez-Vega y cols., 1999) y de 33.46 mg/L (Fernandez-Vega, datos no
publicados) respectivamente. En este caso, el herbicida tiobencarb resultd ser mas toxico para
la anguila que el molinato o el propanil, de modo que en las mismas condiciones
experimentales se requirieron menores concentraciones para causar la muerte de los animales.
Por otro lado, los herbicidas molinato y propanil presentaron unos valores de toxicidad letal
muy similares en los individuos testados.

En general, parece que los herbicidas tipo tiocarbamatos y amidas muestran una toxicidad
relativamente moderada sobre A. anguilla si comparamos los datos anteriores con los
obtenidos para esta especie con otros plaguicidas. Asi, la CLsp-96h de los insecticidas
organoclorados endosulfan y lindano fue de 0.041 y 0.68 mg/L respectivamente y de 0.08 y
0.2 mg/L la CLse-96h de los insecticidas organofosforados diazindn y fenitrotion
respectivamente (Ferrando, 1990; Sancho, 1991). Asi pues, estos insecticidas presentarian una
toxicidad para la anguila entre 46 y 770 veces superior a la presentada por el herbicida
propanil sobre dicha especie.

Los sintomas de intoxicacién que se pudieron observar en las anguilas durante la
exposicion a concentraciones agudas de propanil fueron: agitacion, convulsiones y
movimientos violentos durante las primeras 8 horas de exposicion. Tras estos sintomas
iniciales, se observaron movimientos progresivamente erraticos, acompafiados de pérdida de
equilibrio para finalizar con un estado de hipoactividad y letargia. Posteriormente, se observo
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un estado de extenuacion y una tendencia a permanecer en el fondo del acuario sin observarse
movimientos operculares (durante una media de un minuto aproximadamente) y manteniendo
las lenglietas operculares abiertos. En ese estado, no se observo en los peces la tipica reaccion
de escape que se produce en condiciones normales tras suave estimulacion. La hipoactividad
y letargia son sintomas tipicos en los peces causados por la exposicion a los herbicidas tipo
amidas (Crossland, 1990). Efectos parecidos se han observado en la anguila europea durante
la exposicidn a herbicidas tiocarbamatos como el tiobencarb o el molinato (Fernandez-Vega y
cols., 1999; y Sancho y cols., 2000). En mamiferos, como ratas albinas adultas, se han
descrito los efectos causados por la exposicion aguda a propanil, observando en éstas un
periodo inicial de agitacion seguido por una prolongada depresidbn acompafiada de
miorrelajacion, movimientos descoordinados, dilatacion de pupilas e hipotermia, seguido de
coma, paralisis completa y muerte en 24-48 h (Chand, 1973).

Ademas de los sintomas citados, las anguilas expuestas a propanil mostraron un aspecto
hemorragico generalizado, con un color rojizo y petequias por toda la superficie corporal e
incluso hemorragias en las visceras y en dérganos internos como el higado, condicion que se
observo a partir de las primeras 24 horas de exposicion y que fue en aumento a lo largo de
todo el periodo. Sintomas parecidos fueron previamente descritos en otras especies de peces
como consecuencia de la exposicion a propanil. Asi, Call y cols. (1983) citaron manchas
rojizas en el tegumento de individuos juveniles del pez Pimephales promelas, debido
aparentemente a hemorragia o a alguna anormalidad de los vasos sanguineos. En adultos de la
misma especie se ha citado también edema corporal, ademas de enrojecimiento y hemorragia
en la masa visceral (Call y cols., 1987). McMillan y cols. (1990a, 1990b) demostraron que
este herbicida afecta a los eritrocitos en mamiferos causando metahemoglobinemia y anemia
en raton. Alteraciones hematoldgicas junto con presencia de petequias y de hemorragias
puntuales en individuos de las especies Cyprinus carpio y Anguilla anguilla han sido también
citados durante exposiciones al herbicida tiocarbamato molinato (Kawatsu 1980; Sancho y
cols., 2000). La presencia de petequias como consecuencia de la exposicion a plaguicidas
puede revelar un serio riesgo de los animales a padecer un estado anémico debido a la pérdida
de sangre (Sancho y cols., 2000). Esta presencia de hemorragias observada en las anguilas
podria ser inducida por el estrés oxidativo generado como consecuencia de la intoxicacién con
propanil, ya que una disminucion de las reservas celulares de glutation resultaria en una
mayor permeabilidad y una menor funcionalidad de la membrana eritrocitaria hasta producir
hemorragia hemolitica (Uhlig y Wendel, 1992).

Aungue el propanil, y en general, las amidas herbicidas, tienen una baja toxicidad para los
mamiferos (por ejemplo, la DLsg oral del propanil en ratones es de 1800 mg/kg y en ratas de
2500 mg/kg (Tomlin, 1997), resultan mucho mas tdxicos para las especies acuaticas, entre
ellas, los peces, como indican los datos de toxicidad aguda. Las diferencias toxicoldgicas
observadas entre las distintas especies de peces ante un mismo compuesto, pueden deberse,
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entre otros, a los distintos sistemas de detoxificacion implicados en metabolizar el compuesto,
y COmMO consecuencia, a las distintas tasas de bioconcentracion y depuracion del mismo en el
organismo. Los productos xenobioticos tienden a ser menos téxicos cuando se acumulan
lentamente, cuando se eliminan rapidamente y/o cuando se activan metabdlicamente con
lentitud o se desactivan rapidamente. De este modo, los procesos que minimizan el tiempo de
permanencia de un xenobidtico, en su forma toxica, en el organismo pueden ser considerados
funcionalmente protectores (Tjeerdema y Crosby, 1988). La toxicidad selectiva del herbicida
propanil sobre determinadas especies podria deberse, pues, a una combinacion de varios
factores, entre ellos a una alta bioconcentracion, una eliminacion més lenta, un mecanismo de
detoxificacion menos eficiente de este compuesto, o bien que al intentar degradar el
compuesto parental se genera un metabolito mas toxico en esas especies mas sensibles al
mismo.

El propanil es un herbicida que se aplica para el tratamiento de las malas hierbas en los
arrozales de la Albufera de Valencia durante su inundacion. Los niveles determinados en el
agua de algunos canales de irrigacion de estos campos son bajos, del orden de 0.028 mg/L
(Gomez de Barreda y cols., 2002), aunque es muy probable que durante las épocas de
fumigacion existan en los cultivos y en las acequias concentraciones mas elevadas de sus
metabolitos, como la DCA, el TCAB o el TCAOB, mas toxicos que el compuesto parental,
con el consiguiente impacto sobre las especies que habitan la zona, como es el caso de la
anguila europea. Por ejemplo, en las aguas del Delta del Ebro (amplia zona dedicada entre
otros cultivos al del arrozal), Santos y cols. (1998) detectaron concentraciones mucho mas
elevadas de propanil y DCA (0.071 y 0.470 mg/L respectivamente), y estos niveles se
detectaron aun 8 dias después de su aplicacion.
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5.2 TOXICIDAD SUBLETAL: RESPUESTA DE ESTRES

Para la determinacién de los diferentes metabolitos y enzimas estudiados en las muestras
biologicas de la anguila se aplicaron las técnicas clinicas habituales empleadas en Clinica
Humana y Veterinaria. EI empleo de estas técnicas para el estudio de las alteraciones
fisiologicas en animales expuestos a sustancias contaminantes de diversa naturaleza es una
préactica habitual en Toxicologia Acuética. Asi, es posible estudiar la magnitud de la respuesta
de los organismos expuestos frente a un agente contaminante y comprobar si la capacidad de
respuesta se ve alterada, lo que se reflejaria en cambios en los constituyentes de la sangre y
tejidos, o por el contrario, el fendmeno de respuesta se produce con normalidad y sin mayor
perjuicio para los individuos expuestos.

Un problema que aparecio6 a la hora de comparar los resultados obtenidos en este trabajo
con los aportados por otros autores, es la variacion existente en los niveles en sangre y otros
tejidos de los distintos parametros bioquimicos entre unas especies de peces y otras, entre las
distintas poblaciones dentro de una misma especie, e incluso entre las distintas épocas del afio
dentro de una misma poblacion, lo que dificulta el establecimiento de valores de referencia
para desarrollar y aplicar los tests de diagndstico. En nuestro caso, este problema se agravé al
tratarse de poblaciones de anguilas salvajes, donde la variabilidad existente en diversos
pardmetros como el estado nutricional previo, exposicion a sustancias toxicas en el medio
natural, etc,..., puede ser elevada de un individuo a otro. Por ello, para minimizar estos
inconvenientes, a la hora de llevar a cabo cada experimento empleamos como referencia los
datos obtenidos a partir de una submuestra de individuos obtenidos y mantenidos exactamente
en las mismas condiciones que los que serian posteriormente sometidos al plaguicida
(submuestra correspondiente a las 0 horas en el presente estudio).

El periodo de una semana utilizado para la aclimatacion de los animales a las condiciones
de laboratorio antes de la realizacion de los ensayos de toxicidad, se considera suficiente para
equilibrar las constantes fisioldgicas tras la situacion de estrés que supone la captura y
traslado de los animales desde la Cofradia de Pescadores del Palmar al laboratorio (Ferrando
1990; Sancho, 1996). Los cambios que sufren los peces en los niveles sanguineos de glucosa
y acidos grasos, como consecuencia de su captura y transporte, desaparecen como maximo
tras seis dias de mantenimiento en el laboratorio, recuperandose los niveles normales al cabo
de una semana (Plisetskaya, 1980).

La temperatura a la que tuvieron lugar la aclimatacion y las distintas experiencias (22 °C)
se encuentra dentro del rango optimo para el normal funcionamiento de la anguila A. anguilla
(Van Waarde y cols, 1983; Ferrando, 1990; Sancho, 1996).

Las anguilas no fueron alimentadas ni durante la fase de aclimatacion ni durante las
distintas experiencias, ya que las poblaciones salvajes de esta especie no se alimentan en
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cautividad (Van Waarde y cols, 1983; Ferrando, 1990; Sancho, 1996).

Antes de iniciar los experimentos con propanil, se procedié a efectuar un experimento
control, realizando un analisis completo de todos los parametros fisiologicos objeto de estudio
en una poblacién salvaje de anguilas no expuestas a tratamiento alguno. Se comprob6 que el
mantenimiento de las anguilas en las condiciones de laboratorio descritas en el capitulo de
Material y Métodos (Apdo. 3.3.2) durante 216 h en un medio continuo de circulacion de agua,
no provocd alteraciones fisioldgicas significativas en ninguno de los parametros estudiados,
observandose homogeneidad a lo largo del tiempo para cada uno de ellos. Ello permiti6 inferir
posteriormente que las alteraciones observadas en los pardmetros de medida en los ejemplares
expuestos al herbicida propanil, fueron consecuencia de la presencia del herbicida en su
medio, unico factor diferencial respecto del experimento control.

Durante el tiempo que duraron las experiencias con concentraciones subletales de propanil,
no se registrd mortalidad entre los individuos expuestos. Si se observaron, sin embargo, los
sintomas de intoxicacion descritos para este compuesto en el test de toxicidad aguda,
especialmente entre las 12-72 horas.

La exposicion constante de la anguila A. anguilla a concentraciones subletales del
herbicida propanil durante 72 horas, se tradujo en la alteracion de su metabolismo
intermediario. Como consecuencia, diferentes metabolitos y enzimas sufrieron alteraciones en
los distintos érganos y tejidos examinados.

Asi, se pudo observar en la anguila una clara respuesta funcional frente a la presencia del
herbicida en su medio. Como respuesta al estado de estrés se produjo un aumento de la
glucosa plasméatica que se prolongé durante todo el tiempo de exposicién e incluso una vez
eliminado el herbicida del medio. Se observaron, no obstante, diferencias en los resultados
dependiendo de la concentracion a la que se expusieron las anguilas.

En el experimento con 0.63 mg/L de propanil en el medio el aumento de la glucosa
plasmatica llegd a un 158% al finalizar la exposicion y se prolongd durante toda la
experiencia. Paralelamente, se produjo una movilizacion de las reservas hepaticas y
musculares de glucdégeno durante toda la fase de exposicién, sin apreciarse posterior
tendencia hacia la recuperacion una vez desaparecido el factor estresante del medio, de
manera que en el higado estas reservas solo constituyeron el 35% de los valores iniciales al
finalizar el ensayo, mientras que en el musculo estriado tampoco superaron el 40% del valor
control.

En el experimento con 3.16 mg/L de propanil en el medio la respuesta de estrés fue aln
mas acentuada. Asi, los niveles de glucosa plasmatica llegaron a ser del 227% yaalas48 hy
aun fue un 105% superior al control al finalizar el experimento. Las reservas de glucdgeno
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hepatico estuvieron muy mermadas durante todo el experimento y no mostraron recuperacion,
Ilegando a suponer solo el 14% de los valores iniciales al finalizar el ensayo. En el mdsculo
los efectos de la exposicion a una mayor concentracion de propanil sobre la movilizacion de
glucdgeno se hicieron también evidentes durante la fase de recuperacion (30% vs. control al
finalizar el ensayo).

La dindmica de la respuesta de estrés se caracteriza en general por una fase de alarma
durante la cual los niveles de adrenalina se elevan rapidamente causando la movilizacion del
glucdgeno hepatico hacia glucosa plasmatica. A este proceso le sucede una fase de resistencia
en la cual los niveles de glucosa permanecen elevados, mientras que los niveles de glucdgeno
pueden recuperarse 0 no dependiendo de la magnitud de la hiperglucemia, dieta, .... Si el
factor estresante continta puede producirse la adaptacion del organismo o su agotamiento. La
adaptacion implica cambios en varios procesos fisiolégicos, lo que en ultimo término
permitiria al animal recuperar su homeostasis. En el caso por ejemplo de la glucosa
plasmatica esto significaria el restablecimiento de sus valores normales. Cuando la intensidad
y duracion del estrés es lo suficiente elevada puede sobrevenir el agotamiento, caracterizado
por una deplecion de las reservas de glucogeno hepatico, un descenso de los niveles de
cortisol, una depresion de la respuesta inmune, asi como un conjunto de cambios que hacen al
organismo menos capaz para sobrevivir, especialmente si otros factores estresantes estan
presentes (Selye, 1973; Pickering, 1981; Heath, 1995). Balint y cols. (1997) estudiaron
muestras procedentes de dos episodios de mortandad masiva de Anguilla anguilla por
envenenamiento con plaguicidas ocurridos en el Lago Balaton (Hungria) en 1991 y 1995. En
los animales afectados se determind un incremento muy acusado de los niveles plasmaticos de
glucosa, siendo incluso 2.5 veces superior en los individuos muertos. Ademas observaron que
los individuos afectados presentaban una fuerte infeccion causada por el nematodo
Anguillicola crassus, estando asimismo la mayoria de las anguilas infectadas por la bacteria
Aeromonas punctata. Una situacién de estrés permanente debilita las defensas inmunitarias
reduciendo la formacion de y-globulina asi como la produccion de interferén, los cuales
juegan un papel esencial en la resistencia de los peces a varias enfermedades viricas y
bacterianas (Némsock y Boross, 1982).

En condiciones normales y a diferencia de los mamiferos, los peces utilizan como principal
fuente de energia sus reservas de proteinas y lipidos. Sin embargo, bajo condiciones de estrés
agudo asociado a factores bioticos o abidticos, los peces son, en cierto modo, similares a otros
vertebrados, movilizando y utilizando los carbohidratos para hacer frente a la elevada
demanda energética que requiere el organismo bajo tales condiciones de estrés. Durante este
estado, los niveles de carbohidratos asi como su control hormonal varian rapidamente, aunque
los peces disponen de mucha mas energia a partir de las proteinas del mdsculo y de las
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reservas lipidicas almacenadas en otras partes del cuerpo (Heath, 1995).

El factor estresante genera en los peces una respuesta nerviosa instantanea, a través del
estimulo del sistema nervioso simpatico, que actla directamente sobre aquellos Grganos
inervados por él, liberando noradrenalina, en el llamado efecto periférico. Tambien ejerce su
accion sobre la médula adrenal (tejido cromafin en los peces), que libera a la sangre sus
mediadores catocolaminicos (adrenalina y noradrenalina), conocido como efecto sistémico.
Las catecolaminas estimulan la glucogenolisis en el higado (la principal reserva corporal de
carbohidratos se localiza en el higado en forma de glucogeno), traduciéndose en la liberacion
de glucosa libre a la sangre. Para poder hacer frente a la alta demanda energética ocasionada
por la situacion de estrés, el glucégeno, debido a su facil disponibilidad para la produccion de
energia, puede ser rapidamente catabolizado, lo cual se traduce en un descenso de sus reservas
en los animales estresados y en un aumento de la glucosa sanguinea. Asimismo, las
catecolaminas promueven la utilizacion de ésta por el musculo y activan la lipolisis,
facilitando la liberacién de acidos grasos a la sangre. Estos efectos adrenérgicos pueden
ocasionar el incremento de la glucemia plasmatica en cuestion de minutos desde el inicio del
estrés. Frecuentemente coincidiendo con la situacion de estrés se produce un incremento de la
concentracion de lactato plasmatico, pero no estd claro si es debido a la estimulacion
adrenérgica de la glucolisis 0 a un efecto directo del estrés (p.e. hipoxia) sobre el tejido
muscular, pudiendo estar implicados, por supuesto, ambos mecanismos (Heath, 1995).

El estimulo estresante provoca ademas la secrecion del factor liberador de corticotropina
(CRF) por las células neurosecretoras del hipotdlamo, el cual estimula la produccion de la
hormona adrenocorticotropa (ACTH) por las células adenohipofisarias, la cual via sanguinea
alcanza el cortex adrenal (glandula interrenal en los peces) donde estimula a su vez la sintesis
y secrecion de glucocorticoides, fundamentalmente cortisol. Estos promueven, por un lado, el
catabolismo de las proteinas tisulares, proporcionando aminoacidos para ser utilizados en el
higado para la sintesis de glucosa (gluconeogénesis) y facilitan, asimismo, la sintesis de
glucosa a partir de piruvato en este organo, favoreciéndose la formacién de glucogeno en el
higado. Por otro lado, el cortisol actta sobre el tejido adiposo, favoreciendo la movilizacion
de los &cidos grasos, con un aumento de sus niveles en el plasma y facilitando su disposicion
como fuente de energia. Una vez en el higado, los acidos grasos contribuiran a la formacion
de cuerpos cetonicos y acetil-CoA, acentuando el efecto gluconeogénico (Planas, 1993;
Guyton, 1996).

Folmar (1993) tras comparar los efectos ejercidos por diferentes sustancias toxicas,
organicas e inorganicas, en diferentes especies de peces teledsteos, concluyé que una
respuesta tipica de estrés agudo incluye un incremento de las catecolaminas y el cortisol
circulantes, el cual es maximo en 1 hora, y que determina una hiperglucemia que alcanza su
cota mas elevada a las 4-5 horas desde el inicio del estrés. El rapido incremento de los niveles
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de glucosa plasmatica estaria determinado por la glucogenolisis hepética y muscular, iniciado
por la accién de las catecolaminas, mientras que el mantenimiento de estos niveles elevados
de glucosa estaria determinado por la gluconeogénesis (a partir del catabolismo proteico y
lipidico) estimulada por la accion del cortisol.

Ademas de este aumento de la glucosa plasmatica, se registro también en las anguilas un
aumento de este metabolito en el masculo y un descenso en higado y corazon. Como ya se ha
comentado, las reservas de glucogeno, tanto hepaticas como musculares, fueron movilizadas
durante toda la exposicion de los animales al herbicida, independientemente de la
concentracion empleada. Se observo un aumento generalizado de lactato en todos los tejidos
en que fue determinado (sangre, higado, musculo estriado, cerebro, branquia y corazon).
Paralelamente los niveles de proteinas totales en el plasma, musculatura estriada, higado,
cerebro y branquia disminuyeron, si bien en el corazon se mantuvieron relativamente
homogéneas. Se acompafié también de una movilizacion de los lipidos (colesterol y
triglicéridos) en higado y musculo estriado, que se tradujo en un incremento de su presencia
en el plasma.

La exposicion de individuos de esta especie, Anguilla anguilla, a plaguicidas de distinta
naturaleza induce esta tipica respuesta de estrés, como ha sido citada previamente por
diversos autores. Asi, la exposicion subletal al insecticida organoclorado lindano provoco un
aumento de los niveles plasmaticos de glucosa, piruvato y lipidos, paralelo a una movilizacion
de las reservas de glucogeno, lipidos totales y colesterol en higado y musculo, incluso se
determind una disminucién del glucégeno y colesterol cerebral y branquial. Todos estos
reajustes metabdlicos estuvieron acompafiados de un aumento generalizado de los niveles de
lactato, como describieron Ferrando y Andreu en diferentes trabajos (Ferrando y cols., 1989;
Ferrando y Andreu, 1991a, 1991b, 1992). Similar respuesta se observo en la anguila europea
expuesta al plaguicida organoclorado endosulfan (Gimeno y cols., 1994, 1995).

Del mismo modo, el tratamiento de la anguila A. anguilla con concentraciones subletales
de compuestos organofosforados como el insecticida fenitrotion desencadenaron rapidamente
hiperglucemia acompafiada del descenso de las proteinas totales (plasma, higado, musculatura
estriada, cerebro y branquias) y las reservas de glucogeno y lipidos totales (higado y
musculatura estriada) junto con un aumento generalizado de lactato (Sancho y cols., 1996,
1997, 1998a, 1999). También Cerdn y cols. (1996, 1997) refieren en la anguila esta respuesta
a la intoxicacion con el plaguicida organofosforado diazinon.

También compuestos herbicidas como el tiocarbamato tiobencarb han sido citados como
inductores de esta respuesta de estrés en la anguila (Fernandez-Vega y cols., 2002a). En el
caso del herbicida tiobencarb se observd una tendencia clara al restablecimiento de las
distintas reservas de la anguila tras un periodo de recuperacién en agua limpia, a diferencia de
lo observado con el propanil, fundamentalmente con la concentracion mas elevada, que dejo a
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la anguila con muy pocas reservas de glucogeno, proteinas totales o lipidos, ya que después de
acabar los experimentos no solo no se vio tendencia a su recuperacion sino que ademas éstas
siguieron muy mermadas.

Esta claro pues, que los plaguicidas citados junto con el herbicida propanil presentado en
este trabajo inducen aun en concentraciones subletales una respuesta de estrés clara en la
anguila A. anguilla.

Los procesos de sintesis y degradacion del glucogeno regulan el nivel de glucosa
sanguinea y suministran un depdsito de glucosa utilizable durante una mayor actividad
muscular. Los principales tejidos de almacenamiento de glucdgeno son el higado y el masculo
esquelético. Aunque la concentracion de glucogeno es superior en el higado que en el
musculo, se acumula mas glucégeno en el madsculo esquelético debido a su mayor masa
(Strayer, 1996). El glucogeno hepatico y muscular de las anguilas fue mayoritariamente
desviado, muy probablemente, para su utilizaciéon a través del proceso de glucogenolisis, lo
que explicaria el descenso observado en estos tejidos, con objeto de proporcionar energia
extra para hacer frente a la situacion de estrés que supuso para los peces la presencia de
propanil en el agua.

Por otro lado, un incremento de actividad en la ruta glucogenolitica favoreceria la mayor
disponibilidad de glucosa en las células de los peces sometidos a condiciones de hipoxia o
anoxia, para la obtencion de energia mediante su degradacién via anaerobiosis. Esto podria
ser utilizado por los peces durante una situacion de estrés inducida por la presencia de
plaguicidas, tal y como se ha observado en diferentes especies piscicolas, cuando los animales
han estado expuestos a concentraciones subletales de plaguicidas, independientemente del
grupo quimico al que pertenecen. Asi, Gill y cols. (1990a) observaron una movilizacion del
glucdgeno en higado y cerebro unida a hiperglucemia plasmatica ademas de hiperlactemia en
el pez Punthius conchonius por la intoxicacion con el insecticida organofosforado
fosfamidon. Singh y cols. (1996) constataron que la exposicion durante 12 dias del pez de
agua dulce Heteropneustes fossilis al plaguicida organoclorado aldrin provoco la reduccion de
las reservas de glucdgeno tanto en el higado como en el musculo, acompafiado de una elevada
hiperglucemia plasmatica durante todo el ensayo, ademas de una reduccion del contenido
proteico hepatico y muscular. También tras la exposicion a plaguicidas organofosforados,
como observaron Orug y Uner (1998) al exponer a la carpa, Cyprinus carpio, a azinfosmetil,
con un aumento de la glucemia plasmatica acompafada del descenso del glucogeno hepatico
y muscular con todas las concentraciones y tiempos ensayados.

Los cambios en el contenido de glucégeno tisular se relacionan con los niveles de
catecolaminas y glucocorticoides circulantes segregados bajo una situacion de estrés. Se ha
demostrado en peces que las catecolaminas segregadas bajo esta condicion de “alarma”
reducen el contenido de glucégeno hepéatico mediante la estimulacién de las enzimas
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glucdgeno fosforilasas (Pikering, 1981). Begum (2004) detecté una movilizacion de las
reservas de glucdgeno tanto hepaticas como, en menor medida, musculares en el pez de agua
dulce Clarias batrachus expuesto durante 6 dias al insecticida carbofuran, acompafado de
una incrementada actividad glucdgeno fosforilasa a en ambos tejidos. Esta enzima cataliza la
primera reaccion de la glucogenolisis, liberando glucosa-1-fosfato a partir del glucogeno. Tras
un periodo de 6 dias en agua sin plaguicida los niveles de glucégeno se recuperaron, pero la
actividad glucdgeno fosforilasa se mantuvo incrementada en ambos tejidos.

Desde un punto de vista fisioldgico, el contenido de glucdgeno muscular depende de la
concentracion de glucosa en plasma asi como de su propia capacidad de sintesis, lo que lo
diferenciaria del higado, donde la concentracion de glucdgeno depende principalmente de la
capacidad sintética. Shakoori y cols. (1996) investigaron los efectos toxicos provocados en el
pez de agua dulce Ctenopharyngodon idella, por una exposicién de 4 semanas a una dosis
subletal del insecticida fenvalerato, observando un descenso significativo de glucdgeno,
proteinas totales, aminoacidos y colesterol en el higado, ademas de un aumento de la glucosa.
Del mismo modo, también observaron un descenso de glucdgeno y proteinas totales en la
musculatura estriada. Estos autores sugirieron que el aumento de la glucosa hepética y el
descenso del contenido de glucdgeno eran debidos a una mayor actividad de la ruta
glucogenolitica asi como a una inhibicién de la glucolisis. Paralelamente, se observo la
inhibicién de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) hepatica, lo que efectivamente se
traduciria en una desviacion hacia la gluconeogénesis que explicaria el aumento constatado de
la glucosa en este Grgano.

En un estudio reciente sobre el efecto del plaguicida organofosforado dimecrom vy el
carbamato ziram sobre el metabolismo de los carbohidratos en el pez dulceacuicola
Sarotherodon mossambicus (Thangavel y cols., 2004) se constat6 que el 6rgano mas afectado
fue el higado, donde se detectdé una movilizacion del glucégeno acompariada de una elevada
acidosis lactica (acumulacién de lactato), ademas de un descenso de la glucosa hepaética. En el
musculo también se produjo degradacion del glucdgeno y descenso de la glucosa, pero en este
caso sin elevacion del lactato, lo cual podria ser considerado como una adaptacion del pez
para evitar la fatiga muscular (debida a la acidosis lactica) promovida por una mayor
actividad impuesta por la condicion de estrés. También en el tejido cardiaco se determind por
un descenso de glucosa acompafiado de un aumento del lactato.

En el presente estudio, el herbicida propanil produjo un descenso de la glucosa hepética en
las anguilas desde las primeras horas, que fue maximo a las 72 h (60%) durante el tratamiento
con la concentracion mas baja, y aln antes, a las 48 h (67%), con la mas alta. Una vez en agua
limpia, si bien los niveles tendieron a la recuperacién, éstos volvieron a decaer antes de
finalizados los experimentos, independientemente de la concentracion de propanil utilizada.
Este descenso podria indicar su utilizacion directa por las células hepaticas, ademas de su
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exportacion a sangre para ser transportada a otros tejidos donde la capacidad sintética de esta
molécula energética es mucho menor, como el cerebro, el musculo esquelético o el musculo
cardiaco. Efectivamente, el higado ayuda a mantener los niveles de glucosa sanguinea, de
modo que el cerebro y el musculo puedan extraer suficiente glucosa para atender sus
demandas metabolicas (Strayer, 1996). De hecho, en la musculatura esquelética se observé un
aumento de la glucosa desde primeras horas de exposicion a propanil. En la experiencia con
0.63 mg/L, los niveles se recuperaron una vez eliminado el propanil del agua, a diferencia de
lo ocurrido en la experiencia con 3.16 mg/L, donde los niveles permanecieron aumentados
durante toda la experiencia.

De Aguiar y cols. (2004) publicaron un descenso de los niveles de glucdgeno en el
musculo y un descenso del glucégeno y de la glucosa hepaticos, acompafiado de un
incremento de la glucemia plasmatica en el pez dulceacuicola Brycon cephalus expuesto al
organofosforado metil-paration, lo que estaria indicando el uso de los carbohidratos en los
organos de reserva y la exportacion de la glucosa hacia la sangre para ser distribuida a otros
tejidos.

Se observd un descenso de la glucosa cerebral durante las primeras 24 h, aumentando
durante las 48-72 h de exposicion, para volver a decaer a partir de las 120 h, siguiendo la
misma pauta en las anguilas de ambos experimentos. El herbicida propanil es neurotoxico en
mamiferos (Theus y cols., 1993) y se ha comprobado que el sistema nervioso aumenta sus
requerimientos energéticos durante la exposicion a plaguicidas neurotdxicos (Anand y cols.,
1985). Por otro lado, la molécula de glucosa representa la Unica fuente de energia consumible
por las neuronas. Tras un primer descenso de sus niveles, el aumento subsiguiente de la
glucosa cerebral seria una consecuencia del mecanismo adoptado por el organismo para dotar
a este organo de la energia necesaria para el mantenimiento sus funciones fisiologicas, y
procederia, fundamentalmente, de la gluconeogénesis hepéatica. No obstante, es posible que
las demandas energéticas inducidas por la intoxicacién con el propanil excedieran la
capacidad de las anguilas de mantener su homeostasis en este érgano, puesto que los niveles
de glucosa volvieron a decaer antes de finalizadas las experiencias.

En el masculo cardiaco de la anguila se observo un descenso de los niveles glucidicos, que
se prolongd durante la fase de exposicion con la concentracién mas baja de propanil, con un
descenso maximo del 34%, pero se recuperd a las pocas horas de eliminado el herbicida del
medio, lo que contribuiria a mantener el tejido cardiaco en condiciones energéticas optimas
para una mejor actividad cardiaca en los peces tras la situacién de estrés. Sin embargo en la
experiencia con 3.16 mg/L, los niveles permanecieron disminuidos durante toda la
experiencia, incluso durante los 6 dias de permanencia en agua no contaminada. Este
descenso glucidico seria consecuencia de una mayor actividad glucolitica en las células
cardiacas con objeto de obtener la energia extra necesaria para hacer frente al aumento de la
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actividad cardiaca (tanto la frecuencia como la potencia cardiacas se incrementan bajo una
situacion de estrés). Este fenomeno ha sido previamente descrito en el pez dulceacuicola
Sarotherodon mossambicus expuesto a los plaguicidas Dimecrom y Ziram, donde en el
corazén, ademas de un descenso de la glucosa, se observé un aumento de lactato (Thangavel y
cols., 2004).

En A. anguilla se observo, en este estudio, un aumento generalizado de los niveles de
lactato en todos los tejidos analizados ya desde primeras horas de contacto de los animales
con el herbicida propanil. Se pudo constatar que este aumento guardd una relacion
concentracion-respuesta, obteniéndose coeficientes de correlacion comprendidos entre 0.78
(cerebro) y 0.91 (plasma). Si bien durante la fase de recuperacion de las anguilas expuestas a
la concentracion menor de propanil algunos tejidos lograron recuperar los niveles de lactato
iniciales (branquias, musculo y corazén), en las anguilas expuestas a la concentracion mas
elevada, el aumento generalizado de los niveles de lactato se mantuvo también tras 6 dias de
permanencia en agua libre de contaminante. Los valores mas elevados se registraron entre las
12-48 h en todas las muestras, a excepcion del higado, que se alcanzé a las 56 h. En el plasma,
los valores determinados llegaron a ser 3.7 veces mas elevados que al comienzo de la
experiencia (370%), y en branquias e higado, los valores alcanzaron el 184% y 173% de los
valores iniciales, respectivamente. También fueron muy importantes en el cerebro (155%) y
en el masculo (135%).

El célculo de los niveles de lactato en los tejidos se utiliza como medida del metabolismo
anaerobio. Un aumento del metabolismo anaerobio constituye una rapida y clara respuesta
contra el déficit energético causado por un déficit de oxigeno en los tejidos (Van der Thillart,
1986). El aumento de lactato registrado en los tejidos analizados en las anguilas expuestas a
propanil, seria indicativo de mayores requerimientos energéticos consecuencia de la situacion

de “alarma” provocada durante su exposicion al herbicida.

El lactato se forma en los tejidos cuando la velocidad de la glucolisis supera a la velocidad
metabolica del ciclo del &cido citrico y de la cadena respiratoria. De este modo, la formacion
de lactato en las células de los organismos superiores se produce cuando la cantidad de
oxigeno disponible es limitada, como ocurre en el musculo durante la actividad intensa o bien
cuando el aporte de oxigeno disminuye, como por ejemplo por la exposicion a sustancias
contaminantes. En condiciones normales, solamente una pequefia fraccion de la energia de la
glucosa se libera en la conversion anaerdbica hasta lactato, ya que se puede extraer mucha
mas energia de forma aer6bica por la via del acido citrico y de la cadena respiratoria. De
manera que la formacion de lactato supone “ganar tiempo” ya que permite la regeneracion del
NAD™ necesario para la continuidad de la glucolisis, impidiendo que ésta cese en condiciones
anaerobias (Strayer, 1996).
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Debido a su disefio y funcionalidad, las branquias son un tejido muy sensible a condiciones
ambientales desfavorables y constituyen uno de los primeros 6rganos afectados bajo tales
condiciones (Peters y Hong, 1985). Su extensa superficie y su fina estructura a modo de
tamiz, las hacen particularmente susceptibles a la exposicion continuada a agentes nocivos
que contaminan el medio acuatico (Lichtenfels y cols., 1996). Se han publicado numerosos
trabajos acerca de las lesiones inducidas en el tejido branquial por la presencia de distintas
sustancias toxicas en el agua (Heath, 1995; Borah y Yadav, 1996; Lichtenfels y cols., 1996;
Karan y cols., 1998). Santos y cols. (1990) observaron hipertrofia y formaciones edematosas
en las laminillas branquiales de la anguila europea expuesta a residuos industriales. Estas
lesiones provocan a la vez importantes desajustes en la incorporacion de oxigeno a traves de
las branquias, lo que unido a una mayor demanda de energia, origina un ambiente interno
gravemente hipdxico o anoxico.

También los herbicidas son capaces de alterar la integridad estructural y funcional del
tejido branquial. En este sentido, NeSkovic y cols. (1996) observaron diferentes cambios
histopatolégicos en el tejido branquial de Cyprinus carpio expuesto a concentraciones
subletales del herbicida glifosato, tales como hiperplasia, edema, infiltracion leucocitaria e
hipertrofia de las células de cloruro, lo que indicaria un importante dafio estructural y
funcional en este tejido. Estos estudios se verian apoyados por los efectuados posteriormente
por Jiraungkoorskul y cols. (2003) que encontraron asimismo diversos dafios histopatologicos
ocasionados por el mismo herbicida en el pez dulceacuicola Oreochromis niloticus. La
exposicion a otro herbicida, el tiocarbamato tiobencarb, provocé diferentes lesiones en las
branquias del pez Gambusia affinis, caracterizadas por la hipertrofia del epitelio respiratorio
con infiltracion leucocitaria del epitelio branquial, hiperplasia de las células mucosas, fusién
completa de las lamelas secundarias y hemorragias con ruptura del epitelio (Persichino y
cols., 1998). También los estudios histologicos efectuados por Poleksi¢ y Karan (1999), en
diferentes tejidos de Cyprinus carpio, ponen de manifiesto la capacidad de otro herbicida, en
este caso, la dinitroanilina trifluralin, de provocar lesiones en las branquias, como hiperplasia
y edema del epitelio branquial primario y secundario o hipertrofia de las células de cloruro.
Todos estos herbicidas provocaron ademas alteraciones de enzimas, tales como la alanina
aminotransferasa (ALT) y la aspartato aminotransferasa (AST), como se discutira mas
adelante.

También herbicidas como tiobencarb o propanil, son capaces de afectar y alterar la
capacidad funcional de enzimas, como la Acetilcolinesterasa (Fernandez-Vega y cols.,
2002b), las Adenosin-Trifosfatasas (Sancho y cols., 2003) o la actividad enzimatica ALP (ver
Resultados, apartado 4.2.14.1), que en las branquias reducen su eficacia como 4rgano
respiratorio. Y como se discutird mas adelante, se observé un aumento del contenido hidrico
del tejido branquial de las anguilas, alterando los procesos fisioldégicos normales del tejido
respiratorio como consecuencia de este estado edematoso. Como resultado, el animal recibe
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menor cantidad de oxigeno, desarrollando un estado de hipoxia interna, que provocaria un
incremento del metabolismo anaerobio, menos eficiente energéticamente que el metabolismo
aerobio, lo que vendria indicado por el espectacular aumento del contenido de lactato tisular
en las anguilas experimentales expuestas a la concentracion mas alta de propanil.

Hay que tener presente que un aumento importante de lactato interferiria con los
mecanismos internos necesarios para el mantenimiento del equilibrio &cido-base. Ademas, el
lactato podria también reducir la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno y por el didxido
de carbono, disminuyendo asi la capacidad transportadora de oxigeno por la sangre (Begum y
Vijayaraghvan 1999). Por ultimo, se ha comprobado la implicacion del herbicida propanil en
el deterioro de los eritrocitos causando metahemoglobinemia y anemia en mamiferos
(McMillan y cols., 1990a,c; 1991). De ocurrir lo mismo en peces como la anguila esto
implicaria una merma en la capacidad de transportar oxigeno a los tejidos, debido a la
incapacidad de la metahemoglobina de unirse al oxigeno, lo que contribuiria a aumentar este
estado de hipoxia en la anguila.

Radhaiah y Jayantha (1991) relacionaron un descenso en el aporte de oxigeno con la
inhibicidn de la actividad de las enzimas oxidativas en el pez Tilapia mossambica expuesto al
insecticida fenvalerato. Tras un aumento inicial de la funcion de las enzimas oxidativas
succinato deshidrogenasa (SDH), malato deshidrogenasa (MDH) e isocitrato deshidrogenasa
(IDH), indicativo de una alta tasa metabdlica durante el estado inicial de toxicosis, se produjo
su inhibicion durante el subsiguiente periodo de exposicion, evidenciando la reduccion
operativa del ciclo de los acidos tricarboxilicos, observando ademas un descenso de la tasa de
consumo de oxigeno que fue concentracion dependiente Estos autores atribuyeron la
inhibicién de las enzimas oxidativas al descenso del aporte de oxigeno, particularmente
debido a las lesiones estructurales en el tejido respiratorio branquial, combinado con la
desorganizacion mitocondrial, desencadenado por el envenenamiento con el toxico. También
Reddy y cols. (1994) citaron similar inhibicion de las enzimas del ciclo de los acidos
tricarboxilicos en el pez Channa punctatus expuesto al insecticida organoclorado lindano.

En general, bajo condiciones de hipoxia o anoxia se eleva la movilizacion y el consumo de
los carbohidratos corporales y se activa la glucogenolisis (Orug¢ y Uner, 1998). Padmaja y
Balaparameswara (1995) atribuyeron los bajos niveles de carbohidratos en la especie de agua
dulce Bellamya dissimilis expuesta a varios plaguicidas, a la utilizacién directa de estos
metabolitos para la generacidn de energia, una demanda causada por la hipoxia debido a las
lesiones en tejido respiratorio inducido por la intoxicacion. La exposicion a los plaguicidas
malation (organofosforado) y carbaryl (carbamato) indujo la disminucion del contenido de
glucdgeno, piruvato y proteinas totales acompafiado de un aumento de lactato tanto en el
higado como en el musculo del pez dulceacuicola Colisa fasciatus en todos los tiempos y
concentraciones ensayadas (Singh y cols., 2004).
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Por otro lado, la acumulacion de lactato en los tejidos puede llevar a una acidosis
metabolica y una subsiguiente fatiga muscular con implicaciones sobre la normal actividad de
los peces, como la busqueda de alimento o capacidad de escape (Tugiyono y Gagnon, 2002).

El principal efecto metabolico como consecuencia del déficit de oxigeno consiste en un
aumento de la sintesis de lactato mediante la accion de la enzima lactato deshidrogenasa,
COmMOo un mecanismo compensatorio para combatir el estrés por toxicosis. Esta enzima cataliza
la reduccién reversible del piruvato, producto final de la glucolisis, a lactato cuando la
cantidad de oxigeno en los tejidos es limitada. La anguila A. anguilla, sometida a tratamientos
subletales con distintos plaguicidas, manifestd invariablemente un aumento de los niveles de
lactato en los tejidos analizados (Ferrando y Andreu, 1991a, 1991b, 1992; Gimeno Yy cols.,
1994, 1995; Ceron y cols., 1997; Sancho y cols., 1996, 1997, 1998a). El incremento de este
metabolito anaerdbico asi como de la actividad LDH es cominmente observado en peces bajo
intoxicacion con diferentes plaguicidas (Gill y cols., 1991; Radhaiah y Jayantha, 1992; Reddy
y cols., 1994; Szegletes y cols, 1995; Shakoori y cols., 1996). Un aumento de los niveles de
lactato y de piruvato (que se transforma a su vez en lactato en condiciones anaerdbicas por
accion de la LDH) constituyen un indice bioguimico significativo de un déficit de oxigeno y
del estado redox mitocondrial (Gupta y cols., 1991). También indica la posibilidad de un
aumento de la gluconeogénesis, con objeto de proporcionar glucosa adicional para compensar
el déficit energético debido a las condiciones anoxicas en los peces intoxicados (Reddy y
cols., 1994).

La LDH es una enzima citoplasmatica presente virtualmente en todos los tejidos animales.
Se sabe que en peces esta enzima aumenta en diferentes tejidos por exposicion a diferentes
tipos de plaguicidas (Radhaiah y Jayantha, 1991, 1992; Borah y Yadav, 1996; Tugiyono y
Gagnon, 2002; Singh y Singh, 2004) y de hecho es una enzima considerada como
biomarcador citoplasmatico (Gupta y cols., 1991). El grado de incremento de la actividad de
esta enzima celular depende principalmente de la magnitud y severidad del dafio celular
(Gupta y cols., 1991). En el presente estudio, la LDH estuvo alterada en higado, madsculo y
cerebro de las anguilas expuestas a propanil, con un grado de alteracion que fue funcion de la
concentracion de herbicida aplicada. En el higado, la actividad LDH aument6 solo tras 80 h
(50%) en el experimento con 0.63 mg/L de propanil, sin embargo en el experimento con 3.16
mg/L se observ6 un aumento significativo ya a las 56 h de contacto, con un 90% de aumento.
En ambos experimentos las anguilas no recuperaron la actividad inicial tras la permanencia en
agua exenta de propanil. En el musculo el efecto se manifestd desde las primeras 24 h, y
mientras que en las anguilas expuestas a 0.63 mg/L la actividad se recuperd después de 48 h
de comienzo de la fase de eliminacion, esta actividad todavia estuvo aumentada un 86% al
finalizar el ensayo en anguilas expuestas a la concentracién mas elevada. La actividad LDH
cerebral de las anguilas expuestas a la concentracién mas elevada de propanil, aumento6 hasta
un 70-80% durante la exposicion, y fue adn un 30% superior al control al finalizar el
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experimento. No hubo, sin embargo, alteracion significativa en el funcionamiento de esta
actividad en las branquias. Estos resultados son comparables a los publicados por Ghosh
(1987) en el pez Clarias batrachus con un incremento de la actividad LDH en higado,
musculo, cerebro y branquias durante la exposicion a plaguicidas organofosforados o a los
determinados por Tugiyono y Gagnon (2002) con un aumento de esta actividad en higado y
musculo del pez Pagrus auratus como consecuencia de la exposicion al plaguicida Na-PCP.

Durante el estudio sobre el efecto que el insecticida piretroide alfametrin provoco en el pez
dulceacuicola Catla catla, Singh y Singh (2004) observaron el aumento de la actividad LDH
(higado, mdsculo, cerebro y branquia), acompafiado de un descenso generalizado de la
actividad de enzimas relacionados con el metabolismo aerobio (SDH, MDH, citocromo ¢
oxidasa) y de la actividad Mg®*ATPasa. Esto indicaria una reduccién de los procesos
implicados en el metabolismo oxidativo (ciclo de los &cidos tricarboxilicos y cadena de
transporte electrénico) resultando en una merma en la capacidad de produccion de energia.

La enzima LDH constituye el centro de un delicado equilibrio entre el catabolismo y el
anabolismo de los carbohidratos. Begum y Vijayaraghvan (1995a, 1999) observaron un
aumento de las actividades LDH y glucogeno fosforilasa, acompafiado del descenso de
glucdégeno y un aumento concomitante de los niveles de glucosa y lactato en higado y
musculo del pez dulceacuicola Clarias batrachus promovido por la exposicién al insecticida
organofosforado dimetoato. La estimulacion de la ruta glucolitica para la obtencién de energia
extra junto al incremento de la actividad LDH indicaria que el producto final de la glucolisis,
el piruvato, no entro en el ciclo de Krebs sino que se transformé en lactato bajo condiciones
hipoxicas, lo que deriva en la acumulacion de lactato en los tejidos. También Orug y Uner
(1998) citan un aumento de la actividad LDH unido a un descenso del glucdgeno hepatico y
muscular asi como un aumento de la glucosa plasmatica en Cyprinus carpio como
consecuencia de la exposicion al organofosforado azinfosmetil.

La LDH es una enzima citosélica que esta presente practicamente en todos los tejidos, si
bien los o6rganos con mayor concentracion en mamiferos son el higado, el musculo
esquelético y el corazén (Gupta y cols., 1991). En la anguila, la mayor concentracion de esta
enzima se registro en el musculo esquelético, con una actividad media en los individuos
control de 105 umol/min/g, seguido del higado>cerebro>branquia, con actividades medias de
27>19>13 umol/min/g respectivamente. En mamiferos, cuando existe dafio tisular,
relacionado con alguna enfermedad o por exposicion a alguna sustancia toxica, se ha visto que
la actividad LDH aumenta. Se utiliza como biomarcador de una variedad de enfermedades,
intoxicaciones y miopatias, ya que sus niveles plasmaticos aumentan como resultado de un
incremento de la permeabilidad de las membranas plasmaticas de los tejidos lesionados, 1o
gue permite la salida al torrente circulatorio de enzimas citoplasmaticas. Gupta y cols. (1991)
estudiaron la actividad LDH total en plasma asi como sus diferentes isoenzimas, propios de
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cada tejido, con objeto de determinar qué 6rganos estarian dafiados, en ratas macho Sprague-
Dawley expuestas al insecticida carbamato carbofuran. Estos autores observaron un aumento
de la LDH plasmatica total asi como de los isoenzimas mayoritarios propios de cada uno de
los tejidos, lo que demostro que este producto causo dafios en todos los tejidos estudiados. En
peces, Asztalos y Nemcsok (1985) relacionaron el incremento de la actividad LDH plasmatica
en Cyprinus carpio con lesiones del tejido hepatico como consecuencia de su exposicion a
plaguicidas. Y de igual modo, el aumento que se registré de la actividad LDH en las anguilas,
podria estar relacionado con lesiones en los diferentes tejidos como resultado de la
contaminacion con propanil.

Las proteinas son las macromoléculas mas abundantes e importantes en los seres vivos y
desempefian funciones clave en casi todos los sistemas bioldgicos. Cumplen un papel esencial
en la arquitectura, fisiologia y metabolismo de la célula y constituyen aproximadamente el
50% del peso seco celular. Como constituyentes de las membranas celulares, las proteinas
tienen una funcién vital en las interacciones entre el medio intra y extracelular. Y como
enzimas, las proteinas son responsables del mantenimiento de la homeostasis y del delicado
equilibrio subcelular, catalizando casi todas las reacciones quimicas que tienen lugar en la
célula (Strayer, 1996). Bajo situacidn de estrés (en este caso por la presencia de propanil en el
medio), se utilizan como combustible metabdlico para la obtencion de energia extra necesaria
para poder hacer frente a esta situacion de “huida / lucha” generada.

En las anguilas expuestas a 0.63 mg/L de herbicida se observé un descenso de las proteinas
totales plasmaticas durante la fase de exposicidn, pero se restablecieron sus niveles durante la
fase de recuperacion. lgualmente se registré una movilizacion de las reservas proteicas tanto
en la musculatura estriada como, en menor medida, en el higado y la branquia, que se
prolongd durante todo el experimento, mientras que en el cerebro la movilizacion se observo a
partir de las 56 h.

La utilizacion de las reservas proteicas en las anguilas expuestas a 3.16 mg/L de propanil
fue mayor tanto en el muasculo como en el higado, prolongandose durante todo el experimento
y con las reservas ain muy mermadas al finalizar la experiencia. En la branquia ademas la
movilizacién fue maxima durante un mayor periodo de tiempo y en el cerebro la movilizacién
comenzé antes, ya partir de las 2 h. En el plasma los niveles proteicos descendieron también
durante la fase de exposicién al herbicida.

Esta disminucién de los niveles de proteinas totales en los diferentes tejidos analizados de
la anguila A. anguilla podria estar justificada por una activacién de su catabolismo derivada
de la exposicion a propanil. Se promoveria asi un aumento de la proteolisis desencadenado
por el herbicida y relacionado con la mayor demanda energética como consecuencia de la
respuesta de estrés. Esto se traduciria en la obtencion de aminoacidos libres utilizables como
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sustrato metabolico para la sintesis de glucosa a través de la gluconeogénesis,
fundamentalmente hepatica, o bien, previa transaminacion, para su entrada en el ciclo del
acido citrico.

El uso de las reservas proteicas bajo situaciones de estrés provocadas por la presencia de
plaguicidas en el medio es frecuente en los peces, especialmente en los dulceacuicolas (Singh
y Bhati, 1994; Singh y cols., 1996; Shakoori y cols., 1996). El descenso de los niveles de
proteinas totales puede deberse a un aumento de la actividad proteolitica y a una posible
utilizacion de los productos resultantes con fines metabdlicos como publicaron Singh y cols.
(1996), al observar un descenso de las proteinas hepaticas y musculares en el pez de agua
dulce Hepteropneustes fossilis expuesto al plaguicida aldrin. Por otro lado, concentraciones
subletales del insecticida carbofuran provocaron un descenso del contenido de proteinas
totales tanto en el higado como en musculatura estriada, cerebro, branquia, corazon y rifion en
el pez de agua dulce Clarias batrachus, directamente proporcional a la concentracion de
insecticida empleada y al tiempo de duracion del tratamiento (Singh y Sharma, 1998). Un
descenso de las proteinas hepaticas y musculares también ha sido observado el pez
dulceacuicola Colisa fasciatus expuesto a malation y a carbaryl en todas las concentraciones y
tiempos estudiados (Singh y cols., 2004). Ello estaria indicando la adaptabilidad fisioldgica de
los animales para compensar el estrés inducido por el tratamiento. Esta claro que para hacer
frente a esta situacion los animales presentan una elevada demanda energética, que
estimularia el catabolismo proteico. También en la anguila europea, se ha observado un
descenso significativo del contenido en proteinas totales de 6rganos como higado y musculo
COMO un mecanismo que se activa para la obtencion de energia “extra” necesaria para hacer
frente a la situacién impuesta por la intoxicacion con plaguicidas (Sancho y cols., 1997,
1998a, 1999, Fernandez-Vega y cols., 2002a).

Por otro lado, Borah y Yadav (1996) atribuyeron el descenso del contenido de proteinas
totales en musculo y branquias del pez Hepteropneustes fossilis expuesto al insecticida
dimetoato, a una merma de la capacidad de sintesis proteica y/o a un incremento de la
proteolisis. Esto Gltimo daria lugar a aminoacidos libres utilizables como sustrato metabdlico
a través del ciclo de Krebs para la obtencion de energia adicional impuesta por la condicion
de estrés.

Los aminoacidos que no son utilizados de inmediato para la sintesis de proteinas y otras
biomoléculas, no pueden ser almacenados en la célula, como sucede con los acidos grasos y la
glucosa, ni tampoco pueden ser excretados, utilizandose como combustible metabdlico. La
degradacion de los aminoacidos tiene lugar principalmente en el higado. La mayoria de los
grupos o-amino de tales aminodcidos sobrantes se convierten en amonio, mientras que Sus
esqueletos carbonados se transforman en acetil-CoA, acetacetil-CoA, piruvato, o en uno de
los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos. La estrategia de la degradacién de
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los aminoéacidos es formar intermediarios metabdlicos principales que puedan convertirse en
glucosa o bien oxidarse en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Strayer, 1996).

En el proceso de degradacion de muchos aminoacidos, el grupo o-amino se transfiere al o-
cetoglutarato para formar glutamato, que es desaminado oxidativamente por la enzima
glutamato deshidrogenasa (GDH), liberando amonio. Las aminotransferasas, denominadas
también transaminasas, catalizan la transferencia de un grupo o-amino desde un o-
aminoacido hasta un a-cetoacido. La alanina aminotransferasa (ALT) cataliza la transferencia
del grupo a-amino de la alanina hasta a-cetoglutarato liberando piruvato y glutamato. La
aspartato aminotransferasa (AST) a su vez, cataliza la transferencia de un grupo o.-amino del
aspartato hasta a-cetoglutarato liberando oxalacetato y glutamato. Asi, se transfieren los
grupos a.-amino de estos aminoacidos hasta el glutamato para convertirlos en amonio, que se
excreta como tal en peces.

En la anguila A. anguilla se observo en general un aumento de la actividades ALT y AST
en los organos Yy tejidos en los que se estudiaron: sangre, higado, madsculo, y corazon. En el
experimento con 0.63 mg/L la actividad AST en sangre aumentd a partir de las 24 h y se
normalizé una vez en agua exenta de herbicida. En el higado la actividad ALT aumento6 a
partir de las 56 h, y se prolongd hasta 4 dias en agua sin propanil, recuperandose al final de la
22 fase. En el musculo esta enzima aumento su actividad mas tarde que en el resto de tejidos,
durante la 22 fase del experimento, y no se recuperé al finalizar el mismo con independencia
de la concentracion de propanil empleada. En el corazdn, la actividad ALT aumentd desde el
inicio del experimento y se recuperd después de 24 h en agua sin plaguicida.

La aplicacién de una concentracion mayor provocO un efecto mas notorio sobre estas
enzimas. En el experimento con la concentracién mas alta, la actividad AST en el plasma
aumento antes, ya desde las 2 h, con un incremento maximo mayor y no se recuperd una vez
transferidos los animales a agua sin toxico. En el higado, el aumento de la ALT se observo
antes, a partir de las 48 h, recuperandose también al final de la 22 fase. En el corazdn la
méaxima actividad fue mayor y se prolongd durante mas tiempo y no se recuper6 durante la
fase en agua exenta de herbicida.

Este aumento en las actividades aminotransferasas indica que se esta produciendo en la
anguila un aumento de los procesos de degradacion de los aminoacidos procedentes del
catabolismo proteico, lo que viene corroborado por el descenso observado de las proteinas en
la mayoria de los tejidos analizados y méas acentuado en los tejidos implicados en funciones
de reserva, como el muscular y el hepéatico. EI aumento de la actividad de estas enzimas
proporciona piruvato, oxalacetato, o-cetoglutarato y glutamato a traves de los procesos de
transaminacion activa y de desaminacion oxidativa, como recurso energético dentro del
mecanismo de adaptabilidad fisiologica para compensar el estrés por la exposicion al
herbicida.
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La disminucién de los niveles de proteinas totales unido a un incremento de las actividades
ALT y AST en higado y musculo se ha citado en individuos de la especie Clarias batrachus
como consecuencia de la exposicion a dimetoato (Begum y Vijayaraghavan, 1995b, 1996) o
al insecticida carbofuran (Begum, 2004). Este Gltimo autor, ademas, observo un aumento de
aminoéacidos libres, y un aumento concomitante del amonio en los mismos tejidos. El aumento
de las transaminasas, ademas de piruvato, oxalacetato y o-cetoglutarato, proporciona
glutamato, que desaminado oxidativamente por la GDH origina amonio, extremo que estaria
corroborado por el aumento de amonio y de la actividad GDH observado en higado y
musculo. Este autor observO una recuperacion paulatina de los niveles proteicos,
fundamentalmente en el higado, durante un periodo de 6 dias en agua exenta de contaminante.
La actividad AST volvio a la normalidad en ambos tejidos al final del periodo de recuperacién
mientras que la ALT no se recuperd tras este periodo.

Esta elevada actividad proteolitica como consecuencia de la exposicion de los peces a
plaguicidas, también ha sido previamente observada en diferentes tejidos de la carpa Cyprinus
carpio expuesta al insecticida piretroide cipermetrin, con una disminucién generalizada del
contenido de proteinas totales y un incremento de los aminoacidos libres, atribuido a su menor
utilizacion en la gluconeogénesis como consecuencia de la exposicion de los animales al
piretroide, y al hecho de estar involucrados en el mantenimiento de la 6smosis y del equilibrio
acido base celular (David y cols. 2004). Las actividades ALT y AST estuvieron elevadas en
todos los tejidos analizados, lo que constituye una clara indicacion de la entrada de los
aminoacidos en el ciclo de Krebs a través de los procesos de transaminacion activa y
desaminacion oxidativa. La participacion de rutas alternativas como las reacciones
aminotransferasas son necesarias cuando se produce una inhibicion de la actividad de enzimas
implicadas en el metabolismo oxidativo tales como la succinato deshidrogenasa (SDH), la
malato deshidrogenasa (MDH), y la citocromo ¢ oxidasa, como demostraron Singh y Singh
(2004) en higado, musculo cerebro y branquias del pez duceacuicola Catla catla como
consecuencia de la intoxicacion con el piretroide alfametrin.

Las enzimas aminotransferasas pueden ser utilizadas como biomarcadores sensibles en
ensayos de intoxicacion experimental con plaguicidas (Heath, 1995). Al tratarse de enzimas
intracelulares y puesto que el plasma contiene sélo una pequefia cantidad de las mismas, un
aumento plasmatico de estas enzimas puede ser representativo de necrosis tisular (Orug y
Uner, 1998). Estos autores observaron un aumento de las actividades ALT y AST en el
plasma acompafado de un descenso de las proteinas totales en higado y musculo de Cyprinus
carpio expuesto a dos concentraciones subletales del organofosforado azinfosmetil. Bélint y
cols. (1995) encontraron alteraciones citopatoldgicas en los hepatocitos acompafiadas de un
incremento de las actividades AST y LDH plasmaticas en Cyprinus carpio expuesto al
piretroide deltametrin. Los distintos cambios ultraestructurales observados indicarian
inequivocamente el dafio causado por los plaguicidas en los organulos celulares, como la
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mitocondria y el nucleo, afectando a los procesos de sintesis de proteinas y de obtencién de
energia.

Un aumento de las actividades ALT y AST se ha referido en el plasma de Cyprinus carpio
al exponer a los animales a concentraciones subletales del piretroide deltametrin (Szegletes y
cols., 1995). También en la anguila A. anguilla la exposicién al mismo piretroide supuso un
aumento de las actividades ALT y AST en el plasma, del 20% y 100% respectivamente
(Balint y cols.,1997).

Las aminotransferasas son enzimas Utiles para la evaluacion de lesiones del paréngquima
hepatico (Gingerich, 1982). ElI aumento de estas enzimas medidas en el plasma se
correlaciona con lesiones hepaticas y renales (Béalint y cols., 1997). Se ha demostrado su
presencia tanto en el citosol como en la mitocondria de los hepatocitos, de modo que es
posible que un aumento de estas actividades en el plasma reflejen la ruptura de las membranas
tanto celulares como mitocondriales de los hepatocitos (Hoff y cols., 2003). De Aguiar y cols.
(2004) publicaron un aumento de las actividades ALT y AST en plasma del pez dulceacuicola
Brycon cephalus expuesto al organofosforado metilparation acompafiado de un descenso de la
actividad ALT en el higado, lo que explicaria una salida de las enzimas desde el higado
lesionado al plasma. También observaron un aumento de la actividad AST cardiaca, como
consecuencia de la ruptura de las membranas mitocondriales de las células cardiacas, con el
escape del contenido mitocondrial. La alteracion de las funciones cardiacas puede interferir,
entre otros, en los procesos celulares de incorporacion de O, y liberacion de CO,, lo que
conduciria a un estado de hipoxia tisular (De Aguiar y cols., 2004).

Neskovic y cols. (1996) describieron el aumento de las actividades ALT y AST en plasma,
higado, branquias y rifion de Cyprinus carpio como consecuencia de la exposicion subletal al
herbicida glifosato, acompafiado de importantes cambios histopatoldgicos en las branquias y
el higado, como hiperplasia, edema, infiltracion leucocitaria e hipertrofia de las células de
cloruro y congestion y fibrosis en el higado, indicativos del importante dafio estructural y
funcional en estos érganos.

El analisis histoldgico ha demostrado la relacion entre la exposicion a concentraciones
subletales del herbicida dinitroanilina trifluralin y el aumento de las actividades AST y ALT
en sangre, higado, branquias y rifion de Cyprinus carpio, lo que indica dafios en estos érganos
y tejidos (Poleksi¢ y Karan, 1999). Un aumento significativo de la actividad AST en la
branquia estaria relacionado probablemente con la aparicion de hiperplasia y edema del
epitelio branquial primario y secundario, como mecanismo esencial de defensa de este tejido.
Estos autores concluyeron que la hipertrofia observada de las células de cloruro podria
apuntar a su papel en la eliminacion branquial del herbicida, que excederia a la via urinaria en
la eliminacién de sustancias hidrofébicas como es el caso del herbicida trifluralin. También
concluyeron que el incremento de la actividad transaminasa, en las branquias y el plasma, de
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los peces expuestos a trifluralin podria indicar la posible “fuga” de enzimas de las células a
través de las membranas plasmaticas dafiadas y/o a un incremento de su sintesis en los tejidos.
Y que el aumento de la actividad AST en higado y sangre, podria indicar un proceso de
necrosis de los hepatocitos del higado.

También Jiraungkoorskul y cols. (2003) observaron un aumento en la actividad de las
enzimas ALT y AST en higado, branquias y rifion del pez dulceacuicola Oreochromis
niloticus, como consecuencia de la exposicion crénica a concentraciones subletales del
herbicida glifosato correlacionado con los diversos dafios histopatologicos qué ocasion0 en
estos 6rganos.

La albamina es una proteina plasmatica que en los peces, es sintetizada exclusiva o
predominantemente en el higado, y secretada posteriormente a la sangre. La compleja
cantidad de proteinas que se localizan en el plasma tiene su origen, en su mayor parte, en el
higado. Se dividen, en general, en fibrindgenos y albuminas. Estas Gltimas son importantes en
el mantenimiento de la presion osmatica plasmatica, en funciones de tamponamiento para el
mantenimiento del pH de la sangre, como fuente de aminodcidos y como moléculas
transportadoras de hormonas y de sustancias quimicas exdgenas tales como compuestos
organicos y metales (Gingerich, 1982; Heath, 1995).

El descenso de los niveles de albumina plasmatica se utiliza para diagnosticar dafios o
alteraciones de la funcion hepatica (Gingerich, 1982). En la anguila A. anguilla, la exposicién
durante 72 h a concentraciones subletales de propanil provoco el descenso de los niveles de
albumina ya desde primeras horas de exposicion. EI maximo descenso observado fue del 54%
en el experimento con 0.63 mg/L y del 68% en el experimento con 3.16 mg/L. Esta
disminucion de sus niveles plasmaticos se prolongd durante toda la fase de exposicion en
ambos experimentos con propanil, pero tendieron a la recuperacion de los valores de partida,
una vez los animales estuvieron en la fase de recuperacion. Este descenso observado en la
anguila como consecuencia de la exposicion a propanil podria ser indicativo de algin grado
de alteracion en los hepatocitos que repercutiria en la capacidad de sintesis de la albumina y
como consecuencia en un descenso de sus niveles en el plasma, y/o a su empleo para la
obtencion de aminoacidos utilizables como recurso energético para la sintesis de glucosa en el
higado o para su entrada en el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Se han encontrado pocas referencias bibliograficas que relacionen la exposicion a
diferentes sustancias toxicas con la albdmina plasmatica de los peces. Pero parece que en
general la respuesta a la exposicion a estos productos se traduce en un descenso de los niveles
plasmaticos de albimina, como se ha observado en Cyprinus carpio expuesto a
concentraciones subletales del plaguicida endosulfan, directamente proporcional a la duracion
del periodo de exposicion y a la concentracién de insecticida empleada (Jenkins y cols.,
2003). Un descenso de los niveles de albdmina plasmatica, junto con el aumento de la
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glucemia y de las actividades ALT y AST acompafiados del aumento de los radicales libres
tanto en el plasma como el higado y el cerebro han sido citados como consecuencia de la
intoxicacion de la rata Sprague-Dawley con cadmio (EI-Demerdash y cols., 2004).

De una manera conjunta, los resultados obtenidos en cuanto al contenido de las proteinas
totales en los diferentes tejidos de la anguila, junto con los efectos causados sobre las enzimas
aminotransferasas y la albumina, sugieren un efecto generalizado, ya sea directo o indirecto,
del herbicida propanil sobre el metabolismo proteico, interfiriendo en el metabolismo
intermediario de los peces, ademas de interferir con la biosintesis de lipoproteinas como las de
membrana, necesarias para la reparacion de membranas biologicas dafiadas. En este sentido,
se ha demostrado la interferencia del herbicida propanil en la biosintesis de RNA y enzimas
como proteinasas, amilasas y dipeptidasas en vertebrados (Ware, 1983).

Como se explica en el capitulo de Resultados (Aptdos. 4.3.1.5, 4.3.1.6, 4.3.4.5, 4.3.4.6,
4.3.11.5y 4.3.11.6), la exposicién de las anguilas al herbicida propanil provoco alteraciones
en su metabolismo lipidico, movilizando las grasas almacenadas, lo que se tradujo en el
descenso de los niveles de colesterol y triglicéridos en el higado y musculatura estriada,
paralelo al aumento de los niveles de lipidos plasmaticos circulantes. Se observaron, no
obstante diferencias en los resultados dependiendo de la concentracion de propanil a la que se
expusieron las anguilas.

En el experimento con la concentracién mas baja de herbicida (0.63 mg/L), se observé una
movilizacién de colesterol y triglicéridos tanto en el higado, donde estuvieron disminuidos los
niveles toda la experiencia, como en el musculo, donde la maxima movilizacién de colesterol
(70%) se registrd en la fase de recuperacion. Los triglicéridos musculares se movilizaron a
partir de las 72 h, con un descenso entre el 30-55% durante la 22 fase del experimento. Esta
lipolisis hepatica y muscular se tradujo en un aumento de los triglicéridos plasmaticos durante
todo el ensayo (44% al terminar el ensayo) y en una hipercolesterolemia desde las 12 h hasta
las 168 h (aumento medio del 32%).

En el experimento con 3.16 mg/L de propanil, la degradacion de colesterol y triglicéridos
en el higado fue mayor, y la movilizacion fue maxima durante un mayor periodo de tiempo.
También lo fue en el masculo, con un descenso méximo de colesterol del 75%. Ademas los
triglicéridos musculares se movilizaron ya a partir de las 24 h, con un descenso de mas del
55% al acabar el experimento. EI aumento de los triglicéridos plasmaticos se prolongd
igualmente durante todo el ensayo, con un mayor incremento al terminar éste (64%) vy el
aumento de los niveles de colesterol se observo antes, ya desde las 2 h, también hasta 168 h,
con aumento medio del 43%.
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Los lipidos tienen dos misiones fisioldgicas principales en el organismo. En primer lugar,
son componentes esenciales de las membranas bioldgicas. Los principales tipos de lipidos de
membrana son los fosfolipidos, los glucolipidos y el colesterol, el cual constituye un tercio de
las mismas. En segundo lugar, son esenciales como combustible metabolico, almacenandose
en forma de triglicéridos. Estos son depésitos de energia metabdlica altamente concentrada
debido a que estan en forma reducida y anhidra. El rendimiento de la oxidacion completa de
los &cidos grasos es de alrededor de 9 cal/mg, a diferencia de las, aproximadamente, 4 cal/mg
que se obtienen de los carbohidratos y de las proteinas (Strayer, 1996). El colesterol por su
parte, constituye el esteroide méas abundante en vertebrados. Se sintetiza en el higado y una de
sus principales funciones es la estabilizacion de las membranas celulares de los eucariotas.
Constituye la capa externa de las lipoproteinas plasmaticas y es ademas precursor de todas las
hormonas esteroideas existentes: glucocorticoides, mineralocorticoides, gestagenos,
androgenos y estrogenos, ademas de ser precursor de la vitamina D. También las sales biliares
son derivados polares del colesterol. Asi pues, alteraciones en el metabolismo del colesterol
podria traducirse en un aumento de la permeabilidad celular asi como en una disfuncion
hormonal (Heath, 1995; Strayer, 1996).

Bajo una situacion de estrés las catecolaminas adrenalina y noradrenalina segregadas
promueven la activacion de la lipolisis, lo que provoca la descomposicién de los triglicéridos
y facilita la liberacion de &cidos grasos a la sangre. Por otro lado, el cortisol segregado actla
también sobre el tejido graso, favoreciendo la movilizacién de los acidos grasos, generando
un aumento en el plasma y facilitando, de este modo, su disponibilidad y empleo como fuente
de energia mediante la p-oxidacion hepatica. Los &cidos grasos, ademas, pueden dar lugar a la
formacion de cuerpos cetdnicos y acetil-CoA en el higado, contribuyendo a la sintesis de
glucosa en este drgano. El descenso observado de los lipidos (triglicéridos y colesterol)
estudiados en el presente trabajo, tanto en el higado como en el mdsculo, concomitante con el
aumento de sus niveles en el plasma de las anguilas como consecuencia de su tratamiento con
propanil se explicaria por estos mecanismos fisioldgicos.

En este sentido, nuestros resultados concuerdan con los encontrados por otros autores al
estudiar el metabolismo lipidico en la anguila bajo el tratamiento con plaguicidas de distinta
naturaleza, observando en general, un descenso de los niveles lipidicos en los diferentes
tejidos estudiados, acompafiado de un aumento de los niveles plasmaticos, ya sea al exponer a
los animales a concentraciones subletales de insecticidas organoclorados como lindano (con
un descenso de colesterol en los tejidos hepatico, muscular, cerebral y branquial) (Ferrando y
cols., 1989; Ferrando y Andreu, 1991a, 1991b), organofosforados como fenitrotion (Sancho y
cols., 1998a; 1999) o herbicidas como el tiocarbamato tiobencarb (Fernandez-Vega y cols.,
2002a).
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La elevada demanda de energia y su uso como sustrato para la reparacién de membranas
bioldgicas dafiadas durante la exposicion de los peces al plaguicida explicarian el descenso
lipidico que se observa en el higado de las anguilas (Sancho, 1996). La merma de esta reserva
energética estd supeditada a una disminucion de la capacidad sintética de lipidos y/o a un
aumento de su p-oxidacion en el higado para combatir la crisis energética bajo el estrés
inducido por la presencia del plaguicida, en nuestro caso tipo herbicida. Kaur y Dhawan
(1996) observaron la movilizacion de las reservas lipidicas en el pez Cirrhina mrigala durante
la intoxicacion con el insecticida carbaryl, que disminuyeron, de una manera concentracion-
dependiente, no solo en el higado y musculo sino incluso en las gonadas.

Durante la normal actividad natatoria de los peces la oxidacion lipidica les aporta un gran
porcentaje del requerimiento energético. La merma de las reservas de lipidos durante la
exposicion a plaguicidas podria deberse a su utilizacion, en lugar de la glucosa, para cubrir las
necesidades energéticas (Shakoori y cols., 1996).

La disminucion de las reservas lipidicas y proteicas bajo situaciones de estrés responde a
varios mecanismos, entre los que se incluyen la formacion de lipoproteinas, utilizables para
reparar las lesiones de las membranas plasmaticas y de los organulos celulares y para la
reorganizacion tisular. Los corticoides segregados bajo estas condiciones de estrés actlan
favoreciendo la estabilidad de las membranas lisosomicas en las células dafiadas de modo que
el descenso de lipidos y proteinas tisulares podria estar relacionado con la reparacion de los
tejidos dafiados (Gill y cols., 1991). Este descenso también responde a la activacion de la
lipolisis y a la utilizacion directa de estos metabolitos por las células como fuente de energia
para cubrir el elevado gasto energético en estas condiciones.

Singh (1992) examind los cambios producidos en el metabolismo de los lipidos tanto en el
higado como en las gonadas de Heteropneustes fossilis expuesto al organofosforado malation
durante 4 semanas, observando una reduccion de colesterol, triglicéridos, fosfolipidos,
monoglicéridos y 4&cidos grasos libres en estos drganos. Ademas, segin el autor, la
movilizacién de lipidos hepaticos hacia el ovario pudo verse inhibida como consecuencia de
la exposicion a este plaguicida. Por otro lado, niveles bajos de colesterol podrian afectar a la
biosintesis de hormonas esteroideas, y por tanto a los procesos implicados en la maduracion
de los juveniles. En este sentido, un elevado gasto de reservas lipidicas podria llegar a afectar
a la reproduccién del individuo.

Otros plaguicidas han mostrado inducir el catabolismo de las reservas lipidicas en los
peces. Gill y cols. (1991) tras exponer al pez Barbus conchonius a endosulfan observaron el
descenso de los lipidos totales en el musculo esquelético, acompafiado del aumento de los
lipidos totales, colesterol y &cidos grasos libres en el plasma. Los autores sugirieron la
lipolisis muscular como responsable del aumento de los niveles lipidicos plasmaticos. Y, por
su parte, el aumento del colesterol en el plasma podria deberse a la colesterogénesis de novo
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en el higado, que podria haber sido inducida para hacer frente al mayor requerimiento de
corticosteroides en respuesta a la situacion de estrés generada.

Parece que hay un numero variado de caminos por los que el metabolismo del colesterol
puede ser alterado por sustancias todxicas, y la concentracion usada puede tener un
considerable impacto sobre el caracter del efecto (Heath, 1995). En la sangre de los peces, la
literatura recoge tanto hiper- como hipocolesterolemia como consecuencia del tratamiento con
plaguicidas. Asi la hipercolesterolemia determinada en las anguilas como consecuencia de la
exposicion al propanil, podria ser reflejo del aumento de su sintesis en el higado con objeto de
utilizarlo para la sintesis de corticoesteroides y/o para la reparacion de membranas bioldgicas.
Por otro lado, a este aumento sanguineo también podria contribuir su liberacion desde las
membranas celulares dafiadas debido a la intoxicacion con el propanil. En este sentido, y
sabido que los plaguicidas causan dafios celulares en los diferentes tejidos, se ha demostrado
que el propanil caus6é la degeneracion celular en los tejidos hepatico, branquial, renal,
intestinal y cardiaco en el pez dulceacuicola Leuciscus cephalus (Dezfuli y cols., 2003). Esta
capacidad del propanil para provocar lesiones celulares, probablemente estaria también
explicando el descenso observado de colesterol en higado y musculo estriado de las anguilas y
su vertido al torrente circulatorio contribuyendo al aumento de sus niveles en sangre.

Muchos compuestos xenobioticos son liposolubles, y se almacenan en los lipidos
corporales, por lo que la grasa constituye asi un importante reservorio de estas sustancias
quimicas (Heath, 1995). Con un log Kow (coeficiente de particién octanol/agua) alrededor de
3.3 (Tomlin, 1997), el herbicida propanil tedricamente mostraria una alta probabilidad de
bioconcentrarse en los tejidos (Shaw y Chadwick, 1998). Los plaguicidas se incorporan desde
el agua contaminada principalmente a través de las branquias, pasando al torrente circulatorio
y llegando a drganos vitales como el higado. En este sentido, el higado de las anguilas, al
igual que el resto de su organismo, posee grandes cantidades de grasa. Como consecuencia,
los plaguicidas, especialmente los liposolubles, se bioacumularian en este tejido, estando, no
obstante, también disponibles para ser metabolizados y finalmente excretados (Larsson y
cols., 1991).

La enzima fosfatasa alcalina (ALP) participa en la generacién de fosforo inorganico
necesario para la sintesis de biomoléculas tales como ADN, fosfolipidos, fosfoproteinas,
nucleoproteinas, etc y se localiza en todos los tejidos (Strayer, 1996). Estas enzimas,
conocidas también como fosfomonoesterasas, son activas a un pH especifico. Estan
involucradas en el transporte activo de moléculas quimicas y nutrientes a través de las
membranas celulares mediante el proceso de fosforilacién de carbohidratos y lipidos (Hugon
y Bogers, 1966; Triphati y Singh, 2003). También se ha demostrado que la actividad ALP
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interviene en la sintesis de proteinas durante la reparacion y cicatrizacion de tejidos dafiados
(Pilo y cols., 1972) y en la de ciertas enzimas digestivas proteicas (Ibrahim y cols., 1974).

En los estudios de Toxicologia, el aumento de la actividad ALP por la exposicion a
xenobidticos se asocia con lesiones en los tejidos y necrosis celular (Tripathi y Sing, 2003).
También, un aumento de la actividad de esta enzima se observa, generalmente, como
resultado de una obstruccion intra- 0 extrahepatica del conducto biliar. Asi, la estimacion de
la ALP puede utilizarse para determinar alteraciones hepaticas (Jyothi y Narayan, 1999).

La actividad ALP en la anguila mostro una gran sensibilidad a la presencia de propanil en
el medio, su alteracion fue significativa en todos los tejidos en los que se estudio. Ademas su
actividad se correlacion6 con la concentracién de propanil empleada. En sangre la exposicion
a propanil se tradujo en un aumento de esta actividad enzimatica que se prolongé durante toda
la fase de exposicion en las anguilas tratadas con 0.63 mg/L, con un aumento medio del 50%,
si bien se recuperd tras 24 h en agua exenta de herbicida. Con la concentracion mayor de
propanil hubo un aumento significativo de la actividad desde las 24 h, con un aumento
méaximo del 71% al final de la fase de exposicion y la actividad no se recupero al finalizar el
experimento.

En el higado, la actividad enzimética aumentd ya desde el inicio en ambos experimentos y
no se recuperd en ningun caso. Con 0.63 mg/L de propanil la méaxima actividad (175%) se
registré a las 80 h, mientras que en el experimento con 3.16 mg/L la maxima alteracién se
detecto antes (a las 48 h) y el grado de alteracion fue mayor, un 225% vs. 0 h.

También se observé un aumento de la actividad ALP en la musculatura esquelética de las
anguilas tratadas que se recuper6 antes de finalizadas las fases de recuperacién. En el cerebro
también se registré un aumento significativo de la actividad ALP durante la exposicion a
propanil que no se recuperd en los animales expuestos a la concentracion mas elevada al
finalizar el experimento. Asi, mientras que con la concentracion de propanil mas baja la
actividad enzimatica mostro oscilaciones, durante la exposicion a 3.16 mg/L aumentd a partir
de las 12 h (80%) registrandose un incremento medio del 30% a partir de las 48 h y hasta
finalizar el experimento.

En el tejido branquial, se detectd un descenso de esta actividad desde las 96 h (25%) hasta
finalizar el experimento con la concentraciéon mas baja. Mientras que en el experimento con
3.16 mg/L, los efectos sobre la actividad ALP se observaron ya desde las 48 h de exposicion y
se prolongaron todo el experimento, con un descenso del 40% entre las 96-120 h de la fase de
recuperacion.

La administracién de 50 mg diarios de propanil por via oral durante 10 dias también
produjo una activacion de esta actividad enzimatica en ratas Sprague-Dawley junto con un
aumento de la peroxidacién lipidica en el higado y el cerebro de estos animales (Santillo y
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cols., 1995). El aumento de la susceptibilidad de estos tejidos a sufrir lipoperoxidacion podria
derivarse de la capacidad del herbicida para causar dafios tisulares. Y asi, el aumento de la
citolisis en estos tejidos, indicado por el aumento de los niveles plasmaticos de las actividades
ALP y AST, sugeriria que la peroxidacién lipidica esta asociada a las lesiones tisulares a
consecuencia del tratamiento.

El solo aumento de la actividad ALP es indicativo de la rotura de membranas plasmaticas,
con la consiguiente liberacion de la enzima ubicada en el interior celular. Y es suficiente para
sefialar la presencia de dafios estructurales y funcionales en organos y tejidos de especies
piscicolas (Cyprinus Carpio, Oreochromis niloticus) como consecuencia de la exposicion a
diferentes herbicidas como el glifosato (Neskovic y cols., 1996; Jiraungkoorskul y cols.,
2003) o la dinitroanilina trifluralin (Poleksi¢ y Karan 1999), confirmado por el andlisis

histoldgico de los tejidos afectados.

Un aumento de la actividad ALP se observa generalmente como resultado de una
obstruccion del conducto biliar, por lo que se utiliza para la determinacion de las alteraciones
hepéticas. Asi, como consecuencia de la exposicion del pez Clarias batrachus a diferentes
concentraciones de los plaguicidas carbaryl y forato, Jyothi y Narayan (1999) observaron un
aumento de la actividad ALP plasmatica (a todos los tiempos ensayados) atribuible a la
degeneracion y necrosis celular observada en el higado.

Como consecuencia de la accion toxica de los productos contaminantes sobre los drganos
de los peces se observa una diferente respuesta en la actividad ALP. Asi su aumento en
organos como el higado podria atribuirse a las alteraciones en el centro catalitico de la enzima
y/o a lesiones en las membranas celulares, mientras que el descenso, podria estar relacionado
con dafos estructurales en la maquinaria celular para la produccién enzimatica, que a su vez
se traduciria bien en la disminucion de la sintesis de la enzima o bien en la inhibicion de su
actividad. Gill y cols. (1990b) estudiaron los efectos causados por los plaguicidas aldicarb,
fosfamidon y endosulfan sobre la actividad ALP en higado, musculo esquelético, cerebro y
branquia del pez dulceacuicola Puntius conchonius, observando tanto una estimulacién como
una reduccion de la actividad enzimatica en funcion del 6rgano y del plaguicida empleado. Se
concluyd que tanto la estimulacion como la reduccion de la actividad enzimaética estaban
relacionadas no sélo con el 6rgano sino también con el plaguicida empleado. Asi pues, segln
estos autores, el descenso de la actividad podria ser debido a lesiones tisulares que
desencadenarian una produccion enzimatica insuficiente, mientras que su aumento podria
relacionarse con la influencia de los glucocorticoides. De igual modo, en el presente trabajo el
descenso de la actividad ALP determinado en las branquias de las anguilas como
consecuencia de la exposicion a propanil se relaciond con el aumento de esta actividad en
otros Grganos Y tejidos de los animales.
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Borah y Yadav (1996) en los estudios realizados en el pez Hepteropneustes fossilis
también observaron un descenso de la actividad ALP branquial como consecuencia de la
exposicion a plaguicidas. La consecuencia de este descenso de las actividades fosfatasas,
observado en las branquias como consecuencia de la exposicion a diferentes plaguicidas seria
la disminucion de la concentracion de fosforo inorgénico, que a su vez, podria llevar a limitar
la sintesis de moléculas tales como fosfolipidos, fosfoproteinas, nucleoproteinas, etc. Incluso
podria alterar el aporte de fosforo inorganico necesario para la sintesis de ADN lo cual podria
perjudicar el normal crecimiento y desarrollo de los tejidos afectados.

También Lépez-Lopez y cols. (2003) publicaron un aumento de la actividad ALP en el
higado del pez dulceacuicola Goodea atripinnis y un descenso de la misma en la branquia del
pez dulceacuicola Ameca splendens expuestos a un medio con mezclas de sustancias
contaminantes.

La actividad enzimatica y-glutamil transferasa (y-GT) esta implicada en el transporte de
glutation al interior de los tejidos. El glutation, como molécula antioxidante, es esencial en
procesos como la eliminacion de radicales libres y la detoxificacion de xenobioticos (Meister
y Anderson, 1983; Kretzschmar, 1996; Sies, 1999). La y-GT, Unica proteasa capaz de
degradar al glutation, presenta su centro catalitico orientado hacia la parte externa de la
membrana plasmatica, lo que permite la reabsorcion de los catabolitos del glutation desde el
espacio extracelular para su regeneracion en el citosol. Esta enzima permite pues, regular los
niveles intracelulares de glutation (Gallagher y Di Giulio, 1992). Se utiliza en Toxicologia
como medida de la detoxificacion de xenobioticos y de estrés oxidativo (Meister y Anderson,
1983; Almar y cols., 1998).

Como consecuencia de la exposicion de las anguilas al herbicida, en el higado la actividad
y-GT disminuyé en los dos experimentos con propanil. En los animales expuestos a la
concentracion mas baja, la enzima mostré una inhibicién media del 25% durante toda la
experiencia, sin mostrar recuperacion incluso durante la fase en agua sin herbicida, al igual
que lo sucedido en los animales expuestos a la concentracion de propanil mas elevada. En este
caso, esta actividad descendi6 hasta un 50% con respecto a los individuos no expuestos. Por el
contrario, la actividad y-GT aumento en el muasculo esquelético de las anguilas. Este aumento
fue mas acusado en los animales expuestos a la concentracion de propanil mas elevada, no
s6lo por que se registraron incrementos de actividad de hasta el 75%, sino porgque se mantuvo
por encima de los valores control durante toda la experiencia; mientras que en los animales
expuestos a la concentracion mas baja, la actividad y-GT en el musculo estuvo aumentada
durante la fase de exposicion (maximo del 45%) pero recuper6 la normalidad tras 8 horas de
permanencia de los animales en agua sin propanil. Al igual que en el musculo estriado, en el
tejido cardiaco también se observé el aumento significativo de esta actividad durante ambas
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experiencias, nuevamente mas acusado en aquellos animales expuestos a la concentracion
mas alta, (incremento de hasta el 95%), mientras que con la concentracion menor la actividad
se mantuvo incrementada de promedio en un 45% durante la mayor parte del experimento. En
este caso, fueron necesarios los seis dias de permanencia de los animales pre-tratados en agua
exenta de herbicida para que la actividad y-GT en este tejido recuperara la normalidad, con
independencia de la concentracion de propanil empleada.

La molécula de glutation es sintetizada en el higado y exportada hacia el torrente
sanguineo para su distribucién a otros tejidos, donde se incorpora al interior celular mediante
la actividad y-GT. Se ha observado que ciertas hormonas segregadas en una situacion de
estrés, como la adrenalina aumentan el transporte del glutation hepético al plasma (Sies y
Graf, 1985). Como consecuencia de su actividad, la enzima y-GT permite mantener los
niveles de glutation en los tejidos extrahepaticos. EI aumento de los niveles de y-GT
observado en los tejidos muscular y cardiaco de las anguilas podria ser debido a una
estimulacion de esta actividad con objeto de promover la activacion de los procesos
antioxidativos y detoxificadores aumentando los niveles intracelulares de glutation en estos
tejidos, mediante su incorporacion desde el higado via plasma. Asi, el descenso de la
actividad hepaética se deberia a su exportacion hacia el plasma, estimulado por las hormonas
del estrés, y a su distribucion hacia otros tejidos que no poseen capacidad sintética de esta
molécula antioxidante.

Los estudios llevados a cabo por Pefia y cols. (2000) y Pefia-Llopis y cols. (2001) en la
anguila A. anguilla, demostraron que en los peces, los niveles del glutation en los tejidos
extrahepaticos van a depender de la captura del glutation plasmatico por la y-GT, mientras
que en el higado, si se produce una disminucién del glutation como consecuencia de la
exposicion a plaguicidas, se puede inducir su sintesis intrahepatica incluso hasta alcanzar
valores superiores a los determinados en los animales no expuestos. En sus estudios,
demostraron que herbicidas tipo tiocarbamatos como el molinato y el tiobencarb e incluso
plaguicidas organofosforados como el diclorvos (Pefia-Llopis y cols., 2003) disminuyen los
niveles de glutation en el higado de los peces. También demostraron que el principal
mecanismo de toxicidad de los herbicidas tiocarbamatos es la generacion de radicales libres,
gue en exceso conducirian a una situacién de estrés oxidativo, seguida probablemente de una
induccion de muerte celular, tanto por apoptosis como por necrosis, y finalmente la muerte
del organismo. En este sentido, se ha publicado que el principal metabolito del propanil, la
3,4-DCA, induce la generacion de radicales libres y provoca un descenso de la actividad de
enzimas antioxidantes en el higado del pez dulceacuicola Carassius auratus, causando estrés
oxidativo y peroxidacion lipidica (Li y cols., 2003).

La exposicion de la anguila A. anguilla a concentraciones agudas del herbicida molinato
provocO un aumento de la actividad y-GT en el musculo esquelético (Pefia-Llopis y cols.,

211



DI1SCUSION

2001), resultados que coinciden con los encontrados en el presente estudio por exposicion a
propanil. Segiin estos autores, la mayor “captura” del glutation desde el plasma hacia el
musculo, disminuiria el glutation disponible para otros 6rganos como rifion, intestino,
branquia o cerebro. En este ultimo, los niveles de glutation son cruciales debido a que el
cerebro contiene niveles relativamente bajos de otras defensas antioxidantes (por ejemplo, la
enzima antioxidante catalasa) asi como un alto nivel de lipidos (Cooper y Kristal, 1997).

Favari y cols. (2002) observaron también un aumento de la actividad y-GT ademés de un
aumento de la peroxidacion lipidica en las branquias del pez dulceacuicola Chirostoma riojai
durante un periodo de tres meses de exposicion a agua contaminada con plaguicidas
organoclorados y organofosforados. El aumento de la actividad y-GT observado contribuiria a
la eliminacion de los plaguicidas mediante la estimulacion de los procesos de detoxificacion
de los mismos en los tejidos afectados.

El higado constituye un 6rgano de vital importancia también por su papel fisiologico en la
respuesta frente a cualquier condicion estresante. En primer lugar, para la produccién de la
alta demanda de energia que se utiliza en la intensa actividad fisica manifestada durante la
respuesta de estrés. Y en segundo lugar, posee los sistemas necesarios para la metabolizacion,
degradacion y excrecion fuera del organismo de cualquier molécula extrafia que penetra en el
organismo, la cual es transportada a través de la circulacion portal hasta el higado. Posee por
tanto, la maquinaria enzimatica adecuada para la detoxificacion y la produccién energética.
Asi pues, su papel en la reorganizacion fisioldgica bajo el impacto por un plaguicida es de
suma importancia.

En el presente trabajo, no se llevaron a cabo estudios histopatolégicos para determinar
dafos estructurales en el higado por la exposicion de la anguila al herbicida propanil. Pero, se
han referido diversas patologias hepéticas en los peces como consecuencia de la intoxicacion
con otros herbicidas (Neskovic y cols., 1996; Poleksi¢ y Karan, 1999; Jiraungkoorskul y cols.,
2003) y plaguicidas de distinta naturaleza (Leadley y cols., 1998; Oru¢ y Uner, 1998). Y del
mismo modo el aumento del tamafio del higado ha sido citado en peces que han sido
expuestos a algun contaminante organico (Everaarts y cols., 1993; Leadley y cols., 1998;
Karels y cols., 2001). Por otro lado, el herbicida propanil induce en los peces hemorragia en la
masa visceral incluido el higado, ademas de disfuncion y disgregacion de las células
hepéaticas, como observaron Call y cols. (1983) en el pez dulceacuicola Phimephales
promelas. También las anguilas mostraron un aspecto hemorragico generalizado, con
hemorragias en el higado ademéas de otros drganos internos, como consecuencia de la
exposicion a concentraciones tanto agudas como subagudas de este herbicida.

Un aumento del indice hepatosomatico (HSI) es indicativo de un aumento del tamafio
hepéatico. Resulta un facil y rapido biomarcador de la intoxicacién por la presencia de
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xenobidticos en el medio, ya que las alteraciones en esta relacion son indicativas de posibles
lesiones en el tejido hepético debido a la exposicion de los peces a sustancias toxicas (Heath,
1995). Las diferencias determinadas en el HSI de las anguilas expuestas a propanil mostro que
la relacion peso higado/peso corporal aumenté en los animales como consecuencia de la
presencia del herbicida en el agua, y no sélo durante la fase de exposicion de los animales, ya
que incluso se mantuvo elevado durante todo el experimento cuando los animales fueron
expuestos a la concentracion mayor de propanil. Este incremento del tamafio hepatico podria
relacionarse con una hipertrofia (aumento del tamafio celular) y/o hiperplasia (aumento del n®
de células) hepaticas. Asimismo se podria asociar a un incremento de la capacidad de
metabolizar xenobioticos, y en este sentido, podria por tanto considerarse una adaptacion a la
presencia de contaminacion en el medio méas que a una disfuncion del tejido (Heath, 1995;
Karels y cols., 2001).

Otros trabajos sefialan el incremento en el HSI de los peces expuestos a plaguicidas de
diversa naturaleza. Asi, la exposicion al organoclorado PCP (Holmberg y cols., 1972), al
organofosforado fenitrotion (Sancho y cols., 1997) o a otro herbicida, el tiocarbamato
tiobencarb (Fernandez-Vega, 1999), provocaron un aumento del tamafio hepatico en A.
anguilla. Gill y cols. (1991) encontraron igualmente una moderada hepatomegalia en el pez
de agua dulce Barbus conchonius al insecticida organoclorado endosulfan. Leadley y cols.
(1998) calcularon el indice hepatosomatico en individuos de la especie Ameiurus nebulosus
procedentes de areas contaminadas con plaguicidas organoclorados y otros toxicos organicos.
Este indice revel6 un aumento significativo del tamafio relativo del higado en estos individuos
respecto a los peces de esta misma especie procedentes de areas no contaminadas. Los
estudios histopatoldgicos mostraron graves lesiones en el tejido hepatico de estos animales.

La determinacion del contenido en agua tisular es técnicamente sencilla y muestra gran
estabilidad en los resultados, lo que avala su utilizacion como método rapido y sencillo para el
estudio preliminar de los efectos causados por la intoxicacién con contaminantes liberados al
medio ambiente (Heath, 1984).

El contenido hidrico de muestras de higado, branquias y musculatura esquelética, en
general, aumentd como consecuencia de la exposicion de las anguilas a agua contaminada con
el herbicida, y ademas de una forma concentracion dependiente. En el higado, el contenido
hidrico aumentd hasta un 60% durante la exposicion a 0.63 mg/L de propanil, recuperandose
después de 8 h de eliminado el producto del medio. Cuando se empled una concentracién de
herbicida superior, el aumento fue ain mayor, hasta del 98%, y no se recuperaron los niveles
normales hasta después de 6 dias de permanencia en agua limpia. EI contenido hidrico
branquial mostré un incremento a partir de las 48 h en el experimento con la concentracién de
propanil mas baja, y aun antes, desde las 12 h con la mas alta, siendo necesarios 4 dias en
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agua limpia para observar la recuperacion de los niveles normales independientemente de la
concentracion empleada. EI maximo incremento observado fue a las 72 h durante el
tratamiento de las anguilas con la concentracion de propanil mas baja (131%) y adn antes, a
las 48 h, con la mas alta (144%). El tejido mas afectado fue el musculo esquelético,
mostrando unos mayores porcentajes de aumento, hasta un maximo del 135% (a las 96 h) en
el experimento con 0.63 mg/L y del 225% (a las 12 h) con 3.16 mg/L, y a diferencia de lo
ocurrido en el higado y la branquia, seis dias de permanencia en agua exenta de propanil no
fueron suficientes para permitir la total recuperacion del contenido hidrico muscular.

La distribucion del contenido acuoso en tejidos u Organos esta directamente relacionada
con la osmolaridad de los fluidos corporales. Cualquier alteracion en los distintos mecanismos
que regulan la normal osmorregulacién, como por ejemplo las derivadas de su exposicion a
plaguicidas, originarian una alteracion de los gradientes osmoticos celulares que pueden
traducirse en un aumento del contenido en agua en los diferentes 6rganos y tejidos, con la
consiguiente modificacion homeostatica en el individuo. Asi, una exposicién aguda a una
concentracion subletal del herbicida tiobencarb, provoco en la anguila A. anguilla la
inhibicidn de las actividades enzimaticas Adenosin-Trifosfatasas (ATPasas) de membrana, no
solo en las branquias sino también en el masculo esquelético, que fue acompafiado de un
aumento del indice de contenido hidrico medido en este Gltimo tejido durante toda la fase de
exposicion. Esta inhibicion de la actividad ATPasa fue observable no s6lo durante la fase de
exposicion sino también hasta 8 dias después de la finalizacién de la misma (Sancho y cols.,
2003).

Las ATPasas estan implicadas en los procesos de osmorregulacion asi como en las
reacciones metabolicas productoras de energia, desempefiando un papel esencial en las
funciones fisioldgicas del organismo. Estas enzimas hidrolizan la molécula Adenosina
Trifosfato (ATP) y la energia liberada en este proceso es empleada para el transporte activo de
cationes (Na* y K*) a través de las membranas celulares, necesario para el mantenimiento de
los requerimientos fisioldgicos de las células. El gradiente de estos iones controla entre otras
funciones, el volumen celular. En los peces dulceacuicolas, se sabe que las ATPasas
desempefian un papel significativo en la regulacion idnica y en la incorporacion de sales
desde el medio acudtico. Los peces dulceacuicolas regulan la osmolaridad de sus fluidos
corporales mediante la excrecion del exceso de agua por via renal y la recuperacion de sales
desde el agua hacia la sangre mediante el transporte activo de los iones Na™ y CI” a través de
las células de cloruro branquiales. EI aumento del volumen hidrico observado en los
diferentes tejidos de la anguila como consecuencia de su exposicion al herbicida podria ser
parte del resultado de una disrupcion en el movimiento de los iones a través de las
membranas, alterando sus caracteristicas de permeabilidad. Cabe recordar que este herbicida
provocd desérdenes en los niveles de un componente esencial de las membranas plasmaticas,
como es el colesterol, implicado en la regulacién de la fluidez de las membranas bioldgicas,
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conjuntamente con desordenes en el metabolismo de proteinas, carbohidratos y lipidos, que
entre otras funciones, forman parte de fosfolipidos, lipoproteinas y glucoproteinas,
componentes esenciales a su vez de las membranas celulares. Todo ello podria traducirse en
lesiones tanto estructurales como funcionales de las membranas. Algunos herbicidas, ademas
de otros plaguicidas, han sido citados con capacidad de alterar la integridad de las membranas
bioldgicas, lo que permite la salida del contenido intracelular, como diversas enzimas, al
exterior de la célula (Poleksi¢ y Karan, 1999; Hoff y cols., 2003; Jiraungkoorskul y cols.,
2003; Lopez-Lopez y cols., 2003). En este sentido, un aumento de la actividad de enzimas
como la ALP, ALT o AST ( como el observado en el presente trabajo) podria ser atribuible a
trastornos en los sistemas membranosos celulares con los consiguientes deterioros en la
permeabilidad de las membranas y en el metabolismo intercelular (Karan y cols., 1998; Hoff
y cols., 2003). La existencia de alteraciones en las membranas plasmaticas en los diferentes
tejidos de la anguila permitiria el flujo pasivo de iones y la entrada de agua a los tejidos a
favor del gradiente osmotico; lo que traeria como resultado un aumento de su volumen, como
ha sido previamente citado en otros peces como consecuencia directa de la exposicion a
diferentes plaguicidas (Heath 1984; Gopal y cols., 1993; De la Torre y cols., 1999).

Neskovic y cols. (1996) describieron la formacion de edemas, ademas de otros importantes
cambios histopatoldgicos, en las branquias y el higado de Cyprinus carpio, junto con el
aumento de las actividades ALT y AST, como consecuencia de la exposicion subletal al
herbicida glifosato, indicativos del importante dafio estructural y funcional en estos érganos,
estudio apoyado por Jiraungkoorskul y cols. (2003), que observaron alteraciones similares en
el pez dulceacuicola Oreochromis niloticus, como consecuencia de la exposiciéon al mismo
herbicida. También Poleksi¢ y Karan (1999) relacionaron la aparicion de edema en el epitelio
branquial y el aumento concomitante de la actividad AST branquial en Cyprinus carpio con la
exposicion de los peces a concentraciones subletales del herbicida dinitroanilina trifluralin.

La respuesta de estrés supuso la movilizacion de las reservas energéticas de los animales
(carbohidratos, lipidos y proteinas), con la merma e incluso el agotamiento de las mismas. El
deterioro del metabolismo intermediario, como consecuencia del desvio de energia para la
situacion de estrés podria llevar a ocasionar el agotamiento de las reservas y, en Ultima
instancia, afectar la biologia del individuo o la poblacion por influir tanto en el crecimiento,
como en la supervivencia y la capacidad reproductiva de los animales. El contenido calérico
refleja el efecto global que la intoxicacion con el herbicida propanil causé sobre las reservas
energéticas de los organismos expuestos con el consiguiente coste en términos de energia
fisiolégicamente disponible.

Durante la fase de exposicién se produjo una movilizacion importante de las reservas
energéticas en el higado que fue funcion de la concentracion utilizada. Esta movilizacion de
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las reservas hepaticas en forma de proteinas totales, glucogeno y lipidos, se tradujo en un
descenso de la energia fisiologicamente disponible, medida como cal/mg, desde primeras
horas de exposicion y se prolongé durante los 9 dias que durd la experiencia,
independientemente de la concentracion utilizada. EI higado constituye el principal érgano de
almacenamiento de las reservas energéticas en A. anguilla (Van der Thillart, 1986), ademas
de ser un drgano diana para la acumulacion de plaguicidas. En el presente trabajo se ha
comprobado que la carga energética que suponen las proteinas, el glucogeno y los lipidos
representan respectivamente el 50, 36 y 14% del contenido calorico total del higado de las
anguilas tomadas como control. Tras 72 h de exposicion a concentraciones subletales de
propanil, la fuente energética mas utilizada fue el glucdgeno, seguido de los lipidos, y por
ultimo las proteinas hepaticas.

También se produjo una importante movilizacion de los recursos energéticos en la
musculatura estriada como consecuencia de la exposicion al herbicida. EI descenso en el
contenido calérico muscular vino determinado fundamentalmente por la disminucion de las
reservas proteicas, de hecho, el componente proteico supone un 83% del contenido calérico
total en la musculatura estriada de los animales control. Los porcentajes de reduccién de las
proteinas musculares fueron del 60-70%. Paralelamente y al igual que en el higado, se
observO una drastica movilizacion de las reservas glucogénicas, con unos porcentajes de
reduccion incluso superiores al 70%. El catabolismo lipidico también contribuy0, si bien en
menor medida, al descenso del contenido calérico muscular, a diferencia de lo ocurrido en el
higado, donde las reservas proteicas y lipidicas, estuvieron mermadas practicamente en la
misma medida.

A diferencia de los mamiferos, la principal fuente de energia fisiologicamente disponible
en los peces la constituyen el componente proteico del musculo estriado, seguido de los
depdsitos grasos de otras partes del cuerpo (Heath, 1995). El descenso generalizado del
contenido proteico en el musculo como principal recurso energético bajo una situaciéon de
estrés, es un mecanismo comunmente observado en este grupo animal (Singh y Sharma, 1998;
Vutukuru, 2003; Begum, 2004; David y cols., 2004; Singh y cols., 2004). El estrés promueve
también una rapida utilizacion de las reservas de glucdgeno, principalmente en el higado y en
la musculatura estriada (Heath, 1995).

La disminucion de las reservas energéticas en diferentes 6rganos y tejidos como
consecuencia de la exposicion a distintas tipos de sustancias tdxicas, desde metales a
herbicidas, estd ampliamente documentada en los peces dulceacuicolas (Vutukuru , 2003;
Barcarolli y Martinez, 2004; De Aguiar y cols., 2004; Singh y cols., 2004). Los resultados
obtenidos en este estudio corroboran los aportados por Sancho y cols. (1998b) y Fernandez-
Vega (1999), cuando estudiaron las variaciones en el contenido calérico muscular y hepético
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de A. anguilla como consecuencia de su exposicion subaguda a concentraciones subletales
tanto del insecticida organofosforado fenitrotion como del herbicida tiobencarb.

Sin embargo, los datos bibliograficos sobre el contenido calérico de los animales una vez
desaparecido el agente estresante del medio, durante una fase de recuperacion, son escasos.
En el presente trabajo se observo una ligera tendencia a la recuperacion de las reservas
glucogeénicas en el higado en la experiencia con la concentracion de propanil mas baja,
mientras que las proteinas y los lipidos hepéaticos se mantuvieron mermadas durante toda la
experiencia, lo que, conjuntamente, se tradujo en una incapacidad para la recuperacion del
contenido caldrico en este tejido, con valores no superiores al 50% durante toda la fase en
agua exenta de propanil. En el experimento con la concentracion mas alta de propanil no hubo
tendencia a la recuperacion de ninguna de las variables energéticas, lo que supuso que la
energia fisiologicamente disponible en individuos pre-expuestos a 3.16 mg/L no superara el
34% durante la fase de recuperacion.

En anguilas pre-tratadas con el herbicida tiobencarb durante 4 dias, si se consiguié una
recuperacion total de las proteinas y el glucogeno hepaticos, y aungue las reservas lipidicas se
mantuvieron mermadas durante toda la experiencia, si se vio una tendencia a la recuperacién
del contenido caldrico hepatico, que si bien no llego6 a ser del 100%, probablemente con un
seguimiento superior a 8 dias de permanencia de los individuos en agua no contaminada, se
hubiera alcanzado la recuperacion total de este parametro (Ferndndez-Vega, 1999). Sancho y
cols. (1998b) observaron igualmente una tendencia a la recuperacion del contenido calérico
hepatico en anguilas previamente expuestas a fenitrotion tras 8 dias en agua exenta del
mismo.

En la musculatura estriada s6lo hubo una ligera tendencia a la recuperacion en el contenido
glucogénico (un 20%) en las anguilas pre-expuestas a 0.63 mg/L de propanil, mientras que el
resto de variables no se recuperaron en absoluto, lo que se tradujo en una merma de la carga
energética en el musculo esquelético superior al 50% incluso una vez desaparecido el agente
toxico del medio, independientemente de la concentracion utilizada.

Sancho y cols. (1998b) observaron que el efecto producido por el fenitrotién sobre el
contenido caldérico muscular de la anguila, estuvo relacionado con la concentracion del
plaguicida a la que previamente se habian expuesto los animales. Y en anguilas pre-tratadas
con el herbicida tiobencarb tampoco se produjo una recuperacion completa del contenido
calérico muscular a lo largo de la fase de recuperacion (Fernandez-Vega, 1999). En cualquier
caso, tras 192 horas en agua exenta de contaminante, los individuos no recuperaron el 100%
del contenido cal6rico en este tejido, con lo que hubiera sido necesario un periodo de
recuperacion mas largo para observar la completa recuperacion de la carga energética
muscular.
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La informacion sobre la capacidad de recuperacion de los parametros fisiologicos de
aquellos individuos expuestos a algun tipo de contaminante una vez eliminado éste del medio
se hace necesaria para comprender las consecuencias de las exposiciones puntuales a
plaguicidas y para poder deducir cual va ser la probable consecuencia en el animal una vez
desaparecido aquél del medio. Esta informacion resulta especialmente importante para
determinar y evaluar las consecuencias del impacto que la aplicacion de un compuesto
quimico (un plaguicida, por ejemplo) tenga sobre aquellas especies no-diana que habitan el
area a tratar u otros habitats a los que pudiera llegar accidentalmente el producto o
concentraciones subletales de éste.

De cualquier modo, y teniendo presentes todos los parametros analizados en este estudio,
se observd que los individuos de la especie Anguilla anguilla, cuando fueron expuestos a la
concentracion mas baja de propanil, mostraron una moderada tendencia a la recuperacién de
su equilibrio homeostatico tras permitirsele un periodo de permanencia de 6 dias en un medio
libre del herbicida, observandose una mayor capacidad de recuperacién fundamentalmente de
las actividades enzimaticas; mientras que los que fueron expuestos a 3.16 mg/L no
recuperaron su homeostasis en absoluto tras el mismo periodo. En cualquier caso, la respuesta
desencadenada por la presencia del propanil fue tan intensa, incluso en los que fueron
expuestos a la concentracion mas baja, que serian necesarios periodos de recuperacién mas
largos para permitir el restablecimiento del equilibrio fisiologico de los animales intoxicados.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede concluir que:

1°, El herbicida propanil resultd6 letal para la anguila Anguilla anguilla en
concentraciones agudas, existiendo tanto una correlacién positiva con la concentracion de
herbicida en el agua experimental como con el tiempo de exposicién de los animales al
mismo.

20, El herbicida propanil en las concentraciones subletales ensayadas, indujo
rapidamente una respuesta de estrés en la anguila, caracterizada por hiperglucemia y
descenso de los niveles de glucdgeno, proteinas totales, triglicéridos y colesterol en la
mayoria de los tejidos analizados. En general, no se observo tendencia a la recuperacion de
los pardmetros estudiados una vez eliminado el herbicida del medio, independientemente de
la concentracion de propanil utilizada.

3°. Las anguilas necesitaron utilizar una gran cantidad de energia extra para hacer
frente a la situacion de estres, como se deduce por la practica desaparicion de las reservas de
glucégeno tanto hepaticas como musculares, no sélo durante la fase de exposicion sino
incluso durante la posterior fase de recuperacion.

40, Se observo una severa hiperlactemia ademas del aumento importante de lactato en
todos los tejidos, probablemente como consecuencia de una activacion del catabolismo
anaerobio habitual en situaciones de estrés e hipoxia, apoyado por el aumento de la
actividad de la enzima Lactato deshidrogenasa en los tejidos estudiados. Este efecto fue méas
acusado en los animales expuestos a la concentracion mas elevada de propanil.

50, El herbicida propanil, a las concentraciones subletales ensayadas, result6 muy
toxico para la anguila, puesto que los animales necesitaron movilizar sus reservas
energéticas, como puso de manifiesto el descenso del contenido calérico en 6rganos de
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reserva como el higado y el musculo. El periodo de recuperacion estipulado fue insuficiente
para la restauracion del contenido calorico tanto hepatico como muscular.

6°. El higado result6 un 6rgano muy “extenuado” durante la exposicion de los animales
a propanil en las concentraciones utilizadas, como se deduce del descenso observado de los
niveles plasmaticos de albdmina y proteinas totales, junto con el aumento de las actividades
aminotransferasas, Fosfatasa alcalina y Lactato deshidrogenasa hepaéticas, y el descenso de
la actividad y-Glutamil transferasa hepéatica, apoyado por el aumento del indice
hepatosomatico, y del contenido hidrico de este 6rgano. Este deterioro hepéatico fue mas
acusado en los animales expuestos a la concentracion de herbicida mas alta.

7°. La actividad Fosfatasa alcalina mostrd una gran sensibilidad a la presencia de
propanil en el medio. Su actividad en general aumenté en todos los dérganos y tejidos
analizados, indicativo de lesiones en los tejidos y necrosis celular. Su grado de alteracion
fue mayor con la concentracion mas elevada de herbicida y su posterior recuperacion fue
funcidn del tejido u 6rgano, de la concentracion de herbicida y del tiempo de exposicion.

8°. La funcién y-Glutamil transferasa respondio a la intoxicacion de las anguilas por
propanil, de modo que se observé una disminucion de esta actividad en el higado paralela a
su aumento en el masculo esquelético y el corazdn, durante la exposicion al téxico. Tras la
transferencia a agua libre de propanil, la actividad se “normaliz6” en el corazon; mientras
que continuo alterada en el masculo y en el higado.

9o, El periodo de recuperacion de seis dias fue suficiente para observar la tendencia al
restablecimiento de la mayoria de las actividades enzimaticas medidas en las anguilas
expuestas a la concentracion menor de propanil. Sin embargo, en los animales expuestos a
la concentracion mas elevada, el periodo de recuperacion estipulado (el doble que el periodo
de exposicion) no fue suficiente. Asi que podemos concluir que se requerira de un periodo
de recuperacion mas prolongado para poder concluir si existe 0 no tendencia a la
normalizacion en los parametros seleccionados.
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8.1. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL
PLASMA

Glucosa Plasma

Tabla 1.1. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucosa en el plasma de la anguila
A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucosa G.L. S.C. C.M. F
Control 11 459.5669 41.7788 0.2163
Error 60 11590.3852 193.1731 (p=0.9958)
0.63 mg/L 11 32131.32 2921.0291 14.4465
Error 60 12131.799 202.1697 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 74570.2559 6779.1142 43.2583
Error 60 9402.7421 156.7124 (p<0.0001)

Media Grupo O 216 168 120 2 24 48 96 80 12 56 72

50.48 0
82.67 216 4
95.48 168
100.39 120 4 %
104.86 2 i %
106.02 24 4 %
107.88 48 %
113.96 96 4 %
119.71 80 % % %
124.28 12 % % % % %
125.90 56 4 % % % % %
130.65 72 4 % % % % % %

Figura 1.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el plasma de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 12 24 216 168 120 56 2 72 80 96 48

51.68 0
98.36 12 4
98.71 24 4
106.71 216 4
108.72 168
120.10 120 % *
132.58 56 4 % * * *
138.13 2 % * * * * *
141.81 72 4 ” " % % *
159.36 80 % %* * * % * * *
162.28 9% % %* * * % * * *
169.25 48 4 % %* * * % * * *

Figura 1.2. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el plasma de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.

239



ANEXO ESTADISTICA

Lactato Plasma

Tabla 1.2. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en el plasma de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 8.9014 0.8092 0.1965
Error 60 247.1392 4119 (p=0.9973)
0.63 mg/L 11 5002.905 454.8095 25.0831
Error 60 1087.9261 18.1321 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 10156.0738 923.2794 36.1294
Error 60 1533.2865 25.5548 (p<0.0001)

Media Grupo 0 168 216 120 2 9% 80 72 56 12 24 48

10.07 0

18.37 168

20.49 216 4

26.21 120 4 % %

25.49 2 % %

28.18 9% i % %

33.31 80 % % % % %
34.87 72 4 % % % % %
35.54 56 % % % % %
35.54 12 % % % % %
36.87 24 4 % % % % %
37.30 48 % % % % %

Figura 1.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el plasma de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 0 216 168 120 96 2 12 48 56 72 24 80

10.80 0

21.77 216 4

28.40 168 4 4

35.25 120 & % x
36.22 B % % %
37.40 72
40.04 12 % % %
42.31 48 & w ox x
42.36 56 % % s s
49.79 772
51.15 7Y
53.38 80 x % % %

Figura 1.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el plasma de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Proteinas Totales Plasma

Tabla 1.3. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en el plasma de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.9075 0.0825 0.3145
Error 60 15.7415 0.2624 (p=0.9800)
0.63 mg/L 11 23.2730 2.1157 6.8102
Error 60 18.6403 0.3107 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 28.4282 2.5844 13.2738
Error 60 11.6819 0.1947 (p<0.0001)

Media Grupo 56 48 12 24 2 72 216 120 168 80 96 0

2.84 56
2.90 48
2.92 12
2.99 24
3.08 2
3.39 72
3.89 216 & w % %
3.96 120 % w  ow w x%
3.96 168 % % wx % x
4.09 80 % x  x % x
4.18 9% s % % x x
4.48 0 % % x  x %

Figura 1.5. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el plasma de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 24 12 2 48 56 72 96 120 80 216 O 168

2.63 24

2.75 12

3.26 2 4

3.43 48 4 x

3.53 56 ks

371 72 . o«

3.95 96 x  x  x

4.05 120w x ox %

441 80 %* * %* * %*
4.43 216 4 % % % % %
4.48 0 * * * * *
4.48 168 4 % % % % %

Figura 1.6. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el plasma de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Albuimina Plasma

Tabla 1.4. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de albimina en el plasma de la anguila
A. anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Albimina G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.3715 0.0338 0.0992
Error 60 20.4268 0.3404 (p=0.9999)
0.63 mg/L 11 19.882 1.807 9.2448
Error 60 11.730 0.1655 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 42.876 3.898 17.9157
Error 60 13.054 0.2176 (p<0.0001)

Media Grupo 24 12 2 48 56 72 96 80 216 168 0 120

1.15 24
1.40 12

1.42 2

1.54 48

1.65 56

1.79 2 4

2.26 9% w  w  w  x

2.28 80 & % % % %

2.40 216 %  w  w  w %

2.45 168 & % % % % %

2.51 O % % % % %k %

2.96 120 % % % ok ok ok ok %

Figura 1.7. Resultado del Test de Duncan para el contenido de albimina en el plasma de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 24 12 48 56 2 72 0 80 96 120 216 168

0.88 24

1.43 12

1.76 48 4

1.93 56

2.14 2 .

2.58 2 . ox % x
2.72 0 % % % % %
2.83 80 % x % o
3.06 96 & x % x
3.29 120w % % x %
3.31 216 % % % % %
3.31 218 4 % % % x

Figura 1.8. Resultado del Test de Duncan para el contenido de albumina en el plasma de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Colesterol Plasma

Tabla 1.5. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de colesterol en el plasma de la anguila
A. anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Colesterol G.L. S.C. C.M. F
Control 11 2798.0433 254.3676 0.2829
Error 60 53954.5815 899.243 (p=0.9869)
0.63 mg/L 11 166057.0946 15096.0995 7.7575
Error 60 116760.636 1946.0106 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 145205.8865 13200.5351 9.9314
Error 60 79750.6283 1329.1771 (p<0.0001)

Media Grupo 0 120 216 2 56 96 48 24 168 12 80 72

276.53 0
295.58 120

301.71 216

317.98 2

345.20 56 4

346.70 9% 4

348.99 48

365.08 24 4 % %

373.39 168 & % x

378.11 12 % % %

426.61 80 % % %

442.30 772 % %

Figura 1.9. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en el plasma de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 0 216 2 48 12 72 80 24 56 120 96 168

267.62 0
286.27 216

336.31 2« x

357.51 48 4 4

358.77 12 4

364.33 72 % %

385.44 80 % % %

396.67 24 4 % %

396.77 56 % % %

399.94 120 & % x

405.41 % % % %

413.18 168 s % owx % % %

Figura 1.10. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en el plasma de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Triglicéridos Plasma

Tabla 1.6. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de triglicéridos en el plasma de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Triglicéridos G.L. S.C. C.M. F
Control 11 3715.303 337.755 0.1803
Error 60 112369.607 1872.827 (p=0.9981)
0.63 mg/L 11 150653.581 13695.780 5.4931
Error 60 149594.848 2493.248 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 176778.799 16070.8 6.6248
Error 60 145551.471 2425.858 (p<0.0001)

Media Grupo O 216 168 120 96 72 2 12 48 56 80 24

179.80 0
260.23 216

280.39 168 4

282.72 120 4 % %

286.66 9% % % %

299.91 72 % % %

303.69 2w x % % % %
312.86 12 4w % % %
317.23 48 % % % % % %
319.04 56 % % % % % %
345.03 80 % % % % % %
373.99 7

Figura 1.11. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en el plasma de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 168 80 216 56 120 96 12 24 2 72 48

186.52 0
239.49 168

299.01 80 s

306.14 216 4 4

318.22 56 5 %

318.57 120 4 4

334.72 % 5 %

339.58 12 4

339.90 24 4 %

341.18 2 4«

349.53 72 % %

374.14 48 4w % %

Figura 1.12. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en el plasma de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad AST Plasma

Tabla 1.7. Andlisis de la varianza (ANOVA) para actividad AST en el plasma de la anguila A. anguilla
a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

AST G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0007 0.0001 0.0548
Error 60 0.0693 0.0012 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 0.3812 0.0347 3.6942
Error 60 0.5628 0.0094 (p<0.001)
3.16 mg/L 11 2.6747 0.2432 47.0598
Error 60 0.3100 0.0052 (p<0.0001)

Media Grupo 216 O 2 168 120 12 96 48 80 24 72 56

0.21 216
0.22 0
0.27 2
0.28 168
0.28 120
0.32 12
0.33 96
0.34 48
0.34 80
0.34 24
0.44 72
0.45 56

Figura 1.13. Resultado del Test de Duncan para actividad AST en el plasma de la anguila expuesta a
0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 12 2 24 48 120 168 216 56 96 80 72

0.21 0

0.29 12

0.30 2

0.34 24

0.37 48

0.37 120

0.37 168 4

0.42 216 & % %

0.61 56w x ok % & % ok %
0.73 9% * * * * * * * *
0.74 80 * * * * * * *
0.81 2 % w % % % % % %

Figura 1.14. Resultado del Test de Duncan para actividad AST en el plasma de la anguila expuesta a
3.16 mg/L de propanil.
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Actividad ALP Plasma

ANEXO ESTADISTICA

Tabla 1.8. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALP en el plasma de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALP G.L. S.C. C.M. F
Control 11 51.4398 4.6763 0.2029
Error 60 1382.5218 23.0420 (p=0.9968)
0.63 mg/L 11 5465.0753 496.8250 9.2564
Error 60 3220.4115 53.6735 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 8043.3942 731.2177 17.1222
Error 60 2562.3512 42.7059 (p<0.0001)
Media Grupo 0 216 120 168 96 24 56 48 12 72 80
41.66 0

43.24 216

46.64 120

50.41 168

50.96 96

59.69 24 * * * *

61.33 56 * * * *

61.35 48 * * * *

63.88 2 * * * *

64.17 12 * * * *

64.33 72 i * * * *

67.41 80 * * * *

Figura 1.15. Resultado del Test de Duncan para actividad ALP en el plasma de la anguila expuesta a
0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 12 2 96 120 48 168 24 56 216 80
35.46 0

39.90 12

40.61 2

46.89 96

47.70 120

50.23 48 % % x

56.49 168 & % x % x

57.83 24« w  x  ow %

58.98 2w w w x % x

60.94 56« ow % % w x

65.66 216 & % % x  x  x

71.48 80 % % x % %k % * *

Figura 1.16. Resultado del Test de Duncan para actividad ALP en el plasma de la anguila expuesta a
3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

8.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL
HIiGADO

Glucosa Higado

Tabla 2.1. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucosa en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucosa G.L. S.C. C.M. F
Control 11 8.7199 0.7927 0.6375
Error 60 74.6116 1.2435 (p=0.7896)
0.63 mg/L 11 315.7859 28.7078 16.4297
Error 60 104.8385 1.7473 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 348.739 31.7035 17.7945
Error 60 106.8988 1.7816 (p<0.0001)

Media Grupo 72 56 24 48 80 12 2 216 168 120 96 0

4.29 72

4.85 56

6.14 24 4

7.01 8 .

7.24 80 s

8.21 12 4 %

8.35 72

8.86 216w  wx % %

9.80 168 &  w  w  w  x

10.20 120 4w ox ox x w w
10.66 % % x % % x ox x %
10.80 O % % % x % % % %

Figura 2.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el higado de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 48 72 56 24 216 2 168 12 80 96 0 120

3.34 48

4.03 72

4.64 56

5.09 24 4

6.79 216 % % %

6.99 72

7.72 168 % % %

7.86 12 & % % ox

8.42 80 % % %

8.87 % % % ox % ok %
1011 O % % % % % % % % %
10.19 120 % % x k% ok k  x %

Figura 2.2. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el higado de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Lactato Higado

Tabla 2.2. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2789 0.0254 0.6006
Error 60 2.5328 0.0422 (p=0.8208)
0.63 mg/L 11 8.5843 0.7804 13.8883
Error 60 3.3714 0.0562 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 16.4001 1.4909 19.6249
Error 60 4.5583 0.0760 (p<0.0001)

Media Grupo 2 0O 120 9% 48 24 12 216 80 168 72 56

1.01 2

1.09 0

1.40 120 4 4

1.45 9% 4

1.58 48 4

1.65 24 . 4

1.68 12 4 4

1.69 216 5

1.95 80 % x % %k x %
1.95 168 &  w % % %

2.08 2 % % % % % % %
2.14 6 % ox % % ox ox %

Figura 2.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el higado de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 2 24 48 216 12 120 80 96 168 72 56

1.00 0

1.24 2

1.59 24 4«

1.66 48 4

1.60 216 & %

1.76 12 4

2.07 120« % owx % %

2.08 80 x  x % % x

2.08 % x  x % % x

2.20 168« % % % % %

2.52 2 % ox & % x ox % % %
2.74 56 % o % ox % ok % % %k %

Figura 2.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el higado de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Glucogeno Higado

Tabla 2.3. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucdgeno en el higado de la anguila
A. anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucégeno G.L. S.C. C.M. F
Control 11 574.5654 52.2332 0.0375
Error 60 83629.2538 1393.8209 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 781978.1833 71088.9258 157.2604
Error 60 27122.7585 452.0460 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 700179.6196 63652.6927 160.1496
Error 60 23847.4598 397.4577 (p<0.0001)

Media Grupo 72 48 56 80 24 96 120 216 168 12 2 0

9.23 72

11.95 48

20.57 56

37.76 80 4

67.18 24 . o x %

78.35 96  w  ox x x

120.20 120 & % ow w w %

126.49 216 4w % % % %

136.77 168 & % w  w x

233.71 12 % % % % % % * %
280.06 2 % % ox % % % * % %
335.32 * %k ok x % x % % %

Figura 2.5. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucégeno en el higado de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 56 48 80 120 96 168 72 216 12 24 2 0

7.30 56

7.78 48

13.31 80

19.06 120

24.22 96

34.84 168 4

36.77 72 . o«

47.57 216 % % % x

53.54 12 4w owx % x

55.23 24w w  x x

229.98 S N %k
338.57 * ok ok k% x ok %

Figura 2.6. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucégeno en el higado de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Proteinas Totales Higado

Tabla 2.4. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en el higado de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 30873.3754 2806.6705 0.3712
Error 60 453684.0106 7561.4002 (p=0.9624)
0.63 mg/L 11 457038.4262 41548.9478 12.6780
Error 60 196634.3402 3277.239 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 402776.4878 36616.0443 14.5604
Error 60 150886.2951 2514.7716 (p<0.0001)

Media Grupo 120 96 168 24 2 48 80 216 56 72 12 0

122.17 120

163.43 96

167.66 168

170.10 24

174.67 2

179.40 48

228.66 80 i

242.65 216 4 % x

283.49 56 % ox % % % x
306.25 72w o ox ox ox
308.44 12 % owx ox % % x
408.97 0 % % % % ok % * ok k%

Figura 2.7. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el higado de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 80 96 168 2 48 120 72 216 24 12 56 0

143.09 80

146.41 96

160.08 168

164.66 2

177.64 48

183.83 120

191.72 72

198.55 216

221.47 24 . %

232.05 12 4 N
248.36 56 4 o«

433.17 0 % % I T

Figura 2.8. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el higado de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Colesterol Higado

Tabla 2.5. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de colesterol en el higado de la anguila
A. anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Colesterol G.L. S.C. C.M. F
Control 11 11.7535 1.0685 0.5085
Error 60 126.0862 (p=0.8902)
0.63 mg/L 11 669.5197 60.8654 41.1708
Error 60 88.7018 1.4784 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 459.4636 41.7694 31.7224
Error 60 79.003 1.3167 (p<0.0001)

Media Grupo 120 168 96 80 48 216 24 2 56 72 12 0

2.13 120

2.92 168

3.02 96

4.83 80 i % %

4.85 48 4 % %

511 216 4 % %

6.22 24 % %

6.56 2 x % % % %

8.03 56 * * * * * * *

8.51 2 4 * * * * * * *

9.21 12 & * * * * * * *
13.37 0 % * * * * * * * * *

Figura 2.9. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en el higado de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 96 168 216 80 48 120 2 72 24 12 56 0

2.54 96

2.55 168

3.85 216

4.17 80 w9«
4.36 48 4 4
4.64 120 4 &
4.71 2 4 %
4.75 72 .
5.43 24 . % %
5.94 12 4 % %
7.40 56 % % %
12.46 0 & % % «

Figura 2.10. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en el higado de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Triglicéridos Higado

Tabla 2.6. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de triglicéridos en el higado de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Triglicéridos G.L. S.C. C.M. F
Control 11 70.7398 6.4309 0.2783
Error 60 1386.4048 23.1067 (p=0.9877)
0.63 mg/L 11 3304.0059 300.3642 26.0475
Error 60 691.8834 11.5314 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 3417.3407 310.6673 33.4085
Error 60 557.9424 9.299 (p<0.0001)

Media Grupo 120 96 168 80 216 48 24 2 12 56 72 0

9.89 120
10.82 96
13.45 168
1451 80 4
15.74 216 4
20.82 48 x  w owx x
21.30 24w w w %
22.94 7
23.98 12 4 % x ox x
24.67 56 % s ox %
25.32 72w ow ow x
34.01 O % % % % %k x k% % %

Figura 2.11. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en el higado de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 96 120 80 168 216 72 48 24 12 56 2 0

12.19 96

13.09 120

13.58 80

14.30 168

15.12 216

19.69 2w ox ow % ox
20.72 48w w ow w w
21.53 24 % w owx x x
22.32 12 % w ox ox %
22.58 56« ox  ox % x
26.19 2w x ox % x
37.61 0 % % % % % s

Figura 2.12. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en el higado de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad ALT Higado

Tabla 2.7. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALT en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 13.1384 1.1944 0.7530
Error 60 95.1681 1.5861 (p=0.6839)
0.63 mg/L 11 96.5737 8.7794 7.6739
Error 60 68.6440 1.1441 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 333.1718 30.2883 21.6016
Error 60 84.1282 1.4021 (p<0.0001)

Media Grupo 0 216 12 48 2 24 120 168 96 72 80 56

6.13 0

6.72 216

7.20 12

7.23 48

7.31 2

7.37 24

7.57 120

7.62 168

8.16 96 x  x

8.82 72w % w
8.86 80 & x v %
10.74 6 % % x ok ok ok ok k%

Figura 2.13. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en el higado de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 2 216 24 168 12 48 120 56 80 96 72

6.13 0

6.41 2

6.43 216

6.71 24

7.26 168

8.18 12 % % %

8.42 48 4 % % %

8.80 120 % % % %
11.40 56 * * * * * * *
11.51 80 * * * * * * *
11.55 9% * * * * * * *
11.67 2 g % % ok % % % %

Figura 2.14. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en el higado de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad ALP Higado

Tabla 2.8. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALP en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALP G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2449 0.0223 0.2931
Error 60 45578 0.0760 (p=0.9849)
0.63 mg/L 11 16.1391 1.4672 19.3319
Error 60 4.5537 0.0759 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 14.3688 1.3063 15.5337
Error 60 5.0455 0.0841 (p<0.0001)

Media Grupo O 12 2 24 120 48 96 168 72 56 216 80

0.88 0

0.94 12

1.22 2

1.34 24 4 4

1.51 120 4 4

1.56 48 4 4

1.65 96 % %

1.74 168 & % % %

1.95 2 % x % %k x %
2.13 6 % ox % ok ox %
2.26 216 4w % % % %
2.41 80 % & % x  x % * %

Figura 2.15. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en el higado de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 2 12 72 56 168 24 80 96 216 120 48

0.81 0

1.62 2 4

1.63 12 4

1.92 2 4

1.92 56 4

1.94 168 4

2.03 24 . x %
2.10 80 4 % x
2.16 % 4 %
2.31 216 % % %
2.37 120 & % %
2.66 48 % % % * ok %

Figura 2.16. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en el higado de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad y-GT Higado

Tabla 2.9. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad y-GT en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

y-GT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2207 0.0201 0.6219
Error 60 1.9355 0.0323 (p=0.8030)
0.63 mg/L 11 1.4486 0.1317 3.6426
Error 60 2.1692 0.0362 (p<0.001)
3.16 mg/L 11 5.0260 0.4569 16.5515
Error 60 1.6563 0.0276 (p<0.0001)

Media Grupo 12 48 2 168 96 24 72 80 216 56 120 O

0.98 12

1.07 48

1.08 2

1.10 168

1.15 96

1.17 24

1.18 72

1.18 80

1.18 216

1.29 56

1.36 120 & % % %
1.54 0 % % % % x %k % ok %

Figura 2.17. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en el higado de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil respectivamente.

Media Grupo 56 2 48 72 24 80 9 12 168 216 120 O

0.80 56

0.81 2

0.84 48

0.90 72

1.08 24w wx %

1.13 80 x % % x
1.22 9% % % % %
1.26 12 4w ox
1.33 168 4 x  x % %
1.37 216 4 % % % %
1.50 120 4w owx ox %
1.62 0 % % %  x % %k

Figura 2.18. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en el higado de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.

255



ANEXO ESTADISTICA

Actividad LDH Higado

Tabla 2.10. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad LDH en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

LDH G.L. S.C. C.M. F
Control 11 97.5660 8.8696 0.8500
Error 60 626.0942 10.4349 (p=0.5922)
0.63 mg/L 11 1199.4369 109.0397 12.6450
Error 60 517.3873 8.6231 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 2065.3117 187.7556 30.3650
Error 60 370.9974 6.1833 (p<0.0001)

Media Grupo 2 48 0 12 72 56 24 80 96 216 120 168

14.53 2
15.32 48

15.83 0

16.71 12

16.93 72

17.62 56

19.14 24 4

19.87 80 &  x  x

24.26 % % % ok ok ok % % %
24.45 216 4 % % % % % % %
25.50 120 4 % % % % % % %
26.08 168 % % % % % % %

Figura 2.19. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en el higado de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 2 0 48 24 12 168 80 72 56 120 216 96

13.56 2

13.57 0

14.64 48

16.32 24

17.86 12 % ok %

21.88 168 & % % %
24.27 80 % % % %
24.66 2w x % % %
24.72 56« owx % % %
26.44 120 % * % *
26.49 216« % % % x
28.94 % % % % % % * ok %

Figura 2.20. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en el higado de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Contenido Calorico Higado (CC)

Tabla 2.11. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido cal6rico en el higado de la anguila A.

anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

CcC G.L. S.C. C.M. F
Control 11 615384.9 55944.1 0.3169
Error 60 10591213.9 176520.2 (p=0.9794)
0.63 mg/L 11 39404007.4 3582182.5 35.9891
Error 60 5972111.1 99535.2 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 44556304.9 4050573.2 53.8616
Error 60 4512204.3 75203.4 (p<0.0001)
Media Grupo 4 9 8 3 7 10 5 6 11 1 2 0
1152.65 4
1192.75 9
1236.46 8
1352.98 3
1435.20 7
1520.20 10
1754.12 5 w % % %
1827.55 6 % % % %
1880.38 11 % % % % %
2265.47 % % % %
2752.28 * ok % k% x %
3785.62 x % k% ok %k % * % %

Figura 2.21. Resultado del Test de Duncan para el contenido calérico en el higado de la anguila

expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 7 8 10 4 9 6 11 5 3 2 1 0
909.07 7
941.28 8

1070.35 10

1121.58

1128.07 9

1301.92 6 *

1327.33 11 *

1505.32 5 & * * * *

1544.25 3 % % % % %

1600.35 2 * * * *

2025.22 1 . * * * *

3940.48 0 * * * * *

Figura 2.22. Resultado del Test de Duncan para el contenido calérico en el higado de la anguila

expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

indice Hepatosomatico (HSI)

Tabla 2.12. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el indice hepatosomatico de la anguila A. anguilla
a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

HSI G.L. S.C. C.M. F
Control 11 6.1446 0.5586 0.3011
Error 60 111.3282 1.8555 (p=0.9831)
0.63 mg/L 11 111.2274 10.1116 4.0593
Error 60 149.457 2.4909 (p<0.0005)
3.16 mg/L 11 127.7373 11.6125 5.3728
Error 60 129.682 2.1614 (p<0.0001)

Media Grupo O 72 216 96 120 168 56 80 12 24 2 48

13.03 0
13.22 72
14.25 216
14.32 96
14.51 120
14.78 168
15.01 56
15.27 80 4
16.46 12 % % % %
16.53 7 R
16.66 2 % % %
16.70 48 4w % %

Figura 2.23. Resultado del Test de Duncan para el indice hepatosomético de la anguila expuesta a
0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 216 48 96 56 72 168 24 12 120 80 2

13.06 0
15.88 216 4
16.12 48
16.25 9% 4
16.27 56 4
16.89 72 4
17.01 168
17.13 24
17.50 12 4
17.56 120
17.85 80 4
18.50 2w % % % %

Figura 2.24. Resultado del Test de Duncan para el indice hepatosomético de la anguila expuesta a
3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Contenido Hidrico Higado

Tabla 2.13. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en agua en el higado de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Cont. Hidrico G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0047 0.0004 0.5514
Error 60 0.0468 0.0008 (p=0.8596)
0.63 mg/L 11 0.3566 0.0324 5.3780
Error 60 0.3616 0.0060 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 0.4314 0.0392 3.9908
Error 60 0.5897 0.0098 (p<0.0005)

Media Grupo 96 0O 120 56 216 80 24 168 72 48 12 2

0.28 96

0.28 0

0.30 120

0.31 56

0.32 216

0.36 80

0.37 24

0.40 168 & % %

0.42 72w ox ox % x
0.46 48 4 % % % %
0.46 12 % % % %
0.48 2 * * * * *

Figura 2.25. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en el higado de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 0 216 168 72 120 96 80 56 48 12 2 24

0.29 0

0.36 216

0.41 168 4
0.43 72 4
0.43 120
0.43 9% 4
0.44 80 4
0.46 56 4
0.47 48 4
0.51 12
0.57 2 4
0.58 24

Figura 2.26. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en el higado de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.

259



ANEXO ESTADISTICA

8.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA
MUSCULATURA ESQUELETICA

Glucosa Musculo

Tabla 3.1. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucosa en la musculatura
esquelética de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucosa G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0063 0.0006 0.0816
Error 60 0.4184 0.0070 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 2.1408 0.1946 12.4044
Error 60 0.9414 0.0157 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 1.9364 0.176 12.3617
Error 60 0.8544 0.0142 (p<0.0001)

Media Grupo O 168 216 96 120 80 24 56 72 48 12 2

0.44 0

0.53 168

0.54 216

0.56 96

0.58 120

0.62 80

0.74 24w x ox w %

0.76 56 4 s % x %

0.79 2 % % % & % %

0.91 48 % % ox % % x %
0.94 12 % % % % x  x  x %
0.99 2k ok ok k% % % k%

Figura 3.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 96 216 2 168 120 80 12 56 24 72 48

0.44 0

0.63 96

0.67 216 4

0.68 2 4

0.69 168 4

0.70 120

0.72 80 4

0.77 12

0.77 56

0.86 24 % % x x x %

1.10 2 % % x x ox x  x % % %
1.10 48 x  ox oxox % % %k k%

Figura 3.2. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Lactato Musculo

Tabla 3.2. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en la musculatura esquelética
de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0091 0.0008 0.0159
Error 60 3.1123 0.0519 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 22.2064 2.0188 31.3096
Error 60 3.8687 0.0645 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 14.3397 1.3036 25.8813
Error 60 3.0221 0.0504 (p<0.0001)

Media Grupo 0 120 216 96 80 168 72 2 56 24 48 12

1.32 0

1.48 120

1.50 216

1.51 96

1.65 80

1.74 168

2.24 72 4 % % % % %

2.44 2 * * * * *

2.64 56« * * * * * *
2.64 24 4 * * * * * *
2.65 48 * * * * * *
2.92 12 * * * * * * *

Figura 3.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 168 120 96 216 72 80 48 56 24 2 12

1.28 0

1.68 168 4

1.73 120 4

1.84 9% 4

1.86 216 4

2.12 2w ox % %
2.19 80 % % % %
2.32 48 % x  x % %
2.37 56 % % % %
2.41 24w x % % x
2.57 2 % %k ok %k
3.01 12 % % % % % x % %k %

Figura 3.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Glucogeno Musculo

Tabla 3.3. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucégeno en la musculatura

ANEXO ESTADISTICA

esquelética de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucégeno G.L. S.C. C.M. F
Control 11 2.3331 0.2121 0.1299
Error 60 97.9981 1.6333 (p=0.9996)
0.63 mg/L 11 158.8842 14.4440 57.3073
Error 60 15.1227 0.252 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 193.5388 17.5944 71.1638
Error 60 14.8343 0.2472 (p<0.0001)
Media Grupo 48 72 56 120 24 168 80 216 96 12 2
1.47 48
1.68 72
1.69 56
2.08 120
2.17 24 4
2.52 168 4 % %

2.69 80 4 % x

2.94 216 4 % % % %

3.01 9% % % % %

3.86 120 % % % % % x  x %

3.88 2 % % ox % % % % %

7.18 N T * %

Figura 3.5. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucégeno en la musculatura

esquelética de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 80 168 48 72 120 56 216 96 24 2 12
0.99 80
1.54 168
1.63 48
1.70 2
1.74 120
1.77 56
1.99 216 4
2.28 9%  w
2.42 24 % % % % %
3.88 2 % * * * * * * * *
4.18 12 % % % % %
7.15 0 % % % % % % x %

Figura 3.6. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucdgeno en la musculatura

esquelética de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Proteinas Totales Miusculo

Tabla 3.4. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en la musculatura
esquelética de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 9542.2459 867.4769 0.2516
Error 60 206839.9218 3447.3320 (p=0.9919)
0.63 mg/L 11 509231.632 46293.7847 23.6537
Error 60 117428.7543 1957.1459 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 446217.4841 40565.2258 18.2633
Error 60 133268.2568 2221.1376 (p<0.0001)

Media Grupo 210 96 72 216 168 80 24 56 2 12 48 0

109.28 210

116.34 96

155.65 72

157.90 216

173.69 168 4

178.74 80 x s

229.60 24 % w ox ox w
257.90 56 4 ox x % x %
278.35 2w w ox % ox %
309.16 12 % ox owx ow ow %
325.80 48 % w x ox ow %
381.40 0 % % % % x % * % %

Figura 3.7. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 216 72 168 80 48 96 120 56 24 2 12 0

116.78 216

123.61 72

160.30 168

176.66 80

195.86 48 4 %*

204.08 96 %*

205.11 120 x

229.62 56 %* %

284.37 24 * * * * * * %
289.73 2 % * * * % % * %
310.66 12 * * * % * * *
395.60 0 x * * * * * * * * * *

Figura 3.8. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Colesterol Musculo

Tabla 3.5. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de colesterol en la musculatura
esquelética de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Colesterol G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2717 0.0247 0.0316
Error 60 46.9671 0.7828 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 191.1201 17.3746 14.6639
Error 60 71.0714 1.1849 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 219.2277 19.9298 20.2219
Error 60 59.1333 0.9856 (p<0.0001)

Media Grupo 120 96 168 216 72 48 80 56 2 12 24 0

2.38 120

2.40 96

3.51 168

3.64 216

4.09 72w x

4.46 48 4

4.97 80 x  x s

5.27 56 % % % %

6.12 2 %ok ok x ok %k
6.36 12 % % % % % %
6.76 24 % % % ok % %
7.70 0 % % % x % % %k

Figura 3.9. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 168 216 72 56 120 48 80 96 24 2 12 0

2.04 168

2.20 216

2.83 72

3.22 56

3.98 120 4 4

4.33 48 . w o«
4.45 80 & %
4.60 9% w  ox % %
5.21 24w % % x
5.35 2w x ow wx
6.49 12 % % ox w
8.42 0 % % % % x %

Figura 3.10. Resultado del Test de Duncan para el contenido de colesterol en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Triglicéridos Musculo

Tabla 3.6. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de triglicéridos en la musculatura
esquelética de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Triglicéridos G.L. S.C. C.M. F
Control 11 20.6132 1.8739 0.1373
Error 60 818.939 13.649 (p=0.9995)
0.63 mg/L 11 5585.0381 507.7307 23.0208
Error 60 1323.3182 22.0553 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 1492.8742 135.7158 7.6303
Error 60 1067.1883 17.7865 (p<0.0001)

Media Grupo 120 96 72 216 80 168 56 48 0 2 24 12

10.48 120
11.13 96

12.72 72

17.51 216 5

18.09 80 %

18.78 168 % %

23.62 56 % % %

28.25 48 4 % % % % %

28.78 * * * * * *

34.03 2 * * * * * * *
34.53 24 & * * * * * * *
34.84 12 * * * * * * *

Figura 3.11. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 216 168 120 96 80 72 48 2 24 56 12 0

12.35 216

12.57 168

16.25 120

17.61 96

18.20 80 4
19.93 2w
21.97 48 % x %
22.37 2w x %
22.57 24 & w x
22.62 56w  ox %
23.94 12 4 % o
28.58 0 % % = * ok ok % %

Figura 3.12. Resultado del Test de Duncan para el contenido de triglicéridos en la musculatura
esquelética de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad ALT Miusculo

Tabla 3.7. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALT en la musculatura esquelética de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2396 0.0218 1.2907
Error 60 1.0126 0.0169 (p=0.2520)
0.63 mg/L 11 2.1312 0.1937 16.3011
Error 60 0.7131 0.0119 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 1.2804 0.1164 9.1933
Error 60 0.7597 0.0127 (p<0.0001)

Media Grupo 72 56 24 2 12 48 0 80 216 120 168 96

0.38 72

040 56

0.44 24

0.46 2

0.50 12

0.60 48 4

0.63 0 % % % x  x

0.66 80 & w % %

0.66 216 % % % % x

0.78 120 % % % % x  x %
0.88 168 & % % ox % % %
0.90 % % % % % % %

Figura 3.13. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 24 72 56 168 48 12 0 2 216 120 80 96

0.44 24
0.48 72

0.50 56

0.54 168

0.57 48

0.60 12

0.61 0 &

0.62 2 4

0.64 216 5

0.74 120 4

0.82 80 s

0.91 9% 5 ok %

Figura 3.14. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad ALP Musculo

Tabla 3.8. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALP en la musculatura esquelética de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALP G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0002 0.0000 0.0637
Error 60 0.0135 0.0002 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 0.0236 0.0021 4.2739
Error 60 0.0301 0.0005 (p<0.0005)
3.16 mg/L 11 0.1097 0.0100 14.4435
Error 60 0.0414 0.0007 (p<0.0001)

Media Grupo O 24 216 120 12 168 96 80 72 2 56 48

0.11 0
0.13 24
0.13 216
0.14 120
0.14 12
0.14 168 4
0.14 96
0.15 80 4
0.16 72
0.16 2 4
0.16 56
0.18 48 x ok k% %

Figura 3.15. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 120 0 216 168 96 12 80 24 72 48 2 56

0.10 120
0.12 0

0.12 216

0.12 168

0.17 % % % % %

0.17 12 4w ox ox

0.18 80 % % % %

0.19 24 . % % %

0.20 72 % % % %

0.21 48 % % % %

0.21 2 % ox %

0.22 56 % % % % "

Figura 3.16. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad y-GT Musculo

Tabla 3.9. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad y-GT en la musculatura esquelética de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

y-GT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0009 0.0001 0.1607
Error 60 0.0289 0.0005 (p=0.9989)
0.63 mg/L 11 0.0318 0.0029 6.0492
Error 60 0.0287 0.0005 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 0.0421 0.0038 5.1361
Error 60 0.0447 0.0007 (p<0.0001)

Media Grupo 120 168 O 24 216 9% 12 80 2 56 72 48

0.12 120

0.12 168

0.13 0

0.13 24

0.14 216

0.15 96

0.16 12 % % %
0.16 80  x % x
0.17 2 % x ok ok k%
0.17 56« w % % %
0.18 2w x % %
0.18 18w  x % % x

Figura 3.17. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 24 72 12 120 80 168 96 216 2 48 56

0.13 0
0.16 24
0.16 72
0.16 12 4
0.17 120
0.18 80
0.18 168 4
0.18 9% 4
0.18 216
0.20 2 4
0.21 48
0.22 56 4 x % k% %

Figura 3.18. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad LDH Miusculo

Tabla 3.10. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad LDH en la musculatura esquelética de
la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

LDH G.L. S.C. C.M. F
Control 11 324.3471 29.4861 0.0810
Error 60 21840.9253 364.0154 (p=1.0000)
0.63 mg/L 11 28326.0436 2575.0949 8.5218
Error 60 18130.6384 302.1773 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 72987.2147 6635.2013 14.9289
Error 60 26667.2189 444.4536 (p<0.0001)

Media Grupo 0 216 168 2 12 80 96 120 24 48 56 72

118.17 0

118.23 216

138.26 168

148.97 2
153.90 12 4
156.17 80 x  x
156.56 96 ko
159.49 120 4 4
161.32 24w wx x
162.89 48 5 % x
172.21 56 s % s
191.26 2 % % % ok k% % x x %

Figura 3.19. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 2 12 56 24 120 48 168 72 80 96 216

116.75 0

123.93 2

126.13 12

160.74 56 o x

162.93 24 4. % x

172.49 120 & % %

183.71 48w % %

188.15 168 % % % %
193.06 72 % ox ox % %
197.71 80 % % % % %
202.25 9% % % % % %
217.85 216 4 % % % % v %

Figura 3.20. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en la musculatura esquelética de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Contenido Caldorico Musculo (CC)

Tabla 3.11. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido cal6rico en la musculatura esquelética
de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

cc G.L. S.C. C.M. F
Control 11 234430.2 21311.8 0.2641
Error 60 4840898.1 80681.6 (p=0.9901)
0.63 mg/L 11 17379411.81 1579946.6 26.7385
Error 60 3545334.2 59088.9 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 13662993.7 1242090.3 20.2757
Error 60 3675605.4 61260.1 (p<0.0001)

Media Grupo 9 8 6 11 10 7 3 5 1 4 2 0

654.67 9

698.60 8

912.83 6

969.82 11

1054.67 10 4

1086.93 7w %

1501.05 3w o ox % x x
1517.92 5 w % % % % %
1731.38 1w o % ox ox
1878.93 4w x ox ox w
1889.27 2 % x % % w x
2204.67 0 % % % x  x % x ok %

Figura 3.21. Resultado del Test de Duncan para el contenido calérico en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 11 6 10 7 9 4 8 5 3 1 2 0

706.12 11

815.40 6

913.82
1066.08
1182.82
1195.35
1198.82
1353.58
1637.42
1668.57
1795.85
2277.83

=
o

O N P W 0ol 0 b © N
* ¥ ¥

¥ K X X X K K X ¥
¥ X X X K ¥ ¥ ¥
* X X X X

* X X *

* ¥ ¥ *

* X X *

* * *

Figura 3.22. Resultado del Test de Duncan para el contenido caldrico en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.

270
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Contenido Hidrico Musculo

Tabla 3.12. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en agua en la musculatura esquelética
de la anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Cont. Hidrico G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0514 0.0047 0.4582
Error 60 0.6121 0.0102 (p=0.9214)
0.63 mg/L 11 0.4276 0.0389 4.1103
Error 60 0.5675 0.0095 (p<0.0005)
3.16 mg/L 11 0.8979 0.0816 6.2684
Error 60 0.7813 0.0130 (p<0.0001)

Media Grupo O 48 2 72 24 216 56 168 120 80 12 96

0.19 0
0.26 48

0.27 2

0.31 72

0.32 24

0.34 216 4

0.37 56 4

0.39 168 4
0.41 120 4 % %
0.42 80 % %
0.44 12 4 o x
0.45 % x % %

Figura 3.23. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 56 2 24 80 72 168 48 216 120 96 12

0.20 0
0.43 56 4
0.44 2 4
0.49 24
0.52 80 4
0.53 72 4
0.53 168
0.53 48 4
0.56 216 4
0.57 120
0.63 9% 4
0.65 12 4 "

Figura 3.24. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en la musculatura esquelética
de la anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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8.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL
CEREBRO

Glucosa Cerebro

Tabla 4.1. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucosa en el cerebro de la anguila
A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucosa G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0122 0.0011 0.2282
Error 60 0.2925 0.0049 (p=0.9947)
0.63 mg/L 11 2.6634 0.2421 13.1764
Error 60 1.1025 0.0184 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 2.1695 0.1972 26.5936
Error 60 0.445 0.0074 (p<0.0001)

Media Grupo 2 12 120 168 216 24 96 80 0 48 56 72

0.23 2

0.27 12

0.32 120

0.32 168

0.40 216 4

0.43 24 4

0.44 96 4

0.50 80 % % %

0.57 0 w %  w  x

0.66 48 % % ox % % % %
0.73 6 % ox ok x ox % k%
0.90 12 % ok %k k% %k k% %

Figura 4.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el cerebro de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 2 168 216 12 120 24 9% 72 80 0 56 48

0.13 2

0.19 168

0.20 216

0.21 12

0.22 120

0.27 24 4

0.32 9% i % % %

0.38 72 * * * * *

0.39 80 % % % % %

0.40 0 * * * * *

0.59 56« * * * * * * * * *
0.75 48 * % % * * % * * * *

Figura 4.2. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el cerebro de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Lactato Cerebro

Tabla 4.2. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en el cerebro de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.2777 0.0252 1.2610
Error 60 1.2013 0.02 (p=0.2691)
0.63 mg/L 11 5.8247 0.5295 20.1661
Error 60 1.5755 0.0263 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 12.0179 1.0925 42.3686
Error 60 1.5472 0.0258 (p<0.0001)

Media Grupo O 216 120 168 2 96 80 72 24 56 48 12
1.09 0
1.48 216 4
1.49 120 4
1.49 168 4
1.65 2 4
1.67 96 4
1.74 80 w  x % %
1.75 2w % ox %
1.87 24 % x % %k x %
2.01 6 % ox % ok ox %
2.09 48 % % ox % % %
2.13 120 % % % % %k %

Figura 4.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el cerebro de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 168 120 96 80 216 48 2 56 12 72 24

1.01 0

1.5 168 4

1.67 120 4

1.71 96 4

1.87 80 x  x  x

1.99 216 4 x % %

2.08 48w ow x ox %

2.13 2 % % ok ox %

2.26 56 % ox % ok ox %
2.33 12 % % % % %k %
2.34 2 % x % %k x %
2.58 24 % % x x % % x ok %

Figura 4.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el cerebro de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Proteinas Totales Cerebro

Tabla 4.3. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en el cerebro de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 232.8647 211695 0.4859
Error 60 2614.1431 43.5691 (p=0.9049)
0.63 mg/L 11 11013.0826 1001.1893 12.2521
Error 60 4902.9356 81.7156 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 9690.7413 880.9765 14.6385
Error 60 3610.9208 60.182 (p<0.0001)

Media Grupo 72 80 216 56 168 120 96 48 0 2 12 24

37.32 72

43.55 80

46.46 216

46.80 56

47.82 168

52.84 120 4

54.64 96 4

58.88 48w % x %

67.11 x %k ok x  % *
68.21 2 % % ok ox % %k %
74.29 12 % % % % ok % %
77.51 24 % % % %k x ox %

Figura 4.5. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el cerebro de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 216 96 72 80 168 120 24 48 2 56 0 12

29.67 216
30.67 96

43.61 72 % x

43.88 80 4 4

47.78 168 4 4

49.79 120 4

52.26 24 4

54.13 48 & % % %
54.53 7
56.37 56 % % % %
67.11 0 % % % %
69.21 12w % % x

Figura 4.6. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el cerebro de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Actividad ALP Cerebro

Tabla 4.4. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALP en el cerebro de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALP G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.1129 0.0103 0.1452
Error 60 4.2407 0.0707 (p=0.9993)
0.63 mg/L 11 3.0712 0.2792 3.2229
Error 60 5.1978 0.0866 (p<0.005)
3.16 mg/L 11 3.8933 0.3539 5.0232
Error 60 4.2277 0.0705 (p<0.0001)

Media Grupo O 56 48 72 120 216 96 80 24 168 2 12

1.61 0
1.77 56
1.87 48
191 72
1.95 120
1.96 216
2.01 96 4
2.05 80
2.07 24 4
2.10 168 4
2.21 2
2.46 12 4 x % %k k% % %

Figura 4.7. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en el cerebro de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 24 2 216 48 56 9% 168 80 120 72 @12

1.64 0

1.84 24

1.94 2

1.98 216
2.00 48
217 56
2.17 9%
2.19 168 4
221 80 &  x
2.30 120 4 %
231 2 . o«
2.57 12 % % * ok % % % %

Figura 4.8. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en el cerebro de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.
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Actividad LDH Cerebro

Tabla 4.5. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad LDH en el cerebro de la anguila A.

anguilla alo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

LDH G.L. S.C. C.M. F
Control 11 209.8782 19.0798 0.8445
Error 60 1355.5331 22.5922 (p=0.5973)
0.63 mg/L 11 593.5927 53.963 2.8285
Error 60 1144.6918 19.0782 (p<0.005)
3.16 mg/L 11 5042.7513 458.4319 20.9977
Error 60 1309.9464 21.8324 (p<0.0001)
Media Grupo 56 0 12 168 96 72 120 24 80 2 48 216
16.58 56

17.68 0

19.59 12

20.20 168

20.22 96

21.59 72

21.68 120

22.69 24

23.78 80 *

24.54 2 *

24.84 48 4 *

26.65 216 4 * * * *

Figura 4.9. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en el cerebro de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 96 120 168 0 80 216 2 72 56 24 12 48
13.95 96

14.75 120 4

20.30 168 4

20.81 0 &

21.15 80 x  x

26.59 216 4«  wx  x ok %

30.83 7

33.00 2w o ow ox ox %
35.64 56w« % x % % x
35.90 24 . o ow ox ox %
36.21 12w ow ow w w
37.61 48 % % % ox ox % %

Figura 4.10. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en el cerebro de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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8.5. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN LA
BRANQUIA

Lactato Branquia

Tabla 5.1. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en la branquia de la anguila
A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0167 0.0015 0.3176
Error 60 0.286 0.0048 (p=0.9792)
0.63 mg/L 11 2.653 0.2412 13.7619
Error 60 1.0515 0.0175 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 4.0354 0.3669 23.4806
Error 60 0.9374 0.0156 (p<0.0001)

Media Grupo 216 120 96 168 O 2 80 48 72 56 12 24

0.42 216

0.42 120 4

0.43 9%

0.48 168 4

0.51 0 4

0.68 2 4

0.70 80 x  x  x  x

0.82 48w x x %

0.83 2 % x % ok ox %

0.83 56 % % ox % % ok % %
0.92 120 % % % % %k x ox % %
0.93 24 % ok %k x %k k%

Figura 5.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en la branquia de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 120 O 168 48 216 96 2 80 72 56 12 24

0.40 120
0.46 0

0.48 168

0.60 48 4

0.63 216 4

0.67 9%  x  ow %

0.75 2w % %

0.80 80 & % x  x x

0.80 2 % ow ox ox %

0.83 6 % ox % ok ox %
0.92 12 % % % % %k % %
1.32 24w x % xx sk sk k% % %

Figura 5.2. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en la branquia de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Proteinas Totales Branquia

Tabla 5.2. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en la branquia de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 57.0977 5.1907 0.1183
Error 60 2631.6435 43.8607 (p=0.9997)
0.63 mg/L 11 8948.1516 813.4683 16.6012
Error 60 2940.0307 49.0005 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 9982.5506 907.5046 19.5593
Error 60 2783.8612 46.3977 (p<0.0001)

Media Grupo 120 216 168 80 96 56 2 48 72 24 12 0

36.07 120
36.74 216

41.57 168

51.72 80 & % %

52.76 9% % % s

54.42 56 % % %

55.42 2 o« % %

59.90 48 4 % %

60.66 72 % % %

64.15 24 4 % %

67.75 12 % % %

72.43 0 % % % % %

Figura 5.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en la branquia de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 96 216 120 168 80 2 48 72 56 12 24 0

37.34 96

37.76 216

41.08 120

41.45 168

41.92 80

47.25 2 s %

53.33 48 & % %
53.85 2 % w ox % %
55.96 56w«  x  ox % % %
63.60 12 % % ox % o %
65.88 24 % % ox x ox %
75.47 O % % % % % % * %

Figura 5.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en la branquia de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Actividad ALP Branquia

Tabla 5.3. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALP en la branquia de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALP G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0119 0.0011 0.3054
Error 60 0.2127 0.0035 (p=0.9821)
0.63 mg/L 11 0.4413 0.0401 9.7741
Error 60 0.2463 0.0041 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 0.6395 0.0581 14.9897
Error 60 0.2327 0.0039 (p<0.0001)

Media Grupo 216 168 120 96 72 80 48 2 24 12 56 0

0.19 216
0.20 168

0.29 120 4 4

0.33 9% g %

0.36 72 . %

0.38 80 & % %

0.38 48 & % %

0.40 2w % %

0.40 24 4 % %

0.40 12 4% % %

0.41 56 & % %

0.44 0 & % % %

Figura 5.5. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en la branquia de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 96 120 72 80 56 48 2 168 216 12 24 0

0.16 96

0.17 120

0.19 72

0.20 80

0.23 56

0.26 48

0.31 2 % % ok ox %
0.33 168 x % wx % x
0.37 216 s w % % % %
0.39 12 % % % % %k %
0.42 24 % x % ok x %
0.43 0 % % %  x % %

Figura 5.6. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALP en la branquia de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Actividad LDH Branquia

Tabla 5.4. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad LDH en la branquia de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

LDH G.L. S.C. C.M. F
Control 11 71.432 6.4938 0.9028
Error 60 431.6002 7.1933 (p=0.5432)
0.63 mg/L 11 339.7771 30.8888 2.0828
Error 60 889.8234 14.8304 (p<0.05)
3.16 mg/L 11 237.1455 21.5587 1.3566
Error 60 953.5138 15.8919 p=0.2173

Media Grupo 168 120 O 2 216 56 24 48 9% 12 80 72

12.79 168
13.42 120
16.00 0
16.08 2
16.28 216
16.94 56
17.25 24
17.45 48
18.42 96
18.70 12
19.24 80
20.68 72

Figura 5.7. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en la branquia de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 168 56 24 48 96 2 80 72 120 O 12 216

11.59 168
12.22 56
13.03 24
13.38 48
13.53 96
14.20 2
15.10 80
15.21 72
15.83 120
16.00 0
16.21 12
18.19 216 4 4

Figura 5.8. Resultado del Test de Duncan para la actividad LDH en la branquia de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Contenido Hidrico Branquia

Tabla 5.5. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido en agua en la branquia de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Cont. Hidrico G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0072 0.0007 0.8505
Error 60 0.0460 0.0008 (p=0.5917)
0.63 mg/L 11 0.2114 0.0192 4.5455
Error 60 0.2537 0.0042 (p<0.001)
3.16 mg/L 11 0.3432 0.0312 4.4820
Error 60 0.4177 0.0070 (p<0.0005)

Media Grupo 0 216 2 12 24 80 96 168 56 120 48 72

0.15 0

0.16 216

0.21 2

0.23 12

0.25 24

0.26 80 x  x
0.26 96 x  x
0.27 168 4
0.28 56 % % x
0.28 120 4 %«
0.28 48w % x
0.34 [ L T T

Figura 5.9. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en la branquia de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 216 168 96 80 120 12 56 24 72 2 48

0.16 0

0.18 216

0.29 168 5
0.29 9% s x
0.30 80 s
0.30 120 4
0.33 12 4
0.34 56 5 s
0.34 24 4
0.36 72 .
0.39 2 o u
0.39 48 4 4

Figura 5.10. Resultado del Test de Duncan para el contenido en agua en la branquia de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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8.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN EL
CORAZON

Glucosa Corazon

Tabla 6.1. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de glucosa en el corazén de la anguila
A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Glucosa G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.3565 0.0324 0.2588
Error 60 7.5134 0.1252 (p=0.9909)
0.63 mg/L 11 19.1689 1.7426 12.7744
Error 60 8.185 0.1364 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 14.1549 1.2868 10.8234
Error 60 7.1335 0.1189 (p<0.0001)

Media Grupo 24 56 48 2 12 72 120 168 96 216 80 0

0.90 24

1.20 56

1.27 48

1.55 2 4

1.62 12 4

2.00 72 % % w

2.10 120 % owx % x
2.18 168 s % x % %
2.24 9% % % % % %
2.30 216 4w % % %
2.31 80 % w  x %
2.64 O % % % x % ok %

Figura 6.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el corazén de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 24 48 12 96 80 120 2 56 168 216 72 0

1.11 24

1.18 48

1.33 12

1.43 96

1.65 80

1.66 120 4 &

1.80 2w % x

2.03 56 & ox x %

2.06 168 4« o« % x

2.12 216 % % % %
2.22 2 % % % ok ok %
2.64 0 % % % k% k% x k% %

Figura 6.1. Resultado del Test de Duncan para el contenido de glucosa en el corazon de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Lactato Corazon

Tabla 6.2. Analisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de lactato en el corazén de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Lactato G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.3258 0.0296 0.4058
Error 60 4.3797 0.073 (p=0.9481)
0.63 mg/L 11 17.5834 1.5985 10.9044
Error 60 8.7955 0.1466 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 22.4651 2.0423 13.4590
Error 60 9.1045 0.1517 (p<0.0001)

Media Grupo 2 0 24 120 168 96 216 80 12 72 48 56

1.67 2
1.68 0

1.90 24

1.92 120

1.93 168

1.99 96

2.05 216

2.06 80

2.45 12 & % % % %
2.69 2« % ox % %
3.12 48 & % % % %
3.14 56 % % % % %

Figura 6.3. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el corazén de la anguila
expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 168 80 120 2 12 9% 216 72 24 56 48

1.74 0
2.01 168

2.25 80

2.42 120 4

2.44 2

2.78 12 % x ox

3.00 9%  x  x ok %
3.08 216  x % % % %
3.25 2w ox ox v x
331 24 % % % ok ox %
3.36 56 % % ox % % %
3.54 48 % x % ok ox % %

Figura 6.4. Resultado del Test de Duncan para el contenido de lactato en el corazén de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Proteinas Totales Corazon

Tabla 6.3. Andlisis de la varianza (ANOVA) para el contenido de proteinas totales en el corazédn de la
anguila A. anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

Proteinas Totales G.L. S.C. C.M. F
Control 11 125.152 11.3775 0.0947
Error 60 7205.335 120.0889 (p=0.9999)
0.63 mg/L 11 37420.7876 3401.8898 3.4513
Error 60 59140.3632 985.6727 (p<0.005)
3.16 mg/L 11 10138.8252 921.7114 3.739
Error 60 14790.6073 246.5101 (p<0.0005)

Media Grupo 120 2 168 216 96 0 80 12 24 48 56 72
106.56 120

114.78 2

117.60 168

121.24 216

127.74 96

131.47 0

132.30 80

133.30 12

144.10 24

154.49 48

172.82 56

185.98 2 % x % ox ok ok ok %k %

Figura 6.5. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el corazén de la
anguila expuesta a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 2 12 24 80 48 72 120 56 216 O 168 96
70.64 2

78.42 12

87.40 24

98.46 80 &
101.35 48 4
101.81 72 % %
102.18 120 4
102.42 56 4 s
104.30 216 4 4
104.60 0 %
107.51 168 4 4
112.51 9% x  ox

Figura 6.6. Resultado del Test de Duncan para el contenido de proteinas totales en el corazén de la
anguila expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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Actividad ALT Corazon

Tabla 6.4. Analisis de la varianza (ANOVA) para la actividad ALT en el corazon de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

ALT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.3776 0.0343 0.3288
Error 60 6.2648 0.1044 (p=0.9762)
0.63 mg/L 11 61.5637 5.5967 18.6654
Error 60 17.9907 0.2998 (p<0.0001)
3.16 mg/L 11 87.6764 7.9706 45.327
Error 60 10.5508 0.1758 (p<0.0001)

Media Grupo 168 0 216 96 120 80 12 24 2 48 56 72

1.67 168

1.82 0

1.87 216

2.02 96

2.36 120

3.33 80w  x % % s
3.48 12 % % ox %
3.50 24 % w  ox % %
3.59 2 % % ox % %
3.82 8 . x s % u
4.08 56« w % % %
4.29 2 % x % ox % ok %

Figura 6.7. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en el corazén de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo O 120 96 168 2 12 216 24 80 72 48 56

1.55 0

1.59 120

1.78 96

2.12 168 4  x

2.55 2w w ox
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2.98 216 % % x
3.24 24 % x w x
3.33 80 w % %
4.57 2 % ok % k% % & k%
4.62 48w w x w %
4.67 56w % x x x

Figura 6.8. Resultado del Test de Duncan para la actividad ALT en el corazén de la anguila expuesta
a 3.16 mg/L de propanil.
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ANEXO ESTADISTICA

Actividad y-GT Corazon

Tabla 6.5. Andlisis de la varianza (ANOVA) para la actividad y-GT en el corazén de la anguila A.
anguilla a lo largo del tiempo para los diferentes experimentos.

y-GT G.L. S.C. C.M. F
Control 11 0.0027 0.0002 0.4487
Error 60 0.0329 0.0005 (p=0.9267)
0.63 mg/L 11 0.0408 0.0037 7.9053
Error 60 0.0282 0.0005 (p<0.0001)
3.16 mg/L il 0.1084 0.0099 13.7689
Error 60 0.0429 0.0007 (p<0.0001)

Media Grupo O 48 216 12 120 96 72 56 80 24 2 168

0.11 0

0.13 48

0.13 216

0.14 12 4
0.15 120 4
0.15 96 4
0.15 72 4
0.16 56 5 %
0.16 80 &
0.17 24 4 4
0.17 2w ok
0.21 e x % %k x % %k

Figura 6.9. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en el corazon de la anguila expuesta
a 0.63 mg/L de propanil.

Media Grupo 0 216 2 12 56 24 120 96 168 48 72 80

0.11 0

0.13 216

0.13 2

0.14 12

0.15 56 4

0.15 24 4

0.17 120 % x  x

0.20 % % % % % %

0.20 168 % % ox ox % ok %
0.21 48 % x % ok ox % %
0.21 2 % % % ok ox % %
0.23 80 % % % ok ox % %

Figura 6.10. Resultado del Test de Duncan para la actividad y-GT en el corazén de la anguila
expuesta a 3.16 mg/L de propanil.
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