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RESUMEN

En los ultimos afios los pescadores del distrito de Challhuahuacho,
Departamento de Apurimac, han manifestado observar una significativa
disminucion en la cantidad de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) en relacién
a afos anteriores. Los pobladores se encuentran preocupados por la posible
contaminacion que pueda generar los residuos de la actividad minera del proyecto
Las Bambas en el rio Challhuahuacho. EI objetivo del estudio fue analizar el agua
del rio Challhuahuacho, la concentracion de metales pesados en el musculo de las
truchas arcoiris y la relacion de estos con sus niveles de estrés. Para ello fueron
considerados 4 puntos de monitoreo, se tomaron muestras de agua para analizar
parametros fisicoquimicos como pH, temperatura, oxigeno disuelto,
conductividad, aceites y grasas, demanda bioquimica de oxigeno, fosforo total,
sulfuro, amoniaco, nitrato, cromo IV; metales pesados tales como Sb, As, Ba, Cd,
Cu, Hg, Ni, Pb, Se, Tl y Zn; y coliformes totales. Se tomaron muestras de musculo
de truchas arcoiris de los 4 puntos para determinar la concentracion de metales
pesados tales como As, Cd, Hg y Pb, y finalmente se tomaron muestras de sangre
de estos animales para determinar la concentracion de cortisol plasmatico. El
andlisis de agua, analizado en el laboratorio SGS de Lima, demostrd que los
parametros fisicoquimicos, las concentraciones de coliformes termotolerantes, y
las concentraciones de metales pesados en agua del rio Challhuahuacho no

presentan un riesgo para el equilibrio del ecosistema acuatico. En un total de 37



ejemplares capturados de trucha arcoiris, las concentraciones de metales pesados
en el masculo de las truchas se encontraron por debajo de los Contenidos Maximos
Permitidos, por lo que se considera que este indicador no presenta un riesgo para
la salud humana. La prueba de ELISA para cortisol plasmatico, analizada en el
laboratorio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, mostro bajos niveles de

estrés en las truchas arcoiris.

Palabras clave: Trucha arcoiris; Challhuahuacho; calidad de agua; metales

pesados; cortisol plasmatico.



ABSTRACT

In recent years, fishermen from the district of Challhuahuacho, Apurimac, have
seen a significant decrease in the number of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
in relation to previous years. The people is concerned about the possible
contamination that may be generated by the mining activity from "Las Bambas"
project in Challhuahuacho River. The objective of the study was to analyze the
water quality of the Challhuahuacho river, the concentration of heavy metals in the
muscle of the rainbow trout and the relationship of those with stress levels. For the
study, four monitoring geographical points were considered. Water samples were
taken to analyze physicochemical parameters such as pH, temperature dissolved
oxygen, conductivity , olis and fats, biochemical oxygen demand, total phosphorus,
sulfur, ammonia, nitrate chromium 1V; heavy metal such as Sh, As, Ba, Cd, Cu, Hg,
Ni, Pb, Se, Ti and Zn; and total coliforms. Samples of rainbow trout muscle were
taken for the four point in order to determine the concentration of heavy metals
such as As, Cd, Hg and Pb. Finally blood samples were taken from these animals
to determine the concentration of plasmatic cortisol. The water was analyzed in the
SGS Labs in Lima, the results showed that the physicochemical parameters, the
concentrations of thermotolerant coliforms, and the concentrations of heavy metals
in Challhuahuacho river water do not show a risk for the balance of the aquatic
ecosystem. Then, in 37 captured rainbow trout, concentrations of heavy metals in

those trout muscle were found below the Maximum Allowed Contents, reason why



it is considered that this indicator does not present a risk to human health. The
ELISA test for plasmatic cortisol, analyzed in the laboratory of the Universidad

Peruana Cayetano Heredia, showed low levels of stress in rainbow trout.

Keywords: Rainbow trout; Challhuahuacho; water quality; heavy metals; plasma

cortisol.
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1. INTRODUCCION

En la Region Apurimac, la actividad pesquera y acuicola se ha venido
desarrollando debido a que cuenta con gran potencial hidrico e hidrobiologico.
De acuerdo al inventario del Ministerio de la Produccion (PRODUCE), la regién
cuenta con 317 lagunas, 78 lagunillas, 119 rios y 443 riachuelos. La actividad
extractiva en la region estd basada en la pesca de trucha en los rios y suele
desarrollarse sin mayor conocimiento de extraccion, utilizando meétodos
inadecuados y obteniendo bajos volimenes de captura (Gobierno Regional de
Apurimac, 2010). Sin embargo, segun las cifras de la Direccion Regional de la
Produccion (DIREPRO), la produccién anual de trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) ha ido decreciendo en los ultimos afios (Gobierno Regional de Apurimac,
2010). En una evaluacién epidemioldgica del 2010, los pescadores manifestaron
observar una disminucion significativa en la cantidad de truchas capturadas de
los rios en relacion a afios anteriores (MINSA, 2010). Los pobladores se
encuentran preocupados por la contaminacién de sus recursos hidricos ya que a
estos llegan los residuos de la actividad minera en la zona, razén por la cual, se
han presentado numerosos conflictos sociales en los ultimos afios (La Republica,

7 de noviembre de 2015).

El proyecto minero Las Bambas es el mas grande del Peru y explota cobre,

molibdeno y oro. Se ubica en los distritos de Challhuahuacho y Progreso en



Apurimac, (Las Bambas, 2017). La region es de gran potencial minero (Herrera
et al, 2006). Sin embargo, se sabe que el exceso de minerales toxicos y la
produccién de &cidos provenientes de rocas mineralizadas y desechos mineros
tienen la capacidad de deteriorar la calidad de agua, especialmente de los rios. En
los peces, la exposicion crénica a estos contaminantes afecta su respuesta inmune
(Nakano et al., 2015), por lo cual, es posible que los reportes de una disminucién
en los volumenes de extraccion en la zona de influencia minera estén

relacionados a la calidad del ecosistema.

El presente estudio busca evaluar la calidad quimica y microbiolégica del
agua del rio Challhuahuacho en las zonas donde se realiza actividad pesquera. Se
realizd un andlisis fisicoquimico del agua midiendo parametros como potencial
de hidrogeno (pH), temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, aceites y
grasas, demanda bioquimica de oxigeno (DBO), fosforo total, sulfuro, amoniaco,
nitrato, cromo 1V; un analisis de metales pesados tales como antimonio (Sb),
arsénico (As), bario (Ba), cadmio (Cd), cobre (Cu), mercurio (Hg), niquel (Ni),
plomo (Pb), selenio (Se), talio (TI) y zinc (Zn); y un andlisis microbioldgico
donde se procedio al recuento de coliformes totales. Se comparan los resultados
obtenidos con los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental (ECAS) para
agua, aprobados en el Decreto Supremo N° 015-2015-MINAM. El estudio
también determina la concentracion de metales pesados en el mdsculo de las

truchas arcoiris, tales como arsénico (As), cadmio (Cd), mercurio (Hg) y plomo



(Pb) y los compara con los Contenidos Maximos Permitidos dispuestos por
SANIPES (SANIPES, 2016).para agua con el fin de precisar si es un recurso
inocuo y apto para el consumo humano. Asimismo, para evaluar la manera en
como afectan estas variables a los peces el estudio mide los valores de cortisol
sérico en las truchas y los utiliza como indicador de respuesta a los estresores de
su medio acutico. Los resultados obtenidos en este estudio contribuiran al
conocimiento y a la toma de acciones que mitiguen los posibles contaminantes

del rio.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la constante intranquilidad social de los pobladores del Distrito de
Challhuahuacho por la disminucion de sus recursos pesqueros, el presente trabajo
busca determinar si hay una posible contaminacion del rio por metales pesados y si
estos se estan bioacumulando en el musculo de las truchas. De ser asi, el producto
pesquero podria no ser inocuo ni apto para su consumo Yy deberan tomarse medidas
para identificar y remediar el origen de la contaminacién, y para detener
inmediatamente su pesca, comercializacién y consumo. Como aporte adicional, el
estudio realizard muestreos sanguineos en las truchas para determinar los niveles de
cortisol plasmatico, lo cual servird para evaluar si los peces estan teniendo una
respuesta frente a los posibles estresores de su medio acuatico, lo cual ayudara a
corroborar los resultados del analisis de metales pesados o abrira la puerta a
replantearse otros posibles estresores. De esta manera, se busca que los resultados
obtenidos puedan ser utilizados para realizar posibles relaciones de causa y efecto. Las
conclusiones de la investigacion seran presentadas ante la Municipalidad de

Challhuahuacho como un aporte cientifico a su programa de gestion ambiental.



I1l.  MARCO TEORICO

A nivel mundial, las perturbaciones debidas a los contaminantes acuaticos se han
convertido en un problema grave (Hofmann & Todgham, 2010). Patdgenos, metales
pesados y toxinas son los aspectos mas importantes a considerar (Madera, 2006). La
exposicion a contaminantes ambientales puede conducir a inmunosupresion y aumento
de la susceptibilidad a enfermedades en los salmonidos y otros peces (Arkoosh et al.,
1998). Contaminantes toxicos, cambios agudos de temperatura, calidad de agua,
pueden aumentar las posibilidades de que estos peces sucumban a enfermedades

infecciosas (Nakano, 2011; Pankhurst, 2011; Ellis et al., 2012; Nakano et al., 2015).

Los desarrollos industriales intensivos en las Ultimas décadas han aumentado la
concentracion de metales pesados en los ecosistemas acuéticos, afectando a los peces
y especies que viven en ellos (Kumar & Nandan, 2014). El proyecto minero Las
Bambas, tiene una influencia socio-ambiental sobre los distritos de Challhuahuacho,
Progreso y Huaquira. El proyecto minero posee un gran potencial polimetélico,
principalmente de cobre y oro, pero su explotacion puede generar también otros
minerales como silice, plomo, cobre, cadmio, mercurio, cianuro, arsénico, dioxido de
azufre y Oxidos de nitrégeno (Astete et al., 2014). Estos metales y compuestos tienen
conocidos efectos dafinos para la salud del hombre, tales como lesiones a la piel,
musculos y huesos, dafios en el sistema nervioso central, cardiovasuclar, respiratorio y

digestivo, trastornos del comportamiento, cancer, entre otros (CooperAccion, 2016).



Los contaminantes como metales pesados son especialmente preocupantes en los
ecosistemas acuaticos debido a su toxicidad y capacidad de bioacumulacion (Rose et
al., 1999). Estos deterioran la calidad de vida del agua, causan dafios tanto a la flora
como a la fauna y son considerados como la principal causa de contaminacion acuatica
(Abdel-Meguid et al., 2002). Segun los pobladores de Challhuahuacho, el movimiento
de tierras en el proceso de construccion en la zona de Chuspiri ha producido la
extincion de truchas en el rio, y con ello, la actividad pesquera como fuente de ingresos

(PRODUCE, 2010).

Por otro lado, el distrito de Challhuahuacho, también enfrenta otro problema de
contaminacion de sus recursos hidricos. Los pobladores del distrito también han
manifestado su preocupacion por la contaminacion que genera, en el rio del mismo
nombre, el vertimiento de las aguas servidas y residuos sélidos de su mismo distrito
(OEFA, 2014). La autoridad Nacional del Agua (ANA) ha confirmado la existencia de
13 vertimientos directos de aguas residuales municipales en el rio Challhuahuacho sin
autorizacion. Estos vertimientos pueden considerarse un factor de contaminacion grave
hacia los recursos acuaticos. En América latina, el 70% de las aguas residuales no son
tratadas. El agua es extraida, usada y devuelta completamente contaminada a los rios.
(Yee-Batista, 2013). De igual manera, en el Perd, el 70% de las aguas residuales en el
Pert no tienen tratamiento de aguas alguno (SUNASS, 2008). El alto riesgo que

representa para la poblacion se debe a la pobre calidad microbiologica del agua y



porque menos del 50% de los sistemas de potabilizacion en la region aplican la
desinfeccion (Madera, 2006). EI primer impacto de las descargas de aguas servidas
domésticas sin tratar en los cuerpos de aguas receptores es el deterioro de la calidad del
agua. Esto es debido al aumento de materia organica, demanda bioquimica de oxigeno
(DBO), solidos, nutrientes (fosforo, nitrégeno), y bacterias coliformes, lo que puede
conducir a la eutrofizacion del sistema de agua (Vollenweider, 1968). Por ello,
frecuentemente las normas sobre la calidad de las aguas residuales se expresan segun

el nimero maximo permisible de bacterias coliformes fecales o totales (Leon, 1995).

Como consecuencia de las condiciones ambientales estresantes mencionadas, los
peces poseen un amplio rango de respuestas conocidas como la respuesta al estrés
generalizado (Beitinger & McCauley, 1990; Wendelaar, 1997; Barton, 2011). Las
respuestas incluyen una serie de cambios bioquimicos y fisiologicos tanto a nivel
celular como a nivel de organismo. Si bien son un mecanismo de defensa, las respuestas
de estrés en los peces pueden afectar su salud general, resistencia a la enfermedad,

crecimiento y reproduccion (Nakano, 2011; Nakano et al., 2015).

La respuesta primaria al estrés conlleva la activacion de centros nerviosos,
particularmente localizados en el &rea predptica y el hipotalamo, tras la percepcion del
estrés a través de los sistemas sensoriales. Esto resulta en una répida activacion del
sistema nervioso simpatico, cuyas neuronas inervan el tejido cromafin a traves de

receptores colinergicos (Reid et al., 1996). Esta via neuroendocrina, denominada eje



hipotalamico-simpatico-cromafin (HPC) es responsable de la liberacion inmediata y
masiva de catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y, en menor medida, dopamina) a

la sangre en una situacion de estrés (Gesto et al., 2013).

Al mismo tiempo, aunque de forma mas lenta, se produce la activacion de otra via
mediada por el denominado eje hipotalamico-hipofisario-interrenal o HPI. A
diferencia de los mamiferos donde el conjunto de érganos implicados en la respuesta
ante situaciones de estrés se denomina eje HPA (eje hipotalamopituitaria-adrenal), en
los peces, el conjunto de 6rganos que responden ante el estrés es denominado HPI. Esto
es debido a que no poseen una glandula adrenal compacta, sino un conjunto difuso de
células interrenales embutidas en la porcion anterior del rifion (Barandica & Tort

Bardolet, 2010).

En el eje HPI actian neurotransmisores como la serotonina, la dopamina o la
noradrenalina, y también neurohormonas. De estas Ultimas destaca la hormona o factor
liberador de corticotropina (CRF), que actla sobre la hip6fisis anterior estimulando la
secrecién de la hormona adrenocorticotropa (ACTH), a la sangre (Gesto et al., 2013).
La ACTH actla sobre el tejido interrenal y asi promueve la liberacion de cortisol al
torrente sanguineo. Unos niveles elevados de catecolaminas y cortisol en la circulacion
son considerados como tipicos representantes de la respuesta primaria al estrés. Usados
para preparar al animal para una posible huida, enfrentamiento o cualquier reaccion

para evadir o reducir el efecto del agente estresor. (Gesto et al., 2013)



En salmodnidos no estresados, los niveles fisiologicamente relevantes de la hormona
del estrés, cortisol, varian entre 0 a 82 ng ml™, y ante la presencia de un factor de estrés
agudo el cortisol plasmatico suele elevarse tipicamente a niveles de 40 a 250 ng ml*
(Skinner et al., 2010). La liberacion de cortisol, a su vez, tiene efectos toxicos
indirectos sobre las branquias, como la alteracion del balance hidromineral debido al
aumento de la perfusion de las branquias y de la permeabilidad de las vias celulares y/o
paracelulares (Wendelaar, 1996). Otras respuestas celulares al estrés incluyen el
aumento de la produccion de proteinas de choque térmico o proteinas de estrés (HSP).
Entre éstos, las proteinas de chogue térmico de 70 KDa (HSP70) tienen un componente
fuertemente inducible influenciado por distintos factores estresantes ambientales, tales
como temperatura, metales pesados, contaminantes organicos, luz ultravioleta o

campos magnéticos (Lewis et al., 1999).

Una de las técnicas mas adecuadas para medir los niveles de cortisol, debido a su
elevada sensibilidad y especificidad, es el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
(ELISA) (Tintos et al., 2006). Esta técnica no requiere conocimientos técnicos
avanzados, instrumentacion costosa, ni necesita radioisotopos (Barry et al., 1993). Por
ello, distintos autores han utilizado con éxito el ensayo de ELISA para medir el cortisol
plasmatico en salmoénidos (Ackerman & Iwama, 2001; Farrell et al., 2001; Afonso et
al., 2003; Tintos et al., 2006; Santamaria & Casallas, 2007; Fast et al., 2008; Skinner

et al., 2010).



IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La pesca a pequefia escala es una actividad que contribuye a disminuir la
pobreza y a aumentar la seguridad alimentaria en el pais. Especies como la trucha
arcoiris han permitido el desarrollo de la pesca en varias regiones de la sierra del
pais. Algunas comunidades pesqueras suelen enfrentar una serie de problemas
graves, entre los que figura el agotamiento de los recursos por la contaminacion, la
degradacion ambiental, entre otros. En el distrito de Challhuahuacho, departamento
de Apurimac, los pobladores indican que las poblaciones de trucha arcoiris en la
zona han disminuido en los ultimos afios debido a la alteracion de sus habitats como
consecuencia de las actividades mineras adyacentes. La falta de informacién
cientifica respecto al comportamiento de la especie en este lugar y del tamafio de su
poblacion en afios anteriores, limita a las autoridades del sector a tomar acciones
frente a esta problematica. Por ello, el presente estudio busca determinar la calidad
de agua del rio Challhuahuacho y si sus parametros tienen un efecto sobre los niveles
de estrés en las truchas arcoiris. Los resultados aportaran informacién cientifica que

podra ser de apoyo en la toma de decisiones sobre el manejo ambiental del distrito.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general:
Determinar la calidad de agua del rio Challhuahuacho y su relacion con los niveles de

estrés en truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Objetivos especificos:

= Medir los pardmetros fisico-quimicos, inorganicos y microbiol6gicos en
muestras de agua del rio Challhuahuacho.

= Determinar la concentracién de metales pesados en el musculo de las truchas
arcoiris del rio Challhuahuacho.

= Medir los niveles de cortisol plasmatico en las truchas del rio Challhuahuacho.

11



VI. METODOLOGIA

6.1 Lugar de estudio

La muestra representativa fue obtenida del rio Challhuahuacho, en la provincia
de Cotabambas, departamento de Abancay, durante la temporada de lluvias en
2017. Se consideraron 4 puntos de monitoreo (PM) para la toma de muestras de
aguay de truchas arcoiris (Figura 1). EI PM 1 (14.118405° S, 72.249042° W) fue
en el rio Challhuahuacho frente al centro del distrito del mismo nombre, el PM 2
(14.113876° S, 72.246433° W) fue en un afluente del rio con aguas provenientes
de la minera Las Bambas, el PM 3 (14.110448° S, 72.241263° W) fue en el rio
Challhuahuacho aguas abajo, y el PM 4 (14.117055° S, 72.244210° W) fue en

aguas del manante Chalhuapuquio que nutren al rio Challhuahuacho.

12



Figura 1. Mapa de puntos de monitoreo en Challhuahuacho, Apurimac, Peru.

e

-t
s b K tw

PM 1 (14.118405° S, 72.249042° W)
PM 2 (14.113876° S, 72.246433° W)
PM 3 (14.110448° S, 72.241263° W)
PM 4 (14.117055° S, 72.244210° W
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6.2 Poblacion y muestra

La poblacion objetivo fue la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) del rio
Challhuahucho. Se realiz6 una colecta activa por unidad de esfuerzo,
considerando 10 lances de la atarraya por punto de muestreo. Fueron
programados 4 dias consecutivos por la mafiana (07:00) para cubrir los 4 puntos
de muestreo. La investigacion se limitd a la obtencion de truchas que presenten
un minimo de 15 cm de longitud y 200 g de peso (el volumen sanguineo total es

el 5% del peso vivo).

6.3 Muestreo de agua

Las muestras de agua fueron tomadas en los puntos de muestreo 1, 2 y 3. Para el
analisis del PM 4 se utilizaron los resultados obtenidos de los informes técnicos
del Gobierno Regional de Apurimac de mayo de 2016 (Gobierno Regional de
Apurimac, 2016). El muestreo de campo se realiz6 siguiendo los procedimientos
establecidos por el Protocolo Nacional de Monitoreo de la Calidad de los
Recursos Hidricos Superficiales de la Autoridad Nacional del Agua (ANA) con
Resolucion Jefatural N°010-2016-ANA. Se tomaron las medidas de proteccion
recomendadas, utilizando botas de jebe y guantes descartables antes del inicio de
la toma de muestras. Las muestras fueron tomadas en un punto de facil acceso,

donde la corriente era homogénea, evitando aguas estancadas. Los siguientes

14



parametros fueron medidos directamente del rio utilizando un equipo
multiparamétrico con sondas calibradas (Hach, HQ40d, USA): potencial de
hidrogeno (pH), temperatura, oxigeno disuelto y conductividad. Para las
muestras que serian enviadas al laboratorio, el muestreo se realiz6 con recipientes
estériles, retirando la tapa y contratapa sin tocar la superficie interna del frasco,
cogiendo la botella por debajo del cuello, y finalmente, sumergiéndola en

direccion opuesta al flujo de agua.

Para el analisis fisicoquimico se tomaron muestras para evaluar los siguientes
parametros: aceites y grasas, DBO, fésforo total, nitratos y sulfuros. En el caso
de aceites y grasas, la muestra fue tomada de la superficie del rio. Para el analisis
inorganico se colectdé muestras de agua para la medicién de los siguientes
parametros: amoniaco, cromo IV y metales pesados. Para el analisis
microbioldgico se realiz6 una toma de muestra directa a una profundidad de 20
cm para la deteccién de coliformes termotolerantes (44.5°C). En este caso, se
dejo un espacio del 10% del volumen del recipiente para asegurar un adecuado

suministro de oxigeno para las bacterias.

Para las muestras que requirieron preservacion, se considerd dejar un espacio de
alrededor de 1% aproximadamente de la capacidad del envase. Estas muestras
fueron preservadas inmediatamente después de la colecta segun la metodologia

requerida por el laboratorio (Anexo 1). Una vez preservada cada muestra, se
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homogeniz6 y se cerr0 herméticamente el recipiente. Los envases de
mantuvieron en cadena de frio y fueron derivados al laboratorio SGS, en Lima,
para su procesamiento. Los métodos de analisis para cada parametro se detallan

también en el anexo 1.

6.4 Muestreo en trucha arcoiris

6.4.1 VValidacion del kit de ELISA

Previo al muestreo del presente estudio, se tomaron truchas arcoiris para la
validacion del kit de ELISA (Neogen Corporation). Para ello, se muestred 5
truchas arcoiris de la piscigranja Ingenio, en Huancayo, Departamento de
Junin. Se tomo una muestra sanguinea basal a un animal y se prosiguio a
inyectar a los demdas peces con Synacthen (andlogo de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH)) en la vena caudal para estimular la liberacion
de cortisol. Se tomaron muestras a los 15, 30, 45 y 60 min de la estimulacion
a los peces restantes. Se extrajo el de plasma de las muestras y se las mantuvo
en cadena de frio hasta su traslado a la Universidad Peruana Cayetano

Heredia. Los peces utilizados fueron puestos a disposicion de la piscigranja.

6.4.2 Muestreo de sangre

La captura de los peces para los muestreos se realizé con una atarraya (malla
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de pesca). Los peces capturados se colocaron en recipientes de 20 - 25 L y
fueron anestesiados por inmersion en metasulfanato de tricaina (MS-222,
INVE, Redmond, WA, EUA) disuelto en el agua (100 mg/L). Se tomaron
datos biométricos de peso y talla. Se realizo la extraccion de sangre por
puncion con una jeringa de 3 mL y una aguja de 21G 0 23G en la zona ventral
del tercio caudal del pedunculo, extrayéndose desde la vena caudal no menos
de 1 mL de sangre (Figura 2). Las muestras obtenidas fueron depositadas
lentamente en tubos con anticoagulante (sin jeringa). Para la obtencién del
plasma se centrifugaron por 10 min a 3000 rpm. Luego por medio de una
micropipeta se extrajo el plasma, el cual fue depositado en tubos Eppendorf
de 1.5 mL y fueron mantenidos en cadena de frio hasta su traslado a los

laboratorios de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Figura 2. Toma de muestras de sangre en trucha arcoiris.
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6.4.3 Muestreo de musculo

Para el muestreo de masculo se utilizo a los peces anestesiados y se les dio
muerte por decapitacion. Cada individuo fue lavado con agua corriente y se
lo colocd en una bandeja limpia. Para la preparacion de la muestra se
eviscero al pescado evitando que se contaminara el musculo con las visceras.
Se extrajo el mdsculo lateral axial y se tomd una muestra de 50 g por
ejemplar. Se utiliz6 una cuchilla nueva para cada punto de monitoreo para
evitar contaminacion cruzada. En cada PM se realizé un pool con todas las
muestras obtenidas, estas fueron depositadas en 4 bolsas Ziploc herméticas,
y mantenidas en cadena de frio hasta su llegada al laboratorio. Las muestras
fueron procesadas en el laboratorio SGS, en Lima, mediante el método de
ensayo ENVIDIV-SGS-ME37: 2015 Rev.01 — Determinacion de Metales en
muestras Organicas por Espectrometria de Masas con flama de acoplamiento

inductivo (ICP-MS) (U.S EPA, 2014).

6.5 Ensayo de ELISA

En el laboratorio, los niveles de cortisol sérico fueron determinados utilizando
un kit comercial de ELISA de union competitiva especifica para cortisol (Neogen
Corporation, Lexington, KY, USA) a partir de muestras duplicadas. Para la

elaboracion del siguiente protocolo se tomd como referencia los procedimientos
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descritos por Santamaria y Casallas (2007) y las instrucciones del fabricante

considerando los recursos disponibles.

Para la extraccion del cortisol, se pipeted 100 uL de plasma en un tubo de vidrio
y se agregd 1 mL de dietil éter. Se agito el tubo por 30 s con un vortex y se
congelo por una hora para separar las fases. Se transfirid la fase organica en un
tubo de vidrio y se dejo evaporar el solvente en la estufa. Se agregé 100 pL de
buffer de extraccién diluido. Se diluyo el extracto 100 veces afadiendo 10 pL del

extracto anterior a 990 pL de buffer de extraccion diluido.

Para la realizacion del test de ELISA, se homogenizé el extracto con un vortex y
se colocd 50 pL por pocillo. Los estdndares fueron preparados segun las
indicaciones del fabricante. Se diluyé el conjugado de la enzima cortisol,
agregando 110 uL del conjugado enzimético en 5.5 mL de volumen total de
Buffer EIA, se mezcld y se afiadid 50 pL del conjugado enzimatico diluido a cada
pocillo. Se mezcl6 agitando suavemente la placa. Se cubrid la placa con papel
aluminio y se incub6 a temperatura ambiente durante una hora. Después de la
incubacidn, se vacié el contenido de la placa en papel absorbente y se procedid a
lavar cada pocillo con 300 pL de Buffer de lavado diluido repitiendo 3 veces. Se
afiadié 150 pL de sustrato a cada pocillo, se mezclé agitando suavemente la
placa, y se dejd incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Debido a que este kit funciona sobre la base de la competencia entre el conjugado
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de enzima y el cortisol en la muestra para un nimero limitado de sitios de union
en la placa recubierta de anticuerpo, durante la incubacion se da la competencia
por los sitios de union. De manera que al lavar la placa y eliminar el material no
unido, el conjugado enzimatico unido se detecta al adicionar el sustrato que

genera color.

Luego de la incubacion, se leyo la placa en un lector de microplacas a 620 nm.
Los resultados de la prueba cuantitativa se obtuvieron midiendo y comparando
la lectura de la absorbancia de los pocillos de las muestras con los estandares. El
grado de desarrollo del color es inversamente proporcional a la cantidad de

cortisol en la muestra o estandar.

6.6 Andlisis de datos

Las medidas biométricas, como la longitud y el peso, se presentaron como

promedio + desviacion estandar por punto de monitoreo.

Se desarrollé la curva estandar de cortisol sanguineo para comparar la

concentracion en las muestras.
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VIl. RESULTADOS
7.1 Analisis de gua

7.1.1 Parametros fisicoquimicos

Los valores se observan en la Tabla 1. Se encontré que las concentraciones
de aceites y grasas, demanda bioquimica de oxigeno, sulfuro y cromo IV
estuvieron por debajo de los limites de deteccion (LD). Las concentraciones
de pH, temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, fésforo total, amoniaco
y nitrato se encontraron por debajo de los valores limites de los ECAs-Agua,

a excepcion de la concentracion de nitratos en el punto de monitoreo 2.

Tabla 1. Resultados del analisis de los parametros fisicoquimicos en el agua.

Parametros Unidad ECAs! Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4

méer%‘;:r']g?pl_l) U”'Szd d 6590 8.51 8.29 8.44 7.46
Temperatura °C A3 131 121 12.6 12.7
82:%?“%2;2:‘5“0 mg/L >5 7.12 6.92 6.83 6.2
Conductividad us/cm 1000 90.7 342 114.5 155.1
Aceites y grasas mg/L 5,0 <0.2 <0.2 <0.2 <0.05
Demanda
Bioquimica de mg/L 10 <1.0 <1.0 <1.0 <2.00
Oxigeno (DBO)
Fésforo Total mg/L 0.05 0.03 0.027 0.042 0.027
Sulfuro mg/L 0.002 <0.0008 <0.0008 <0.0008 <0.002
Amoniaco mg/L 1.9 0.02 0.024 0.044 0.047
Nitrato mg/L 13 0.305 15.467 0.987 0.678
Cromo VI mg/L 0.011 <0.002 <0.002 <0.002

1 ECAs: Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para agua; Categoria 4 (Conservacion del
ambiente acuético); Subcategoria E2 (Rios). (MINAM, 2017)
A 3 Variacion de 3 grados Celsius respecto al promedio mensual multianual del &rea evaluada

21



7.1.2 Coliformes termotolerantes

Las concentraciones de coliformes termotolerantes se encuentran por debajo

de los valores limites del ECA-Agua (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del analisis de coliformes termotolerantes en el agua

Parametro Unidad ECAs! Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4
Coliformes
Termotolerantes NMrI:/|100 2000 17 45 13 31
(44,5°C)

1 ECAs: Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para agua; Categoria 4 (Conservacion del
ambiente acuético); Subcategoria E2 (Rios). (MINAM, 2017).

7.1.3 Metales pesados

Se encontrd que las concentraciones de antimonio, arsénico, cadmio,
mercurio, niquel, plomo (punto 4), selenio (Puntos 1y 3), talio y zinc (Puntos
2 y 3) estan por debajo del LD (Limite de deteccion). Las concentraciones
de bario, cobre y zinc (Puntos 1y 4) se encuentran por debajo de los valores
limites del ECAs-Agua. Se encontr6 gue la concentracion de selenio excede

los ECAs- Agua en los puntos de monitoreo 2 y 4 (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados del analisis de metales pesados en el agua

Metales Unidad ECAst Punto 1 Punto 2 Punto 3 Punto 4
Antimonio (Sh) mg/L 1.6 <0.00004 <0.00004 <0.00004 <0.002
Arsénico (As) mg/L 0.15 <0.00003  <0.00003  <0.00003 <0.001
Bario (Ba) mg/L 0.7 0.0206 0.0223 0.0291 0.034
Cadmio (Cd) mg/L 0.00025 <0.00001 <0.00001  <0.00001 <0.0004
Cobre (Cu) mg/L 0.1 0.00883 0.00483 0.00322 0.0014
Mercurio (Hg) mg/L 0.0001 <0.00003  <0.00003  <0.00003 <0.001
Niquel (Ni) mg/L 0.052 <0.0002 <0.0002 <0.0002 <0.0006
Plomo (Pb) mg/L 0.0025 <0.0002 <0.0002 <0.0002 0.0009
Selenio (Se) mg/L 0.005 <0.0004 0.0059 <0.0004 0.04
Talio (TI) mg/L 0.0008 <0.00002  <0.00002  <0.00002 <0.003
Zinc (Zn) mg/L 0.12 0.0014 <0.0008 <0.0008 0.007

1 ECAs: Estandares Nacionales de Calidad Ambiental para agua; Categoria 4 (Conservacion del
ambiente acutico); Subcategoria E2 (Rios). (MINAM, 2017).

7.2 Andlisis de trucha arcoiris

7.2.1 Medidas biométricas

El nimero de capturas por zona y las medidas biométricas de los peces se

muestran en la Tabla 4. En total se obtuvieron 37 ejemplares de trucha arcoiris

con un promedio de talla de 20.5 cmy peso de 138.7 g. En el punto de monitoreo

1 se obtuvo una mayor colecta, seguido por el punto 4, 3 y 2. Las medidas

biométricas mostraron que el mayor promedio en peso y talla estuvieron en el

punto 4, seguidas por el punto 1, 3y 2.
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Tabla 4. Numero de peces colectados y promedios de talla y peso por zona.

N° Peces colectados Promedio de talla (cm) Promedio de peso (Q)

Zonal 17 22.1+5.9 184.9+187.1
0.27 1.01

Zona 2 5 18.5+3.2 96.6 +£39.7
0.17 0.41

Zona 3 7 159+ 0.7 59+95
0.05 0.16

Zona 4 8 253%+29 2141 +68.8
0.11 0.3

Los valores son expresados como promedio + desviacion estandar. El coeficiente de
variacién es mostrado en paréntesis.

7.2.2 Metales pesados en muasculo

Los resultados del analisis de metales pesados en el musculo de los peces se
muestran en la Tabla 5. Las concentraciones de los parametros fueron
contrastados con los Contenidos Maximos Permitidos dispuestos en el Manual
“Indicadores Sanitarios y de Inocuidad para los Productos Pesqueros y
Acuicolas para Mercado Nacional y de Exportacion” del SANIPES (SANIPES,
2016). El analisis mostrd que los valores obtenidos no sobrepasaron los
Contenidos Maximos Permitidos en ninguno de los puntos de monitoreo y se

encontraron por debajo del LD.
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Tabla 5. Resultados del analisis de bioacumulacidn de metales pesados en musculo de trucha arcoiris
(mg/kQ).

CMP?

Metal Unién Puntol Punto2 Punto3 Punto4

Pesado 3 _Union ' 5 '
Peru Europea Aduanera China Japén  Chile

Cadmio 0.05 0.05 0.2 0.1 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02
Mercurio 0.5 0.5 0.6 0.4 0.5 <0.02 <0.02 <0.02 <0.02
Plomo 0.3 0.3 1 0.5 2 <0.04 <0.04 <0.04 <0.04

LICMP: Contenidos Maximos Permitidos de metales pesados en productos pesqueros y acuicolas de consumo humano
directo. (SANIPES, 2016).

7.2.3 Cortisol plasmatico

En la validacion del kit de ELISA en truchas arcoiris, se obtuvo una
concentracion basal de cortisol plasmético de 230, después de la provocacion
con ACTH se obtuvieron concentraciones de 644 a los 15 min, 2627 a los 30
min, 3878 a los 45 min y 1293 a los 60 min (Figura 3). La concentracién

pico fue encontrada a los 45 min de estimulacion.

5000
4000
3000

2000

Cortisol libre

1000

0
Basal 15 min 30 min 45 min 60 min

Tiempo
Figura 3. Concentraciones de cortisol plasmaticos después de la aplicacion
de ACTH (ng mI3).
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En el desarrollo del estudio, la curva estandar (y = -11.784x + 121.1) mostro

un alto coeficiente de correlacion: r2 = 0.9578 (Figura 4).

Curva estandar

120
100
80
60
40
20

....... y=-11.784x+ 121.1
R?=0.9578

% Unidon Maxima

0 0.04 0.1 0.2 0.4 1 2 10
Concentracion (ng/mil)

Figura 4. Curva estandar para la determinacion de cortisol utilizando la
concentracion estandar (ng/ml) y el porcentaje de union maxima de
absorbancia. Donde el % de unién méaxima representa la division de los
promedios de cada valor de absorbancia estandar entre el valor de

absorbancia S°, multiplicado por 100.

Los niveles de cortisol plasmético en los 37 ejemplares (mediana [Rango];
ng mlY) mostraron una concentracion de 159 [0.1-788.5]. Las
concentraciones mas altas se encontraron en el punto de monitoreo 3 (35.9
[0.1-788.5]), seguidos por el punto de monitoreo 2 (23.4 [0.2-319.3]), el
punto de monitoreo 4 (16.4 [0.6-154.8]), y finalmente el punto de monitoreo

1 (7.7 [0.6-67.9]).
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VIII. DISCUSION

A nivel nacional, la Autoridad Nacional del Agua (ANA) es la autoridad competente
para desarrollar acciones en la gestion del agua. Sin embargo, no se ha encontrado
registros disponibles de evaluaciones previas de la calidad de agua del rio

Challhuahuacho.

El andlisis fisicoquimico del agua mostr6 concentraciones de pH, temperatura, oxigeno
disuelto, conductividad, aceites y grasas, demanda bioquimica de oxigeno, fosforo
total, nitrato (Puntos 1, 3y 4), sulfuros, amoniaco y cromo IV por debajo de los valores
limites de los ECAs-Agua. La concentracion de nitrato se mostrd por encima del ECA
en el punto de monitoreo 2 (15.5 mg/L) (Tabla 2), la cual podria estar relacionada a la
presencia de chancherias informales que colindan con el caudal a pocos metros del
lugar de la toma de muestra. La agricultura y ganaderia puede elevar los niveles de
nitratos en el medio por la descomposicion de sustancias nitrogenadas como la urea y
proteinas (Sierra, 2011). Los nitratos y nitritos participan en el ciclo del nitrégeno
(Camargo y Alonso, 2006). En los peces, la toxicidad del nitrato de debe
fundamentalmente a que una vez reabsorbido vuelve a la hemoglobina, hemocianina
incapaz de transportar y liberar oxigeno (metahemoglobina, metahemocianina),
pudiendo producir cianosis (Cheng y Chen, 2002). Se debe tener en cuenta que debido
a la competencia con la absorcion de cloruro, el nitrato es generalmente més toxico

para los peces de agua dulce, que para los de agua de mar, siendo los salmonidos una
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de las especies mas sensibles (Jensen, 2003). Incluso, estudios en laboratorio han
demostrado que una concentracién de nitrato de 10 mg/L puede afectar negativamente
a animales acuaticos sensibles durante exposiciones a largo plazo, (Camargo et al.,
2005), siendo el valor de 2 mg/L considerado seguro para especies acuaticas

(Rodriguez & Anzola, 2001).

Los resultados del andlisis microbioldgico en el agua mostraron concentraciones por
debajo del ECA en los cuatro puntos de monitoreo (Tabla 3). A pesar de la presencia
de vertimientos directos no autorizados de aguas residuales municipales, los resultados
indican una calidad microbioldgica adecuada. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que
el estudio fue realizado en temporada de lluvias donde el caudal aumenta, por lo que
las concentraciones de coliformes termotolerantes podrian aumentar en temporadas de

bajo caudal.

En el andlisis de metales pesados en agua se encontré que las concentraciones de
antimonio, arsénico, bario, cadmio, mercurio, niquel, plomo, selenio (Puntos 1y 3),
talio y zinc se encuentran por debajo de los valores limites del ECAs-Agua (Tabla 4).
Se encontr6 que las concentraciones de selenio en los puntos de monitoreo 2 y 4
exceden el ECA, siendo 0.0059 mg/L y 0.04 mg/L respectivamente (Tabla 4). El
selenio presenta una paradoja interesante en el campo de la toxicologia acuatica porque
es a la vez un nutriente y un veneno. Se trata un oligoelemento de origen natural que

puede liberarse en los materiales de desecho de ciertas operaciones de fabricacion
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minera, agricola, petroquimica e industrial. Una vez en el ambiente acuatico, puede
alcanzar rapidamente niveles que son toxicos para los peces y su vida til debido a la
bioacumulacion en las cadenas alimentarias y la exposicion dietética resultante (Lemly,
2002). La mineria tiene una larga historia de problemas medioambientales asociados
principalmente a la eliminacion de los residuos de la roca y al agua utilizada para
procesar el mineral. Los minerales suelen tener cierta cantidad de selenio, y el
tratamiento fisico / quimico de este mineral para extraer el metal deseado a menudo
libera selenio y otros constituyentes en el agua de proceso o los desechos sélidos que
quedan. Estos desechos a menudo contaminan los habitats acuaticos locales (Lemly,
2004). En el Estudio de Impacto Ambiental del proyecto Las Bambas (2011) y sus
modificaciones posteriores, la empresa habria identificado, como impactos ambientales
del agua superficial, la alteracion de la calidad del agua superficial por incremento de
metales. Sin embargo, en este estudio los valores que se muestran por encima del ECA
fueron encontrados tanto en el punto de monitoreo 2 como en el 4, donde el agua de
este Gltimo pertenece a una fuente de manantial que no se encuentra afectada por
factores antropogénicos. Por lo cual, las concentraciones encontradas podrian ser

caracteristicas propias del agua de la zona.

En todo el mundo, las comunidades de peces son reconocidas como una buena
herramienta de ayuda para la toma de decisiones en materia ambiental (Boulton 1999),
ya que pueden indicar la calidad del medio acuatico (McDowall y Taylor 2000) y

diversos niveles de alteracion (Wichert y Rapport 1998). Son consideradas también,
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como un vector de comunicacion util para sensibilizar al pablico y a las autoridades
sobre la necesidad de preservar la calidad de rios y lagos (Cowx y Collares Pereira,
2002). Sin embargo, a pesar de que se ha sefialado que no son buenos indicadores
ambientales por su movilidad (Chandler, 1970), los peces siguen siendo utilizados con
frecuencia como bioindicadores debido a que se les puede encontrar en cualquier
cuerpo de agua, son faciles de identificar en el campo, generalmente alcanzan tallas
grandes, presentan vistosos patrones de coloracidn en el cuerpo, no requieren de un
equipo sofisticado para su manipulacion, y se puede realizar un seguimiento de las
poblaciones a través del tiempo (de la Lanza Espino et al., 2011). Ademas, ya que son
objeto de interés por parte de la comunidad local, ésta puede aportar informacion sobre
posibles cambios en las poblaciones de peces (de la Lanza Espino & Hernandez, 2003).
En Challhuahuacho, la comunidad local ha sido de gran ayuda. A pesar de que no se
cuenta con datos cientifico sobre la poblacién de trucha arcoiris en esta zona ni con
estudios de indices de captura de afios previos, son los pobladores quienes han sefialado
la disminucién de la poblacion de truchas y la han asociado con el movimiento de
tierras que se da desde la construccion de la minera Las Bambas (Vergara, 2014). En
octubre de 2016, durante la quinta reunion del Grupo de Trabajo de la “Mesa de didlogo
para el desarrollo de la Provincia de Cotabambas”, un representante de las comunidades
campesinas de Challhuahuacho, también manifest6 su preocupacién sobre la muerte de
peces en las orillas del rio. Durante el desarrollo del trabajo de campo de este estudio
no se observo la presencia de peces muertos en las areas de monitoreo, pero el método

de captura por unidad de esfuerzo permitié identificar las zonas con mayor y menor
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poblacién de truchas. En total, se logrd la captura de 37 ejemplares en un total de 40
lances de atarraya (Tabla 6). EI punto de monitoreo donde se obtuvo una mayor colecta
fue el punto 1, el cual corresponde a la parte alta del rio Challhuahuacho y posee un
caudal mas abundante que los otros puntos. De igual manera, el punto de monitoreo
donde se encontro el mayor promedio en peso y talla fue el punto 4, el cual corresponde
al manante Chalhuapuquio. Esto puede deberse a que en este lugar las truchas se

encuentran confinadas y tienen el espacio suficiente para completar su desarrollo.

Durante el desarrollo del estudio se pudo constatar que en el rio Challhuahuacho se
realiza la pesca artesanal de trucha y que, sin embargo, son vendidas en el mercado
local como “truchas de Cusco” debido al temor de la poblacion de consumir un
producto posiblemente contaminado con metales pesados. Los resultados de la Tabla 6
muestran la concentracion de metales pesados en el musculo de las truchas en contraste
con los Contenidos Maximos Permitidos dispuestos en el Manual “Indicadores
Sanitarios y de Inocuidad para los Productos Pesqueros y Acuicolas para Mercado
Nacional y de Exportacion” del SANIPES. El andlisis confirma que los valores
obtenidos no sobrepasaron los Contenidos Mé&ximos Permitidos en ninguno de los
puntos de monitoreo, lo cual concuerda con las bajas concentraciones de metales
pesados encontradas en el agua, por lo tanto, puede afirmarse que este indicador no
representa un riesgo para la salud humana. En algunos estudios se argumenta que medir
la concentracion de metales en el higado es mas relevante respecto a la concentracion

de exposicion a metales, siendo el principal 6rgano para detectar procesos de
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bioacumulacion producidos por la rapida descontaminacion del tejido muscular
(Maceda-Veiga et al., 2012). Pero, si bien es cierto que el higado permite obtener
informacidn del estado de contaminacion a corto plazo (Luoma & Rainbow, 2011), en
el musculo se reflejan los niveles de contaminantes persistentes en el entorno, por ser
el érgano que responde mas lentamente a los cambios ambientales de estas sustancias
(Jaramillo, 2009). La importancia de analizar el musculo estriado también ha sido
reflejado en el estudio de Huancaré (2014), donde si bien los niveles de metales pesados
medidos en agua no superaron el limite maximo permisible, en el mdsculo de las
truchas arcoiris se hallaron alteraciones histolégicas importantes, como edema
intramuscular y degeneracion hialina y granular. Finalmente, el musculo estriado del
pez ademas se ser importante para su movimiento, representa la porcién comestible
para el hombre, por lo que su evaluacion deberia ser considerada necesaria en estudios,

como el presente, donde se evalUan peces que forman parte de la dieta.

Para complementar el estudio se realiz6 una prueba de ELISA competitiva para cortisol
plasmaético en las truchas con el fin de evaluar la respuesta de los peces a los estresores
encontrados. Previamente se logrd validar el kit de ELISA de Neogen en las truchas
arcoiris del andes peruanos por lo que este método podria usarse como una herramienta
factible para medir los eventos estresantes en esta especie. Aungue los niveles mas altos
de cortisol encontrados en salmonidos estresados han sido de 600-700 ng/mL
(Kiessling et al., 2009), tipicamente, los niveles de cortisol alcanzados como resultado

de factores de estrés cronico son similares a los logrados como resultado de un factor
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de estrés agudo (es decir, 40-250 ng/mL) (Fast et al., 2008). Los niveles de cortisol
permanecen elevados en plasma durante aproximadamente 6 h, después de lo cual los

niveles de reposo se alcanzan una vez mas (Fast et al., 2008).

Con respecto al estrés agudo, el uso de cortisol como un marcador ha demostrado ser
ventajoso debido a diferentes razones: la liberacidn no es tan rapida como para prevenir
su uso como marcador de estrés, como en el caso de las catecolaminas, lo que facilita
su obtencion mediante mediciones previas al estrés (Ellis et al., 2012); la respuesta del
cortisol al estrés es intensa, proporcionando diferencias claras y faciles de detectar entre
animales estresados y no estresados (Mommsen et al., 1999), y su intensidad se
correlaciona con la intensidad del factor estresante para una especie determinada
(Gesto et al., 2015); la dindmica de la respuesta al estrés es relativamente rapida y los
niveles observados se relacionan bien con los eventos recientes experimentados por el
animal (Ellis et al., 2012; Gesto et al., 2013); y, finalmente, su analisis con técnicas
inmunoldgicas, como el ELISA, es relativamente econdmico, facil y rapido (Ellis et
al., 2012). En el presente estudio, los niveles de cortisol plasmatico (mediana [rango];
ng/mL) més altos en truchas arcoiris se encontraron en el punto de monitoreo 3 (35.9
[0.1-788.5]), seguidos por el punto de monitoreo 2 (23.4 [0.2-319.3]), el punto de
monitoreo 4 (16.4 [0.6-154.8]), y, finalmente, el punto de monitoreo 1 (7.7 [0.6-67.9]).
Los 4 puntos de monitoreo mostraron niveles por debajo de los encontrados en estudios
previos donde los peces se encontraban frente a factores de estrés. Debido a que no se

encontraron metales pesados en el masculo de las truchas y en los resultados del
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analisis de agua no se detectaron parametros que puedan considerarse como factores
de estrés, los niveles plasmaticos de cortisol de este estudio fueron los esperados.

Las concentraciones de cortisol plasmatico encontradas se presentaron en un rango
bastante amplio en los 4 puntos de monitoreo. Se sabe que su aumento se asocia con
frecuencia a factores estresantes de corto plazo (Bayunova et al., 2002). Los
salménidos son una de las especies que responden casi de inmediato al manejo y al
estrés por hacinamiento (Carey & McCormick, 1998, Schreck et al., 2001), por lo que
los valores mas altos observados podrian estar asociados con estas condiciones,
especialmente, con el estrés de la captura, manejo y a las diferencias en el tiempo entre
la captura y el muestreo de los individuos obtenidos en una misma red de pesca. Si bien
son los mas utilizados, los indicadores neuroendocrinos (cortisol y adrenalina) y
hematoldgicos y metabolicos (niveles de glucosa, lactato, iones del plasma,
transaminasas) (Pratap & Wendelaar Bonga, 1990; Rotlant, et al., 2000; Scott et al.,
2003; Witeska, 2005), pueden ser influenciados por los procedimientos de manejo
humano (Coronato, 1999). Por ello, otras alternativas, como el analisis de los cambios
de las proteinas de choque térmico (HSP) en los tejidos, han sido probadas (lwama et
al., 1998). Estas proteinas intervienen en la respuesta de estrés celular, ayudando a la
célula a conservar o degradar las proteinas desnaturalizadas para que, una vez que el
estrés haya cedido, puedan volver al plegamiento inicial, recuperar su conformacion
tridimensional y, por lo tanto, su funcion. Las HSP aumentan en cualquier situacion
estresante para un organismo, por lo que son muy prometedoras como biomarcadores

de estrés generalizado en poblaciones expuestas a contaminantes ambientales,
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patégenos o mala calidad del agua (Coronato, 1999). Asimismo, otros bioindicadores
también pueden ser muy utiles para la determinacion de los efectos de agentes
contaminantes quimicos (p. ej., metales y plaguicidas), como los acidos grasos, que son
muy sensibles a los factores estresantes, o las metalotioneinas (Bayir et al., 2013;
Filimonova, et al., 2016). Estas ultimas son proteinas que se inducen con una funcion
protectora en los tejidos hepaticos, renal y branquial cuando los peces son expuestos a
metales pesados a altas concentraciones, previniendo sus efectos (Foran et al., 2004).
Finalmente, los bioindicadores de estrés son una herramienta util para demostrar la

presencia de factores causantes de estrés y, con ello, su posible prevencion.
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IX. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los parametros fisicoquimicos, las concentraciones de coliformes
termotolerantes, y las concentraciones de metales pesados en agua del rio
Challhuahuacho fueron comparados con los Estandares de Calidad
Ambiental para agua y se demostrd que estos factores no presentan un riesgo
para el equilibrio del ecosistema acuatico.

Las concentraciones de metales pesados en el musculo de las truchas se
encontraron por debajo de los Contenidos Méaximos Permitidos, por lo que
se considera que este indicador no presenta un riesgo para la salud humana.
La prueba de Ensayo por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) para
cortisol plasmatico mostro bajos niveles de estrés en las truchas arcoiris que

comprueban la ausencia de estresores en su medio acuatico.

La investigacion presentada puede servir de base para futuros estudios y puede

ser considerada como punto de partida para llevar a cabo un andlisis de riesgo

(AR) aplicado a la zona de influencia minera directa.

Se recomienda realizar un analisis microbiologico y de metales pesados

periédico con una frecuencia de monitoreo de acuerdo a la estacionalidad,

siendo conveniente realizar el muestreo tanto en época de avenida como de

estiaje y con la posibilidad de ampliar la frecuencia de acuerdo a los impactos

que se generen en los recursos hidricos y la poblacion.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Tipos de envases y métodos de preservacion y de analisis de agua.

Parametro Tipo de envase Método de preservacion Método de analisis

Fisicoguimicos

ASTM D3921 - 96 (Reapproved 2011).
Frasco Vidrio &mbar  Adicion de H2SO4 hasta pH<2 Standard Test Method for Oil and Grease
Aceites y grasas
500 ml boca ancha (2.5 ml H2S04 1:1). and Petroleum Hydrocarbons in Water -
Validado (2014)

SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part

Demanda Frasco llenado completamente, sin
Frasco PVC 1 L boca 5210 B. 2012; 22nd Ed. Biochemical
Bioquimica de dejar burbujas de aire.
ancha (Transparente) Oxigen Demand (BOD): 5-Day BOD
Oxigeno (DBO) Almacenaje de: >0°C a <=4°C
Test

SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part

Frasco PVC 250 ml  Adicion de H2SO4 hasta pH<2 4500-PB Item 5, E: 2012;22nd Ed. -

Fosforo Total boca ancha (2 ml H2S04 1:1). Phosphorus. Sample Preparation 5.
(Transparente) Almacenaje de >0°C a <=4°C Persulfate Digestion Method. Ascorbic
Acid Method

EPA 300.0. Rev. 2.1. 1993.
Frasco PVC 100 ml
Nitrato Almacenaje de >0°C a <=4°C Determination Of Inorganic Anions By
boca ancha
lon Chromatography.

Adicién de 20 gotas de acetato de

Frasco PVVC 500 ml SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part
zinc 2N y 20 gotas de NAOH 6N
Sulfuro boca ancha 4500 S2 - D:2012; 22nd. - Sulfide.
hasta pH>9. Almacenaje de: >0°C
(Transparente) Methylene Method
a<=4°C
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Frasco PVC 250 ml

Amoniaco boca ancha
(Transparente)
Frasco PVC 500 mi

Cromo VI boca ancha
(Transparente)

Metales pesados

Adicion de H2S04, pH<2,
almacenaje de: >0°C a<=4°C

(2 ml de h2so4, 1:1)

Adicién de 4 ml de solucién
buffer NHSO4 méas 5 ml de
NOAH 1N. Almacenaje de >0°C

a<=4°C

SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part
4500-NH3 D: 2012; 22nd Ed.- Nitrogen
(Ammonia). Ammonia-Selective

Electrode Method

SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part
3500-Cr-B, 22nd. (Validado) 2012

Chromium. Colorimetric Method

Frasco PVC 250 ml
boca ancha

(Transparente)

Microbioldgico

Adicion de HNO3 hasta pH<2

(15 gotas de HNO3 1:1).

EPA 200.8: 1994 Rev 5.4 Determination
of Trace Elements in Waters and Wastes
by Inductively Coupled Plasma - Mass

Spectrometry

Coliformes

Frasco vidrio250 ml
Termotolerantes

microbiol6gico
(44.5°C)

Refrigeracion <8°C. No se
elimina la cubierta de la botella.
El frasco se llena 3/4 partes
dejando espacio para la aireacién

y homogenizacion.

SMEWW-APHA-AWWA-WEF Part
9221 E.1, 22nd Ed. 2012 Multiple-Tube
Fermentation Technique for Members of
the Coliform Group. Fecal Coliform
Procedure. Thermotolerant Coliform Test

(EC Medium)
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