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RESUMEN

La expansién de la frontera agricola en los ultimos afios ha afectado de manera
desmedida a las poblaciones silvestres animales en Argentina. Particularmente la
distribucién natural de la iguana overa (Salvator merianae) ha quedado inmersa en
areas expuestas a diferentes formulaciones de plaguicidas. El sistema inmune (SI) es
un excelente indicador de la salud de los organismos, por lo que este trabajo de Tesis
doctoral tuvo como objetivo evaluar el efecto de los agroquimicos mas utilizados en el
pais (cipermetrina, glifosato y clorpirifos) y de sus combinaciones, sobre el Sl de S.
merianae. Los parametros inmunoldgicos evaluados para tal fin fueron: recuento total y
diferencial de glébulos blancos, indices de lobularidad y de heteréfilos/linfocitos,
cuantificacién de anticuerpos naturales y determinacién de la actividad del sistema de
complemento. Complementariamente, se evaluaron otros parametros como los niveles
de corticosterona en sangre y el crecimiento corporal de los individuos. Los ensayos
consistieron en exposiciones topicas de huevos para evaluar los efectos de los
plaguicidas sobre el desarrollo embrionario, asi como la exposicién de juveniles en
condiciones semicontroladas.

Los resultados mostraron que las formulaciones de plaguicidas testeadas aplicadas en
similares, e incluso menores concentraciones que las utilizadas en la agricultura
actual, inducen alteraciones en el Sl de embriones y juveniles de S. merianae
expuestos. Las diferentes respuestas inmunoldgicas, endécrinas y/o de crecimiento de
los organismos a las exposiciones a plaguicidas dependieron de las caracteristicas del
compuesto aplicado en forma individual o de la combinacién de plaguicidas aplicada,
donde se observaron diferentes tipos de interacciones entre los compuestos. Por
ultimo, en animales expuestos durante el desarrollo embrionario, los efectos téxicos de
los plaguicidas evaluados también dependieron de las diferentes concentraciones de
plaguicidas testeadas y de la etapa embrionaria en la que se encontraban los
individuos al momento de la aplicacion tépica.

En base a los resultados de este trabajo de Tesis, se sugiere continuar con la
evaluacién de los efectos de estos plaguicidas, con especial interés en sus diferentes
marcas comerciales asi como en las distintas combinaciones de los mismos utilizadas
en la agricultura moderna, empleando biomarcadores que permitan identificar las
condiciones reales de exposicién en las que se encuentra esta especie en su ambiente

natural.



ABSTRACT

The expansion of the agricultural frontier in recent years has excessively affected wild
animal populations in Argentina. Particularly, the natural distribution of the Tegu Lizard
(Salvator merianae) has been immersed in areas exposed to different pesticide
formulations. The immune system (Sl) is an excellent indicator of the health of
organisms, so in this Doctoral Thesis, we begin to evaluate the possible effect of the
most widely used agrochemicals in the country (cypermethrin, glyphosate, and
chlorpyrifos) and their mixtures, on the S| of S. merianae. The immunological
parameters evaluated for this purpose were: total and differential white blood cell
count, lobularity index, heterophils / lymphocytes index, natural antibodies titres, and
complement system activity. Besides, other indicators about the health of animals were
evaluated, such as corticosterone levels and body growth of individuals analyzed. The
tests consisted of: egg’s topical exposures to evaluate the embryonic development
effects, as well as experiments under semi-controlled conditions in juvenile individuals.
The results of this thesis showed that the formulations tested at similar or lower
concentrations to those recommended for crops application, induce IS alterations of
embryos and juveniles S. merianae exposed. Effects on corticosterone levels and body
growth of exposed animals were demonstrated in juvenile animals. Different immune,
endocrine, and / or body growth organism’s responses to pesticide exposures,
changed according to the compound applied, the glyphosate trademark tested, and the
exposure method: individual or combined, recognizing different interactions among
components in the mixtures. Finally, in animals exposed during embryonic
development, toxic effects also changed according to different tested pesticide
concentrations and embryonic stage at the time of topical application.

Based on these findings on the results, it is suggested to continue with the evaluation
of pesticides effects, also considering commercial brands as well as the different
combinations of them used in modern agriculture, through the use of biomarkers to

identify the real exposure conditions of this species in its natural environment.
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CAPITULO 1

Introduccién general




1.1 Plaguicidas
1.1.1  Problematica ambiental

En Argentina, y en la provincia de Santa Fe, se desarrolla una importante actividad
agricola y la cantidad de hectareas cultivadas en los ultimos afios se ha incrementado
debido a la implementacion de un sistema en el que prevalecen intereses productivos
por sobre la preservacion ambiental. Esta expansiéon de la frontera agricola produce
una constante fragmentacién del habitat debido a la deforestacién y la degradacién de
parches ecolégicos, con severas consecuencias para la biodiversidad (Poletta y col.,
2011a). En la actualidad, la produccién agraria desarrolla una serie de procesos que
han sido modificados significativamente; por lo cual, las maneras de producir, elaborar,
distribuir, comercializar, almacenar y procesar los alimentos, son muy diferentes
respecto de algunas décadas atras. Cada vez mas, la agricultura se hace dependiente
de otras actividades econdmicas como, por ejemplo, de las actividades industriales
que le proporcionan insumos —plaguicidas y fertilizantes— y el posterior procesamiento
de la produccién (Souza Casadinho, 2019). El uso de plaguicidas se ha incrementado
en las ultimas décadas en la misma medida en que la agricultura se transformé
gradualmente en un sistema de alta tecnologia, para satisfacer las crecientes
demandas de la poblacion (Heinemann y col., 2013). En la ultima temporada, el cultivo
de soja en el pais aumentd a mas de 20 millones de hectareas representando cerca de
la mitad de la cosecha total y del area cultivada (Fig. 1.1 A y B) liberandose al medio

ambiente 200 millones de litros de plaguicidas (Bolsa de Cereales de Buenos Aires,

2019).
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Fig. 1.1: A) Proporcion de la superficie sembrada de cada especie de cereal en relacion al
area total sembrada en Argentina durante la campafa de 2017/2018. B) Superficie total
sembrada de soja en Argentina, medida enhectareas (h.a.) durante la misma campafia.
Extraido de Ministerio de Agricultura (2019).




Esta expansion agricola provocé cambios en el uso de la tierra en varias regiones del
pais, lo cual implicé una importante pérdida de habitat para la flora y fauna nativas.

Por otro lado, aun se desconocen los potenciales dafios que los millones de litros de
plaguicidas liberados al ambiente natural pueden haber producido sobre los
organismos no blanco. Ademas, estos productos son generalmente utilizados en
soluciones preparadas junto a otras sustancias donde muchas veces los coadyuvantes
son mas nocivos que los principios activos declarados. Estos formulados
generalmente, no son aplicados individualmente sino combinados, constituyendo
mezclas quimicas complejas y variables, aumentando muchas veces su toxicidad y
dificultando los estudios pertinentes para implementar su debido control. En este
sentido, se ha sugerido que las combinaciones de plaguicidas deben considerarse
como un grupo importante de nuevos factores estresantes para el ambiente (Lydy y
col., 2004).

Particularmente, Santa Fe es una de las provincias productoras agricola-ganaderas
mas importantes del pais (Di Fiori y col., 2012). Ademas, al igual que en el resto del
pais, si bien los mayores cultivos en esta provincia son de soja, también existen
grandes areas con cultivos de maiz, trigo, girasol y sorgo (Ministerio de Agricultura,
2019). En las ultimas décadas, el desarrollo de la agricultura fue ocupando superficies
cada vez mas extensas destinadas a monocultivos. Cuando estos sitios comenzaron a
no ser suficientes por las demandas comerciales, la superficie disponible de suelos
fértiles se fue volviendo escasa en la provincia, promoviendo la intensificacién
(aumento del rendimiento productivo) de la superficie en uso. Este aprovechamiento
intensivo fue y es posible a través de paquetes tecnoldgicos que incluyen el consumo
de grandes cantidades de agroquimicos, lo que ha traido como consecuencia la
aparicibn de malezas resistentes, especialmente al glifosato. Esto conlleva a la
realizacién de un numero mayor de aplicaciones de agroquimicos con aumento de las
dosis empleadas (Vila-Aiub y col., 2008), la rotacién de herbicidas, el incremento de
poblaciones de insectos perjudiciales, y el descenso en numero de los benéficos

(Souza Casandinho y col., 2008).

1.1.2 Definicién y clasificacién de plaguicidas

Definicion:

El articulo 2° del Cédigo internacional de conducta para la distribucién y utilizacién de
plaguicidas (FAO, 1990) los define como: cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier plaga, incluyendo los vectores de

enfermedades humanas o de los animales, las especies no deseadas de plantas o
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animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la
produccién, elaboracién, almacenamiento, transporte o comercializaciéon de alimentos,
productos agricolas o de madera, asi como de alimentos para animales, que pueden
ser administrados para combatir insectos, aracnidos u otras plagas. El término incluye
las sustancias destinadas a utilizarse como reguladoras del crecimiento de las plantas,
defoliantes, desecantes, agentes para reducir la densidad de fruta o agentes para
evitar la caida prematura de la fruta, y las sustancias aplicadas a los cultivos antes o
después de la cosecha para proteger el producto contra el deterioro durante el
almacenamiento y transporte (del Puerto Rodriguez y col., 2014).

Los plaguicidas se comercializan generalmente en formulaciones liquidas o sdélidas
(que incluyen el principio activo + coadyuvantes + solventes) dependiendo de la
solubilidad en agua del ingrediente activo que contengan y de su forma de aplicacién.
Los envases de estos productos poseen etiquetas que contienen tres nombres: el
nombre quimico, el comun y el comercial. Ademas, en la etiqueta también se indica la
cantidad de ingrediente activo en porcentaje y en gramos por litro o kilogramo del
producto comercial. Segun Villaamil Lepori y col. (2013) ya la cantidad de principios
activos existentes hasta esa fecha, demostraban la existencia de aproximadamente
1500 que, en distintas mezclas y concentraciones, integraban mas de 50.000
productos registrados en el mundo como plaguicidas. Sin embargo, no se brinda
informacion acerca de los coadyuvantes y solventes que conforman las formulaciones,
los cuales, muchas veces resultan mas riesgosos que el propio principio activo para la
salud humana y del ecosistema.

Un aspecto relacionado con la problematica ambiental que representa el uso de
plaguicidas es su persistencia en el suelo, que puede afectar a los propios cultivos; o
bien, ser arrastrados por las corrientes de agua, donde la cantidad y la distancia del
desplazamiento de los plaguicidas dependen de sus caracteristicas quimicas, de la
intensidad, duracién y frecuencia de riego, y de la precipitacion pluvial, entre otros
factores (Chiaia-Hernandez y col., 2017). En este sentido, es importante sefalar que
muchas sustancias resultantes de la descomposicién de un plaguicida pueden ser
también toxicas y tener una persistencia significativa en el ambiente.

Los resultados de investigaciones realizadas recientemente no dejan dudas sobre el
riesgo de contaminacién ambiental que representan algunos plaguicidas, ya sea por
deriva durante su aplicacion o por los flujos de lixiviacion, lo que genera riesgos para la
biota acuatica y los seres humanos. Esto fue especialmente descrito en nuestro pais
para los plaguicidas clorpirifos, cipermetrina y glifosato (Davico y col., 2020; Agost y
Velazquez, 2020; Odetti y col., 2020). Estos formulados requieren de un seguimiento

estricto tanto por su categoria toxicolégica como por su alto impacto en el medio
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ambiente, por lo que su uso debe estar correctamente monitoreado en base a un

diagnéstico preciso de impacto ambiental.

Clasificacién:

Desde un punto de vista ambiental, la clasificaciéon de los plaguicidas de acuerdo a su
grado de toxicidad resulta particularmente importante. Segun esta codificacién, los
plaguicidas pueden agruparse en las siguientes clases segun la ultima actualizacion
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2009; tabla 1.1):

Tabla 1.1: clasificacion de plaguicidas en relacion a su grado de toxicidad segun la OMS
(2009)
LD50 para ratas (mg / kg de peso corporal)
Clase
Via Oral Via Dérmica
Solidos Liquidos Sélidos Liquidos
Extremadamente
la : S5omenos 20omenos 100 menos 400 menos
peligroso
Altamente
Ib ] 5-50 20 - 200 10-100 40 - 400
peligroso
Moderadamente
Il A 50 - 500 200 - 2000 100-1000 400 - 4000
peligroso
Mas de
Ligeramente Mas de Mas de
[ Mas de 500 4000
peligroso 2000 1000

Esta clasificacion se basa principalmente en la toxicidad por via oral y via dérmica, de
los compuestos, en ratas y ratones. Usualmente la dosis se registra como el valor de
la Dosis Letal Media (DL50), que es la requerida para matar al 50 % de la poblacién de
animales de prueba y se expresa en términos de mg/kg del peso del animal. También
es frecuente el uso de la Concentracion Letal Media (CL50) para el mismo fin (del
Puerto Rodriguez y col., 2014).

Otra de las codificaciones encontradas con frecuencia en la literatura internacional
esta basada en la composicién de los diferentes ingredientes activos usados como
plaguicidas (herbicidas, insecticidas, entre otros), que resulta en una clasificacion
segun su familia quimica. Asi, por ejemplo, los que estan dentro de una familia
quimica tienen propiedades quimicas similares y generalmente tienen el mismo modo

de accioén. Este ultimo, es definido como la secuencia de eventos que ocurren desde la
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absorcion del plaguicida hasta su efecto en el organismo blanco, constituyendo otra
forma de clasificacion dentro de los plaguicidas. Segun esta clasificacion, los
herbicidas podrian actuar. rompiendo membranas celulares, inhibiendo el crecimiento
de las plantulas, la fotosintesis o la sintesis de aminoacidos, lipidos o pigmentos, entre
otros. En el caso de insecticidas, el modo de accién se relaciona con su funcién como
agentes neuroactivos a través de la inhibicién de la acetilcolinesterasa por ejemplo,
como inhibidores metabdlicos mediante el bloqueo de la actividad de la oxidasa de
funcién mixta o de fosforilaciones oxidativas desacopladoras, entre otros.

No obstante, la forma mas comun de clasificar a los plaguicidas es segun la plaga a la
que atacan (Espinosa Machuca y col., 2018). De esta manera, y como ya se ha podido
notar en los parrafos anteriores, la codificacién que refiere a su funcién especifica para
un organismo blanco determinado, divide a los plaguicidas en herbicidas, insecticidas,
fungicidas, entre otros. Debajo se describen los grupos de plaguicidas analizados en
esta tesis segun esta clasificacion (herbicidas e insecticidas) asi como los compuestos
empleados incluidos en cada uno de ellos (glifosato y clorpirifos/cipermetrina

respectivamente).

1.1.2.1 Herbicidas

La “maleza”, entendida como vegetacion no deseada en un cultivo, puede ser
controlada de diferentes formas. El control quimico de la maleza se realiza por medio
de la aplicacién de herbicidas, que son productos que inhiben o interrumpen el
crecimiento y desarrollo de una planta, y es una de las principales herramientas que se
utilizan en la agricultura moderna.

Los herbicidas, ademas de por su grado de toxicidad (clase toxicolégica), familia
quimica y modo de accién, pueden ser clasificados de acuerdo a la época de

aplicacion, selectividad, y tipo de accion.

Epoca de aplicacion.

-Presiembra: se dividen entre los que impactaran sobre la superficie foliar o el suelo.
Son aplicados antes de la siembra.

-Preemergentes: se aplican después de la siembra, pero antes de que emerjan la
maleza y el cultivo. Este tipo de herbicidas elimina a las malas hierbas durante la
germinacién o recién emergidas, lo que evita la competencia temprana con el cultivo.
-Post-emergentes: se aplican después de la emergencia del cultivo y la maleza. En la
mayoria de los casos, su aplicaciéon debe realizarse sobre la maleza en sus primeros

estados de desarrollo cuando ésta es mas susceptible y su competencia con el cultivo
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es minima. Su actividad depende de factores como su grupo quimico, su selectividad,

especies de maleza presentes, y condiciones climaticas.

Selectividad.

-Selectivos: son aquellos que en ciertas dosis, formas y épocas de aplicacion eliminan
a algunas plantas sin dafar significativamente a otras.

-No selectivos: son los que ejercen su toxicidad sobre toda clase de vegetacion y
deben utilizarse en terrenos sin cultivo o bien evitar el contacto con las plantas

cultivadas.

Tipo de accién:

-De contacto: eliminan sélo las partes de la planta con las que entran en contacto por
lo que requieren de un buen cubrimiento de la maleza para controlarla y tienen un
transporte limitado dentro de la planta (control de maleza anual).

-Sistémicos: herbicidas que se aplican al suelo o al follaje y son absorbidos vy
transportados a toda la planta incluyendo sus raices y otros 6rganos subterraneos

(control de maleza perenne).

1.1.2.1.1 Glifosato

Entre los organofosforados, el glifosato (GLI) es el mas utilizado en la agricultura a
nivel mundial, razén por la cual fue el herbicida seleccionado para su analisis en esta
tesis.

En el 2015 la OMS, asi como la Agencia Internacional de Investigacién de Cancer
(IARC, del inglés: International Agency for Research on Cancer), clasificaron al
glifosato como probable carcinégeno, pero en el 2017 la Agencia Europea de
sustancias y mezclas quimicas decidieron prolongar 5 afios mas la licencia de su uso
(Andert y col., 2019). Actualmente este producto alun se encuentra dentro de la
clasificacién Ill, como ligeramente toxico (Ver tabla 1.1; apartado 1.1.2).

Es un herbicida de amplio espectro, de aplicaciéon post-emergente y no selectivo, que
no contiene accién residual ya que es absorbido rapidamente por el suelo. Es un
derivado del aminoacido glicina, con acido fosférico unido al radical amino (Fig. 1.2),

comunmente usado en forma de sal isopropilamina.
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Fig. 1.2: Estructura molecular del
Glifosato

Es utilizado ampliamente para control de malezas perennes con reproduccion
vegetativa, transportandose a toda la planta por ser altamente sistémico. El
mecanismo de accién del GLI (N-fosfonometil glicina; CAS (Chemical Abstracts
Service): 1071-83-6) es la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintetasa EPSP por su sigla en inglés) que cataliza la formacién de un precursor de la
biosintesis de aminoacidos aromaticos en vegetales (Nissen y col., 2004). Las plantas
tratadas con este herbicida presentan clorosis, que se transforma en necrosis general
en unas dos semanas posteriores a la aplicacion.

Hace ya varios afos, se han desarrollado cultivos transgénicos que contienen una
enzima alternativa de esta EPSP, que resultan resistentes al glifosato (Peterson y col.,
2001). Esta resistencia inducida al glifosato se debe a la insercion de genes de
resistencia en el genoma de la planta, los cuales provienen de una cepa bacteriana del
suelo, que codifican para la enzima CP4-EPSPS. Esta posee una secuencia de
aminoacidos ligeramente diferente a la EPSPS natural de las plantas, que evita que el
glifosato pueda unirse al complejo EPSPS-S3P formado durante la ruta metabdlica del
shikimato, aunque permite que la enzima catalice normalmente las reacciones de

sintesis de aminoacidos aromaticos (Hernandez-Rios y col., 2018).

1.1.2.2 Insecticidas

Como su nombre lo indica, los insecticidas son plaguicidas de origen quimico,
sintéticos o naturales, destinados a destruir, controlar o neutralizar la accién de
insectos considerados perjudiciales para los cultivos, salud humana o animal. El mayor
volumen de insecticidas utilizados en Argentina se aplica en cultivos de soja. Luego,

en barbechos quimicos, en maiz, trigo, girasol, arroz y pasturas, en orden decreciente.



Finalmente, el 15% restante se aplica en hortalizas, frutales de pepita, papa, poroto y
tabaco.

Es conocido el uso innecesario de insecticidas que se realiza ante la minima presencia
o incluso ausencia de la plaga en los barbechos quimicos (Espinosa Machuca 2018).
Esto no sélo atenta contra la fauna benéfica, sino que puede generar el resurgimiento
de plagas o inducir la aparicién de razas resistentes (Aragdon y Flores, 2006; Leiva,
2013) lo que provoca que al cabo de algunos afios el producto sea ineficiente, aun a
dosis mas elevadas o aplicaciones mas frecuentes (Claus y Spanoghe, 2020).

En analogia con las clasificaciones de los herbicidas, existen insecticidas especificos
que son utilizados segun la época en que se requiera su aplicacién. El momento de
aplicacion de los insecticidas depende de la plaga que se quiera controlar y de las
preferencias alimenticias de estos insectos. De esta manera, aquellos insecticidas
utilizados para controlar insectos que se alimentan de semillas, de raices y/o tallos son
aplicados antes de la foliacién, mientras que aquellos usados para los que se
alimentan de hojas (orugas por ejemplo) se aplican comunmente post-foliacién. Otros
insecticidas, por otra parte, son utilizados para controlar las plagas dominantes que
causan perjuicio durante la produccién, elaboracién, almacenamiento, transporte o
comercializacion de alimentos o materiales, y son aplicados después de la cosecha.
En relacién con la selectividad, podemos encontrar insecticidas no selectivos que
pueden actuar sobre diferentes insectos que son comuinmente llamados de “amplio
espectro”, asi como insecticidas selectivos, que son especificos para determinados
tipos de plagas y se usan, por ejemplo, en cultivos donde se necesitan preservar los
polinizadores.

Finalmente, si consideramos la clasificacién relacionada al tipo de accién en esta clase
de plaguicidas, consistiria en la evaluacién de las diferentes vias de ingreso del
insecticida en el insecto. Estas pueden ser:

-Contacto o dérmica: el insecticida entra en contacto directamente con el insecto. Esto
puede darse de dos maneras: las gotas del producto aplicado caen sobre el insecto,
cuando esta suficientemente expuesto, o bien el insecto toma contacto con el producto
en su desplazamiento sobre las hojas mojadas. (Ej. cipermetrina, lambdacialotrina).
-Ingestidén: una vez que el insecticida tomo contacto con la planta y se incorporé en los
tejidos de la misma, el insecto muere al ingerir o consumir estas hojas (Ej.
metoxifenocide, clorantraniliprole, flubendiamide, imidaclopid).

-Inhalacién o respiratoria: los productos con alta presién de vapor pueden penetrar por

las vias respiratorias del insecto (Ej. clorpirifos).

1.1.2.21 Cipermetrina



La cipermetrina ((R, S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil(1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil) 2,2-
Dimetilciclopropano - carboxilato) es un plaguicida sintético de la familia de los
piretroides, por tener como base estructural el piretro extraido de flores de crisantemo.
Presenta ocho isémeros, tiene un peso molecular de 416,31 g y su férmula molecular
es C22H19CI2NO3 (Fig. 1.3).

Cl Cl

(@]

Fig.1.3: Estructura molecular de
Cipermetrina

La cipermetrina es uno de los insecticidas mas usados para controlar una gama amplia
de insectos como lepidopteros, coledpteros y hemipteros. Es un compuesto
neurotdxico que actua bloqueando el axén nervioso. En esencia, los piretroides
modulan los canales de sodio, provocando repetitivas descargas nerviosas,
ocasionando paralisis y muerte (Ware 2000).

Segun la OMS y la USEPA (Agencia de Proteccion Ambiental, del inglés: United
States Environmental Protection Agency) este insecticida esta clasificado como
“moderadamente peligroso” (clase Il; ver tabla 1.1); sin embargo, estudios recientes
muestran que los efectos de la cipermetrina, y de los piretroides en general, en la
salud pueden ser mas severos de lo que indican las evaluaciones toxicolégicas previas
(Abdou y Sayed 2019). Se han reportado aumentos en las dosis y las aplicaciones en
frecuencias innecesarias, asi como la utilizacién incorrecta de las formulaciones, lo
que convierte a estas sustancias en un riesgo potencial para la salud humana
(Cardona y col.,, 2011). Una via de ingreso para el hombre, peligrosa y poco
considerada, podria ser a través de la cadena alimenticia, por consumo de animales
de pastura, los cuales ingieren diariamente mas del 10% de pasturas en relacién con

su propio peso (Loaiza y col., 2005).
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A nivel ambiental, el uso desmedido de este piretroide genérico en aplicaciones junto a
la segunda aplicacion de herbicidas, con nula o baja presencia poblacional de orugas
(su principal organismo blanco), ha provocado no solo mayores niveles de infestacion
por parte de las orugas (Flores, 2011) sino una disminucién de sus enemigos naturales
(Massaro y col., 2005). Esta problematica se agrava aun mas si consideramos que la
cipermetrina es el principal insecticida aplicado actualmente en cultivos
(principalmente de soja) en Argentina, y ya en 2011 se habian cuantificado 150 g de
ingrediente activo por hectarea, representando ya en ese momento, alrededor de 2300
toneladas anuales liberadas, de este insecticida, al ambiente (Mugni y col., 2011).

Tiene amplitud de usos en tratamientos durante y después de la cosecha. También es
utilizada en el almacenamiento de comida y de manera extensiva para plagas
domésticas. La cipermetrina tiene persistencia moderada en suelos y se degrada mas
rapidamente en aquellos suelos con bajo contenido de materia organica. Al contar con
una muy baja solubilidad y baja presion de vapor, es adsorbida y asociada mas
facilmente al material particulado de ambientes acuosos. Asi, ha sido detectada en
cantidades muy superiores a las “tolerables” o permitidas en diferentes cuerpos de
agua en Argentina (Jergentz y col. 2004a, 2004b, 2005; Marino y Ronco, 2005).
También ha sido identificada como el plaguicida prevalente en zonas urbanas
(Bonansea y col., 2013), lo cual es esperable debido a su uso indiscriminado para

plagas domésticas, como se mencionaba anteriormente.

1.1.2.2.2 Clorpirifos

El clorpirifos (O, O-dietil O-(3, 5, 6-tricloro-2-piridil) fosforotioato / CAS 2921-88-2)
pertenece a la clase de plaguicidas del tipo de los organofosforados (OP), de amplio
uso en la agricultura como insecticida y acaricida. Su clasificacion toxicolégica es de
moderadamente téxico (clase Il; vertabla 1.1) y su férmula molecular es
C9H11CI3NO3PS (Fig.1.4).
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Fig. 1.4: Estructura molecular de Clorpirifos
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Las vias de ingreso de este insecticida son: por contacto, ingestién y/o inhalacién y su
principal 6rgano objetivo es el sistema nervioso central y periférico. La capacidad del
metabolito clorpirifos-oxon para inhibir la actividad enzimatica de la acetilcolinesterasa
(AChE), da como resultado una disminucién del neurotransmisor por degradacion (en
acetilcolina) y, en consecuencia, una sobreestimulacién del sistema nervioso (Eaton y
col., 2008; Krieger, 2010).

El comportamiento ambiental del clorpirifos esta relacionado a sus caracteristicas
fisicas que incluyen su tendencia a volatilizarse, una presiéon de vapor moderada, baja
solubilidad en agua y buena asociaciéon con el sedimento. Estos factores conllevan a

una persistencia moderada en suelos y bajos valores de vida media en agua.

1.1.3 Antecedentes de efectos toxicos provocados por plaguicidas sobre las

especies silvestres y el estudio de éstas como especies centinelas.

Independientemente de sus beneficios para la produccién, es evidente que los
plaguicidas son sustancias quimicas deliberadamente toxicas, creadas para interferir
en algun sistema bioldégico en particular, pero muchas veces con efectos colaterales
indeseados (Schaaf, 2016). Diversos estudios han demostrado una variada gama de
efectos toxicos sobre diferentes organismos vivos, incluyendo animales invertebrados
y vertebrados (incluido el hombre), asi como plantas terrestres y acuaticas,
organismos unicelulares, etc. Estos estudios, realizados por investigadores de
diferentes disciplinas de las ciencias biolégicas, han demostrado los efectos tdxicos de
los plaguicidas analizando diferentes parametros bioquimicos, organicos,
inmunoldgicos, genéticos, entre otros. Por citar s6lo algunos de los mas actuales, se
han encontrado efectos téxicos de algunos organofosforados en mamiferos (Mitra y
col., 2019); de los compuestos mancozeb y fipronil en ratones (Banoy Mohant, 2020);

del endosulfan sobre diferentes especies (Téllez-Bafiuelos y col.,, 2016); de los
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compuestos metil mancozeb, clorotalonil y tiofanato sobre células de macréfagos
murinos (Weis y col., 2019) y de glifosato sobre ejemplares del pez Cnesterodon
decemmaculatus (Carvalho y col., 2020) y sobre el cangrejo Eriocheir sinensis (Yang y
col., 2019).

El entorno natural de los animales silvestres ha sido sustancialmente modificado por la
accién humana, especialmente vinculada a la expansién de la frontera agricola, con la
implementacién de paquetes tecnoldgicos dominados fuertemente por el uso de
plaguicidas. De esta manera, los animales salvajes habitantes de estos ambientes se
encuentran expuestos directa e indirectamente a través de diferentes vias, a una
amplia gama de plaguicidas. La exposicién directa depende no sélo de las
caracteristicas biolégicas y ecoldgicas de cada especie, sino del compuesto quimico
que sea diseminado en sus ambientes. Para muchos individuos, el envenenamiento
agudo se presenta después de la exposicién directa (por ejemplo, a través de la
ingestion, inhalacién, contacto dérmico, entre otras) al compuesto formulado durante la
pulverizacién, o mediante la ingestién de los cultivos tratados, constituyendo un
envenenamiento directo o primario. Esto es especialmente cierto para compuestos
altamente toxicos como insecticidas, avicidas y rodenticidas. Una via indirecta de
exposicion se presenta a través de las cadenas tréficas. En este caso, la intoxicacion
se define como secundaria y se produce en un depredador a través de la ingestion de
presas contaminadas o envenenadas. Esta via indirecta esta generalmente asociada a
compuestos con propiedades bioacumulables como los insecticidas organofosforados
(OP) y carbamatos. Por estos motivos el estudio de los animales silvestres sujetos a
estas condiciones de vida en ambientes altamente modificados, resulta de gran interés
por su relevancia ecoldgica.

Debido a que el abordaje de estudios de comunidades a nivel ecoldgico es poco viable
logisticamente, la seleccién de individuos representativos de estos ambientes es
crucial para la evaluacién de los posibles efectos de diferentes compuestos sobre la
vida silvestre. De este modo, el empleo de especies silvestres como “centinelas’
constituye una herramienta util para el seguimiento de los efectos biolégicos e
interacciones que ocurren entre los organismos y los contaminantes, permitiendo por
ejemplo, analizar el impacto de la aplicacion masiva de los diferentes plaguicidas
sobre las poblaciones silvestres y sus ecosistemas. Las especies consideradas
centinelas, deben tener ciertas propiedades como poseer un area importante de
distribucién, ser abundantes, faciles de manipular, etc.; que les otorguen la capacidad
de actuar como sefales de alarma temprana de los diferentes efectos de los

contaminantes en la vida silvestre (Rossi y col., 2016).
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En la actualidad, existe una variedad de indicadores de toxicidad que ha sido probada
en diferentes especies salvajes consideradas centinelas, revelando toda clase de
efectos téxicos causados por distintos plaguicidas utilizados en la agricultura moderna.
En este sentido, algunos autores, han reportado efectos téxicos sobre parametros
inmunoldgicos y de supervivencia en abejas silvestres expuestas a nicotinoides
(Woodcock y col., 2017). Recientemente ha sido publicado un trabajo de revision
sobre efectos teratogénicos en diferentes especies animales (mamiferos, reptiles, aves
y anfibios), muchas de ellas silvestres, producidos por diferentes plaguicidas (Garces y
col., 2020). Otro estudio similar ha informado envenenamiento de diferentes especies
animales producto de insecticidas que acttan como inhibidores de la
acetilcolinesterasa (Bertero y col., 2020).

Si consideramos particularmente a los plaguicidas mas utilizados en nuestro pais y
cuyo estudio es abordado en esta Tesis, se ha descubierto que el GLI provoca
diferentes efectos adversos en humanos (Mensah y col., 2015); asi como en distintas
especies silvestres como las bogas de la especie Leporinus obtusidens (Salbego y
col., 2010), el quirquincho grande (Chaetophractus villosus; Luaces y col., 2017), el
cangrejo de Shanghai (Eriocheir sinensis; Yang y col., 2019) y el yacaré overo
(Caiman latirostris; Poletta y col., 2009, 2011b; Latorre y col., 2013; Lépez Gonzalez y
col., 2013; Siroski y col., 2016; Burella y col., 2017, 2018; Odetti y col., 2020). De
manera similar, distintos efectos de la CIP se han descrito en el camaleén (Calotes
versicolor; Khan y Fatima, 2002), en la rana ladradora (Physalaemus -cuvieri
Wrubleswski y col., 2018) y en conejos de laboratorio (EI-Sheshtawy y col., 2019); y
del CPF en C. latirostris (Lopez Gonzalez y col., 2017; Poletta y col., 2017; Odetti y
col.,, 2020). Por ultimo, también se han encontrado efectos adversos de mezclas
complejas de pesticidas en Rana pipiens (Christin y col.,, 2003) y en C. latirostris
(Poletta y col., 2011a).

En la especie modelo de estudio en esta Tesis (Salvator merianae) sélo han sido
reportados, por nuestro grupo de trabajo, efectos genotdxicos del herbicida GLI
(Schaumburg y col., 2016) y del insecticida CIP (Siroski y col., 2017).

Finalmente, habiendo resaltado la importancia de las especies silvestres como
representativas de los ambientes naturales y como buenos indicadores de la salud
ambiental, asi como las implicancias ecolégicas de los efectos de diferentes
agroquimicos, se desprende la relevancia de profundizar el conocimiento de estos
efectos sobre estas especies centinelas.

Particularmente, la iguana overa (S. merianae) se ha considerado como un organismo

centinela debido a las caracteristicas particulares que la convierten en una especie
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apropiada para ser considerada como modelo bioldégico en el monitoreo de efectos de

plaguicidas (Schaumburg y col., 2014).

1.2 Descripcion de la iguana o lagarto overo (Salvator merianae)

1.2.1 Caracterizacién biolégica

Salvator merianae es una especie del orden Squamata, perteneciente a la familia
Teiidae. Tanto su nombre comun en espafiol (iguana overa) como en inglés (black and
white tegu lizard) remite a la coloracion y a su patrén de manchas que poseen sus
ejemplares cuando son juveniles y adultos (Fig. 1.5 A). En cambio, desde su
nacimiento hasta unos cinco meses después, su coloracién es verde intensa (Fig. 1.5
B). Nacen con un largo total promedio de 16 cm, llegando a medir hasta 160

centimetros cuando son adultos (Abrahdo y col., 2019).

Fig. 1.5: Ejemplares de iguana overa. A) adulto. B) crias.
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Los ejemplares de esta especie tienen un dimorfismo sexual muy marcado en la edad
adulta: los machos presentan mayor tamafo corporal que las hembras, pigmentacién
de la piel mas intensa y botones nupciales presentes a ambos lados de la cloaca
(Siroski y col., 2017). Viven en una variedad de ambientes, presentando una gran
plasticidad y adaptacién. Habitan espacios abiertos de bosques primarios y
secundarios, sabanas con arbustos espinosos y espacios cerrados como bosques
tropicales, riberas y zonas costeras arenosas, asi como también habitats perturbados,
incluyendo bordes de caminos y areas agricolas (de Castro y Galetti, 2004). Poseen
una dieta generalista cuya composicién depende de su edad y tamafo, incluyendo
pequefos insectos, arafias, caracoles, frutas carnosas y semillas cuando son
pequenos, ampliando su dieta a vertebrados pequeinos, huevos, plantas, raices, e
incluso hongos y hasta carrofia cuando son adultos (Toledo y col.,, 2004
Mourthé, 2010). Son cazadores activos pero poseen una gran preferencia hacia el
consumo de huevos, que pueden ser de aves y/o reptiles, incluyendo los de su misma
especie (Mazzotti y col., 2015). Poseen ciclos de actividad diarios y estacionales que
estan fuertemente relacionados con la temperatura (Winck y col., 2011) debido a su
condicién ectotérmica. Las iguanas juveniles de pequefio tamafio pueden ser
depredadas por serpientes, pajaros y mamiferos, asi como por individuos mas grandes
de su misma especie. Sin embargo, los lagartos de gran porte sélo pueden ser
amenazados por aves rapaces o grandes mamiferos como felinos y zorros de gran
tamano (Rohe y Antunes, 2008).

Los ejemplares de S. merianae permanecen aletargados en madrigueras durante los
meses mas frios (da Silva y col.,, 2013). De octubre a diciembre, cuando la
temperatura ambiental aumenta, también se incrementa su metabolismo, y comienza
su periodo reproductivo anual. Durante esa etapa, las iguanas construyen sus nidos
en cuevas en el suelo o entre las raices de arboles (Fig. 1.6 A), cuidadosamente
acondicionados y aislados de los cambios climaticos importantes, para garantizar una
temperatura de incubacién y humedad adecuadas para el desarrollo de los embriones.
El tamarfio de postura es aproximadamente de 36 huevos blanquecinos, ovalados, de
cascara blanda y porosa (Fig. 1.6 B y C), cuya longitud no supera los 4,8 cm (Donadio
y Gallardo, 1984; Yanosky y Mercolli, 1992). La cascara de los huevos de esta especie
constituye una cubierta protectora muy blanda debido a su baja calcificacion y es la
porosidad de la misma, lo que permite su permeabilidad para hacer posible el
intercambio de gases y humedad entre el ambiente interno y externo del huevo. Esta
alta permeabilidad también puede representar una importante susceptibilidad al
permitir el ingreso, en diferentes concentraciones, de diversos plaguicidas (Marco y
col., 2004; Sexton y col., 2005).
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Figura 1.6 Imagenes de nidos y huevos de iguana overa. A) Nido
en el interior de un arbol de paraiso (Melia azedarach) seco. B)
Detalle de nido de iguana. C) Detalle de huevo de iguana. Barra

A=10cm; C)=1cm

1.2.2 Situacién poblacional de la iguana overa y programa de conservacion de uso

sustentable de la especie

Una de las alternativas que existen para valorizar a los ecosistemas naturales es la
utilizacion sustentable de especies faunisticas de interés econémico, en la medida en
que el beneficio comercial producido actue como estimulo para su conservaciéon. Por
otra parte, la identificacion de especies “banderas” en determinados ecosistemas,
permite desarrollar programas de conservacion sobre las otras especies asociadas al
mismo habitat (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza; UICN
1991). Desde 1982 S. merianae esta incluida en el Apéndice Il de CITES (Convencién
Internacional para el Trafico de Especies Amenazadas de Flora y Fauna Silvestres)
que incluye a todas las especies que, si bien en la actualidad no se encuentran

necesariamente en peligro de extincion, podrian llegar a esa situacién a menos que el
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comercio de especimenes de dichas especies esté sujeto a una reglamentacién
estricta, a fin de evitar una utilizacién incompatible con su supervivencia. La decision
de la inclusién de dicha especie dentro de este apéndice, surgi6 como consecuencia
de la necesidad de regular la creciente extraccién, en numero de individuos, desde el
medio natural.

En Argentina se desarrollan diferentes tipos de programas de aprovechamiento de las
poblaciones de iguana overa: reproduccion en ciclos cerrados, extraccidén directa de
adultos (caza comercial) y rancheo. Particularmente en la Provincia de Santa Fe, se
desarrollan tanto la caza comercial como el rancheo.

La extraccion de individuos de S. merianae se realiza para comercializar su cuero, que
se curte en el pais y se exporta para la posterior confeccion de una gran variedad de
productos (Porini, 2006). Sin embargo, las poblaciones de esta especie han
demostrado la capacidad de resistir importantes extracciones anuales que promedian
entre 1 y 1,9 millones de individuos por afio a lo largo de los ultimos treinta afos
(Siroski y col., 2017). Esto fue posible gracias a la implementacién de programas de
uso sustentable que permitieron que, desde hace mas de una década, esta especie
sea considerada como de “Preocupacién menor” por su estado de conservacion segun
la UICN (Embert y col., 2009).

Desde 2007, las poblaciones de S. merianae han estado incluidas en un Programa de
uso sustentable desarrollado en la provincia de Santa Fe (Argentina), llamado
Proyecto Iguana (Pl - Secretaria de Estado para el Medio Ambiente y el Desarrollo
Sostenible de la Provincia de Santa Fe. Resolucion Numero 0031/07). Este programa
de rancheo, consiste en la cosecha de huevos silvestres para su desarrollo en granjas,
con el compromiso de reintroducir en la naturaleza un porcentaje de los animales
nacidos a partir de esa crianza. Este tipo de programas se basa en el
aprovechamiento de la porcién de animales que se pierde en condiciones naturales
por la elevada mortalidad embrionaria y perinatal debido a condiciones ambientales
extremas, depredacién de huevos y neonatos, contaminacion ambiental, entre otras
causas (Siroski y col., 2017). La técnica de rancheo incluye las siguientes etapas:
recoleccién de huevos en el ambiente natural, su incubacién artificial, el nacimiento y
la cria de los animales en condiciones controladas, hasta que los ejemplares alcanzan
un tamano adecuado para ser liberados en el medio natural. Finalmente, una porcién
de los animales se destina a experimentacion cientifica, mientras el resto se
comercializa como animales de compafiia que permite afrontar los gastos econémicos
del programa.

En el momento de la cosecha, los huevos son marcados (Fig. 1.7) a fin de no alterar la

posicién en la que fueron puestos por la hembra para no producir dafios al embrién, ya
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que el mismo se fija a la parte superior de la membrana dentro de las 24 hs después
de la postura. Luego, los huevos son trasladados en recipientes plasticos con material
de nido para evitar su movimiento hasta las instalaciones del Pl, donde se realiza la

incubacioén y cria.

Fig.1.7: A) Recoleccion de huevos de S. merianae. B) Detalle de huevos marcados dentro de
bidén plastico para su traslado a las instalaciones del Pl

La incubacion se lleva a cabo en una sala acondicionada para tal fin, con temperatura
y humedad estrictamente controladas. Los huevos son colocados en bandejas con
base de vermiculita dentro de bateas plasticas de alta resistencia (Fig. 1.8). La
temperatura de incubacion se mantiene entre 29 y 31.5 °C y la humedad al 20%

aproximadamente.

Fig. 1.8: Incubacién artificial. A) Bateas plasticas que alojan los huevos en la
incubadora, con humedad y temperatura controladas B) Detalle de huevos en
bandejas plasticas con base de vermiculita

Los nacimientos de los animales de un mismo nido ocurren dentro de un periodo de

48 horas, normalmente. Debido a que éstos nacen completamente desarrollados y
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totalmente independientes y son muy veloces desde el momento en que abandonan el
huevo (Fig. 1.9), son dispuestos en bateas plasticas de paredes altas, hasta que el

ultimo individuo del nido termina de nacer para evitar la fuga de los animales.

[+ ]

Fig. 1.9 A) vy B) Ejemplares neonatos de 5. merianae

Después de los nacimientos, los animales son trasladados a una habitacién con
temperatura y humedad controlada. Se colocan en bateas plasticas con base de tierra

y pasto, que disponen de comederos y bebederos (Fig. 1.10).

Fig. 1.10: A) Crianza de ejemplares en bateas plasticas B) Detalle de un gjemplar de iguana
overade aproximadamente 6 meses de edad dentro de las bateas de cria. Barra B)= 10 cm

Debido a su dieta omnivora, los animales son alimentados a base de huevos de
gallina y frutas en sus primeras semanas de vida, incorporando después porciones de
carne de cabezas de pollo molida. En todos los casos y desde las primeras ingestas
de comida, el alimento es enriquecido con un complemento vitaminico para reptiles
llamado Reptocal tefra que contiene sustancias minerales vitales como calcio, fésforo

y vitamina D3. Para la absorcién de esta ultima vitamina, todos los animales son
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periédicamente expuestos al sol y/o a lamparas UV acondicionadas en las
habitaciones de cria. Estas lamparas son de 60 cm de longitud, con una potencia de
de 18W de luz visible/UV, con un 30% de UVA y 5% de UVB (Sylvania Reptistar ®),
recomendada para reptiles.

Finalmente, una porcién de los animales es utilizada con fines experimentales, otra
ingresa en circuito comercial y el resto es devuelto a la naturaleza. Para la liberacion
se respeta el origen de los nidos, es decir, los individuos son liberados en el mismo

sitio donde fueron cosechados los huevos que les dieron origen (Fig. 1.11).

Fig.1.11: A) y B) Devolucion de ejemplares al medio silvestre

Estos programas de uso sustentable, que involucran especies silvestres
representativas de un ecosistema particular, poseen como uno de sus pilares
esenciales la participacién activa de las personas que conviven con estos recursos
naturales. Estas personas estan involucradas en diferentes tareas, tales como
identificar nidos, la recoleccion de los huevos, la colaboracién en la reintroducciéon de
animales en sus ambientes naturales, entre otras. Todas estas tareas son
compensadas y alentadas a través de incentivos econdmicos, por lo que el desarrollo
de estos programas no sélo representa una contribuciéon importante a la economia
regional, sino también un impacto positivo en la conciencia ambiental y el compromiso
de la poblacién local con la preservacién de los recursos y la proteccion del

ecosistema que los contiene (Siroski y col., 2017).

1.2.3 Distribucion geografica de la iguana overa
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El género Salvator (previamente Tupinambis, Harvey y col., 2012), es endémico de
América del Sur y habita en una extensa area que abarca los paises de Argentina,
Brasil, Paraguay, Uruguay, Venezuela, Colombia y Republica Cooperativa de Guyana
(Presch, 1973). Dentro del género existen dos especies distribuidas en Sudamérica,
Salvator rufescens (iguana colorada) y S. merianae (iguana o lagarto overo).
Particularmente, la iguana overa exhibe una amplia geografia y distribucién que
comprende algunos estados de Brasil; oriente de Bolivia, Paraguay, Uruguay y norte y

centro de Argentina, incluyendo una variedad de climas tropicales y frios (Figura 1.12).

Fig.1.12: Distribucion de Salvator merianae en
América del Sur. Extraido de la Lista Roja de la UICN
de especies amenazadas. Version 2020-1

En nuestro pais, esta especie del género Salvator es la mas abundante y de mayor
distribucién, pudiendo encontrarse desde el norte de Rio Negro hasta el norte del pais
(Avila-Pires, 1995; Harvey y col., 2012) (Fig. 1.13 A).

1.2.4 Amenazas a la especie debidas a la expansion de la frontera agricola

Como se menciond en el apartado 1.1.1., el desarrollo de la agricultura va de la mano
de la implementacién de un sistema que combina la utilizacién de nuevas tecnologias
con la aplicacién de compuestos quimicos en forma masiva. Los efectos de dichos

compuestos quimicos, ademas de otros factores como la fragmentacién y degradacién
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del habitat, la deforestacion, y el drenaje de los humedales para destinar mas tierras
para cultivos, produjeron a lo largo de los afios un declive numérico en las poblaciones
de diversas especies silvestres, muchas de ellas pertenecientes al grupo de los
reptiles (Santos y Llorente, 2009; Weir y col., 2015), en los cuales se ha demostrado
que la estructura del habitat afecta a la composiciéon de las poblaciones (Dias y col.,
2014). Particularmente, las poblaciones de iguana overa se encuentran inmersas en
areas donde la actividad agricola avanzé en los ultimos afios en forma desmesurada.
Si se comparan los mapas de distribuciéon de la especie con el de las areas destinadas
al monocultivo de soja, se puede observar una superposicion de las mismas (Fig.
1.13).

fv

Fig. 1.13: A) Area de distribucién de la iguana overa en Argentina. La marca
romboidal representa la ubicacion del Pl (extraido de Schaumburg v col.,
2014) B) Area destinada a cultivo de soja en Argentina (Extraido de
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos. 200-2010). Nétese
la superposicion de las areas en Ay B

-23-



Fig.1.14 A) Cultivo de soja lindante a la zona de nidificacion de la iguana overa. B) Nido en el
interior del arbol de paraiso (Meﬁa azedarach) en A

Todos estos factores generan condiciones muy adversas para la especie y son
numerosos los riesgos a los que estan expuestos las poblaciones de S. merianae. Uno
de los mas importantes es la cercania de sus nidos a las zonas de maxima exposicion
a agroquimicos (Fig. 1.14), sumado a la coincidencia de la época reproductiva de la
especie con el periodo de maxima aplicacién de plaguicidas (primavera y verano).
Dentro de las posibles vias de exposicion, la transferencia via materna (Guirlet y col.,
2008) y la contaminacién directa desde el suelo, el agua, el aire, del material de
anidamiento extraido del entorno natural donde viven, asi como a través de la
alimentacion en juveniles y adultos, son potenciales vias de ingreso de plaguicidas en
el organismo de los ejemplares de esta especie que pueden ponerla en peligro (Siroski
y col., 2017).

Es importante destacar que en las especies oviparas como la iguana overa, el periodo
mas critico respecto a la influencia ambiental es la etapa embrionaria, donde las
condiciones experimentadas por el huevo pueden tener consecuencias permanentes y
decisivas en etapas posteriores del individuo (Russell y col., 1999).

Por lo antes expuesto, sumado a la plasticidad de S. merianae para vivir en habitats
naturales, modificados y antrépicos, su elevada representatividad en estos ambientes
y su dieta omnivora es que, como se mencionaba anteriormente, se ha considerado su
utilizacion como “especie centinela” para el monitoreo de efectos de diferentes

plaguicidas.

1.3 Sistema inmune. Generalidades.
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Todos los organismos, de distinto nivel de complejidad, tanto uni como pluricelulares,
tienen mecanismos para defenderse de posibles ataques de agentes extrafios. La
inmunidad significa proteccion contra enfermedades y, mas especificamente, contra
enfermedades infecciosas. Las células y moléculas responsables de la inmunidad
constituyen el sistema inmunitario, y su respuesta colectiva y coordinada a la
introduccion de sustancias extrafias es llamada “respuesta inmune” (Abbas y col.,
2011). El Sistema Inmune (SI) esta constituido por una porcién celular (monocitos,
macrofagos, neutréfilos de la linea mieloide; y linfocitos B, linfocitos T y células
asesinas naturales o “natural killers” de la linea linfoide); por una porcién humoral
compuesta por sustancias solubles (inmunoglobulinas -lg-, sistema de complemento,
citoquinas, entre otras); por tejidos (tejido linfoide asociado a mucosas); y érganos
(médula 6sea, timo y bazo, higado, etc.).

El principal objetivo del Sl consiste en distinguir lo “propio” de lo “ajeno”, y eliminar, a
través de diferentes mecanismos, una gran variedad de agentes agresores, para lograr
retornar al organismo a su estado basal (homeostasis) con eficiencia. La diversidad de
reacciones y mecanismos frente a distintos estimulos, da cuenta de la complejidad del
estudio del SI. Sin embargo, avances recientes en biologia celular y molecular,
genética, imagen celular, y bioinformatica, han permitido ampliar los conocimientos
sobre esta compleja disciplina cientifica (Good y col., 2019; Nieman y Pence, 2019).

El primer mecanismo de defensa que actua impidiendo la entrada de los patégenos es
un conjunto de barreras fisicas y/o quimicas, tales como cambios de pH, temperatura,
humedad, y gradientes eléctricos determinados por elementos quimicos de la piel y
epitelios de mucosas, moléculas antimicrobianas, entre otras. Este tipo de barreras se
encuentra en todos los seres vivos, con caracteristicas particulares dependiendo del
organismo de que se trate.

Ademas de estas barreras, todos los animales presentan un segundo mecanismo de
defensa de mayor complejidad denominado Sistema Inmune Innato o Inespecifico (SII)
que reconoce y responde al ingreso de patégenos en forma inmediata, pero no
confiere inmunidad a largo plazo. Sus componentes se conservan notablemente desde
los insectos a los mamiferos, lo que indica un origen ancestral comun para este
mecanismo de inmunidad (Hoffmann y col., 1999). Unicamente los vertebrados poseen
un mecanismo de tercer nivel de complejidad, el denominado Sistema Inmune
Adaptativo (SIA) o especifico, que entra en acciéon cuando la inmunidad innata no es
suficiente, o ante ciertas reincidencias por la denominada “memoria inmunolégica”
(Collado y col., 2008).

1.3.1. Sistema Inmune Innato y Adaptativo
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El Sll consiste en mecanismos de defensa bioquimica y celular que estan preparados,
incluso antes de la infeccién, para responder rapidamente a las infecciones. Estos
mecanismos reaccionan tanto contra los patégenos como a productos de células
lesionadas propias, y responden esencialmente de la misma manera, aunque un
mismo evento se repita. Los componentes principales de la inmunidad innata son (1)
una porcién celular que incluye células fagociticas (neutréfilos, macréfagos), células
dendriticas y células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés: Natural Killer) y
(2) una porcién humoral que incluye proteinas de la sangre (componentes del sistema
de complemento y otros mediadores de inflamacién) y citoquinas que regulan y
coordinan muchas de las actividades de las células de la inmunidad innata y adquirida
(Abbas y col., 2011). Las citoquinas comprenden un grupo heterogéneo de moléculas
de bajo peso molecular que son producidas y secretadas por leucocitos, células
epiteliales, endoteliales y parenquimatosas, pertenecientes a diferentes érganos. Las
diferentes vias de sefalizacion que se produciran a partir de la secrecién de estas
moléculas dependen del tipo de citoquina de que se trate, asi como de los diferentes
tipos celulares estimulados por ellas. Los componentes de la inmunidad innata
participan en la respuesta inmunitaria mediante dos grandes mecanismos: a)
ejerciendo una accion directa y rapida ante el ingreso de las particulas exégenas; y b)
produciendo mediadores (citoquinas) capaces de orientar el curso de la respuesta
inmunitaria hacia la reaccion innata o adaptativa. Respecto del primer mecanismo (a),
frente al ingreso de una sustancia exdgena, las células o proteinas que intervienen
dependen del tipo de agente (ingreso de bacterias, virus, helmintos, otras particulas
téxicas). Por ejemplo, macréfagos y granulocitos pueden actuar ingiriendo patégenos,
produciendo especies reactivas del oxigeno y/o citoquinas. Las células NK pueden
actuar en cambio, reconociendo y destruyendo las células anormales del mismo
huésped o aquellas dafadas tras el ingreso de particulas téxicas. Asimismo, la
cascada del sistema de complemento podria activarse para formar complejos
proteicos, permitiendo la lisis de los patégenos. De la misma manera, la accion de
otras proteinas de fase aguda u de otros mediadores de la inflamacién podria ser
crucial en una respuesta frente a una agresién mediada por bacterias (Owen y col.,
2013).

La segunda funcién de las células de la inmunidad innata (b) esta relacionada con su
capacidad de orientar el curso de la inmunidad adaptativa.

Los componentes principales del SIA son (1) Una porcién celular que incluye a los
linfocitos Ty B (LT y LB, respectivamente) y (2) una porcién humoral que incluye a los

anticuerpos (Ac) secretados por los linfocitos B, que necesitan reconocer a los
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antigenos (Ag) para desencadenar su accién (Tizard, 2009). Los Ac son moléculas, del
tipo de las glicoproteinas, que el sistema inmune elabora en respuesta a distintos Ag,
favoreciendo su eliminacion mediante mecanismos efectores. La estructura de una
molécula de Ac esta formada por 4 cadenas polipeptidicas: 2 cadenas pesadas
idénticas (H) y 2 cadenas livianas idénticas (L) (Abbas y col., 2012). Existen distintos
isotipos de Ac que difieren en sus estructuras asi como en sus propiedades. La
inmunoglobulina M (IgM) posee una estructura polimérica que puede ser producida
como consecuencia de una exposicidon a agentes microbianos, siendo la primera en
aparecer durante ese proceso (Fainbom y Geffner 2011). Esta presente en la mayoria
de los vertebrados. La IgY de reptiles y aves, que es homdloga a la IgG de mamiferos,
es monomérica, y posee una estructura de doble bisagra y, si bien los estudios de esta
clase de Ig aun son incipientes, se sabe que es el Ac mas abundante en el suero de
todas las aves estudiadas hasta el momento, y se lo considera el principal anticuerpo
de defensa contra las infecciones sistémicas (Montagna y col.,, 2013). La IgY esta
presente en la yema de huevo de algunas aves y reptiles, y constituye la fuente de
anticuerpos que protege al recién nacido en los primeros dias de vida (Davison y col.,
2008). Debido a que las IgE e IgG no estan presentes en los genomas de los reptiles,
es probable que una subclase de IgY medie la respuesta alérgica, mientras que la IgA
sea la principal responsable de la proteccion de las superficies mucosas en estos
animales (Liguori y col., 2020). Ademas, se ha reportado la presencia de genes de IgD
en determinados reptiles (Deza y col., 2009; Megadan-Mompé y col., 2013).

La estrategia utilizada por la inmunidad adaptativa para reconocer a los patégenos es
el desarrollo de una inmensa variedad de linfocitos T y B, cada uno de los cuales,
expresa en su superficie un receptor particular para el Ag, que reconoce detalles de
éste (epitopos antigénicos). Particularmente, los LB reconocen directamente al Ag en
su conformacién nativa, ya sean proteinas, hidratos de carbono, lipidos o acidos
nucleicos, luego se diferencian como células secretoras de anticuerpos o plasmocitos.
Existen 3 poblaciones de LB: B1; B2 y B de la zona marginal del bazo (LBZM). Una
caracteristica fundamental de los LB1 es que pueden expandirse clonalmente sin
necesidad de contactar antigenos foraneos. Su funcién principal es la de generar
anticuerpos naturales (AcN) que son polirreactivos y de baja afinidad contra antigenos
no proteicos, y pertenecen principalmente a los isotipos de IgM (Matson y col., 2005).
Esta clase de linfocitos es especialmente dependiente del sistema de complemento
(SC) para diferenciarse en plasmocitos secretores de Ac. La funcién principal de los
LB2 es reconocer antigenos proteicos y diferenciarse en células productoras de Ac
especificos (Fainboim y Geffner 2011).
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Finalmente, a diferencia de las células B, las células T no pueden reconocer un Ag en
su estado natural por lo que requieren que el Ag sea procesado por una célula
intermedia (Zimmerman y col., 2009). Pueden tener funciones citotdxicas o actuar
como colaboradoras en procesos infecciosos, ademas de ser capaces de reclutar
otros tipos celulares.

Por lo anteriormente explicado, se desprende que la respuesta inmune depende de la
confluencia de dos estrategias diferentes, que difieren en el tiempo de reaccion (Fig.
1.15), pero también en la especificidad y memoria que posee el SIA a diferencia del
Sll.

Microbe
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Fig. 1.15 Inmunidad innata y adaptativa. La cinética de las respuestas inmunes innatas y
adaptativas son aproximaciones y pueden variar en diferentes infecciones. Extraido de Abbas
y col., (2011)

1.3.2 Poblaciones leucocitarias

Los globulos blancos (GB) estan involucrados en una cantidad significativa de
procesos inmunes. Los GB derivan de las células madre hematopoyéticas
pluripotentes situadas dentro de la médula 6sea, que se diferencian en progenitores
mieloides y linfoides (Finger, 2014). En ciertas situaciones, los incrementos o
disminuciones en los valores de ciertos componentes de la sangre se pueden usar
como marcadores para diagnosticar enfermedades o cambios en el estado nutricional

del huésped (Gonzalez Fernandez, 2003). De esta manera, tanto el Recuento Total
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(RTGB) como el Diferencial (RDGB) de Glébulos Blancos resultan de gran utilidad
como herramienta diagnéstica.

El RTGB es de gran utilidad en los estudios clinicos en general y en los veterinarios en
particular. Este parametro otorga informacion sobre el estado fisioldgico del
organismo, y sus alteraciones pueden estar asociadas con una amplia variedad de
enfermedades, que se pueden detectar cuando se registra una disminucién
(leucopenia) o un aumento (leucocitosis) en la cantidad de leucocitos (GB).

Bajo el nombre de leucocitos o GB se agrupan una serie de células que pueden
dividirse en dos grandes grupos: los granulocitos y los agranulocitos, segun la
presencia o no de granulaciones especificas. Dentro de los primeros estan incluidos
los neutréfilos (conocidos como heteréfilos en reptiles; Cabagna Zenklusen, 2012),
eosindfilos y basdfilos, nombrados de esta forma por la afinidad tintorial de sus
granulaciones. Los miembros de este grupo de granulocitos carecen de la capacidad
de recircular, es decir, una vez que se han extravasado no regresan a circulacién. Los
agranulocitos, en cambio, comprenden linfocitos, monocitos y azuréfilos, que pueden
llegar a tener, en ocasiones, granulaciones inespecificas. Debido a que existen
variaciones interespecificas en los tipos de GB, la clasificacidon que se describe a
continuacion general, pero incluye especificamente células descritas en reptiles y

anfibios.

Granulocitos:

Heterdfilos: Células con nucleo escotado, o con varios I6bulos, normalmente son bi o
trilobulados, siendo infrecuentes mas de tres Iébulos. Poseen citoplasma incoloro y
granulaciones con disparidad de color, forma, tamarfo (de alli su nombre de
heteréfilos) y ultraestructura (Carvalho y col., 2006; Cabagna Zenklusen, 2012). Su
tamafno varia entre 15 y 25 ym. Se reclutan rapidamente en el foco infeccioso y
cumplen un papel critico en la respuesta inmune innata, con funciones fagociticas y
liticas, aumentando su nimero también en inflamaciones (Davis y Maerz, 2009). Se ha
descrito ademas su participacion en fendmenos de reparacién tisular y en diversos
mecanismos inmunoreguladores, esta funcién esta relacionada a su capacidad de

producir una amplia gama de citoquinas (Fainboim y Geffner 2011).

Eosindfilos: Células con citoplasma baséfilo, con granulaciones especificas
redondeadas u ovales, de tamafio considerable. Tienen nucleo prominente
normalmente Unico y escotado, aunque puede ser bilobulado, localizado
excéntricamente (Troiano y col., 2008). Su tamafo es similar al de los heterdfilos. Los

eosinofilos son reclutados en el transcurso de procesos alérgicos e intoxicaciones, asi
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como en respuesta a ciertas infecciones parasitarias (de nematodes y trematodes)
(Kiesecker, 2002).

Basdfilos: Células con citoplasma incoloro, con granulaciones redondas de tamafio
considerable, basofilas, en cantidad variable pero normalmente abundantes (Troiano y
col., 2008) que, en ocasiones, pueden no dejar ver el nucleo. Su nucleo es irregular,
excéntrico y sin Iébulos. Tienen tamafio normalmente pequefio, aunque pueden
alcanzar un tamafno similar al de los heterdéfilos. Su funcién no esta del todo
esclarecida, pero se supone que intervienen en los procesos inflamatorios (Calver y
Quaglia, 2009).

Agranulocitos:

Linfocitos: Células que pueden diferenciarse en tres clases: pequefas, medianas y
grandes. Las primeras tienen nucleo redondo, con cromatina condensada y escaso
citoplasma basofilo/azulado (Cabagna Zenklusen, 2012). A medida que el tamarfo
celular aumenta, la cromatina tiende a expandirse y el borde del nlcleo a escotarse, el
citoplasma se hace mas abundante y menos baséfilo, donde pueden aparecer
granulaciones inespecificas y puede observarse la presencia de pseuddpodos. Los
integrantes de este grupo celular intervienen en diferentes y muy importantes
funciones inmunoldgicas, tanto del Sll como del SIA, que incluyen la generacién de Ac

y la modulacién del SI.

Monocitos: Células de mayor tamafio, con citoplasma gris azulado, nucleo redondeado
o lobulado con cromatina laxa. Su relacion nucleo/citoplasma es baja. Son similares
morfolégicamente a linfocitos grandes, pero carecen de pseuddépodos (Claver y
Quaglia, 2009).

Azurdfilos: Células con similares caracteristicas de forma y tamafio a los monocitos.
Con granulaciones azurdfilas inespecificas pequefas que le dan motivo a su nombre.
Por esta semejanza con los monocitos es que existe controversia acerca de su
clasificaciéon, donde para algunos autores (Montali, 1988; Huber y Zon, 1998; Claver y
Quaglia, 2009) deben ser considerados como una variacion de monocitos normales,
mientras que, para otros, se trataria de un subtipo diferente (Kanchanapangka y col.,
1999; Salakij y col., 2002; Troiano y col., 2011; Maceda-Veiga y col., 2015). Stacy y
col. (2011) sostienen que los azuréfilos no so6lo son un subtipo diferente de leucocitos,

sino que son exclusivos de los reptiles.
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El recuento diferencial de glébulos blancos (RDGB) permite cuantificar los tipos de
leucocitos a partir de los cuales se pueden calcular sus porcentajes relativos. Los
aumentos o las disminuciones de cada una de las poblaciones de GB (heterdfilos,
linfocitos, monocitos, eosindfilos, basoéfilos y azuréfilos) en relaciéon a los valores de
referencia se han definido como: agranulocitosis, neutrofilia/neutropenia,
eosinofilia/eosinopenia, basofilia/basopenia, monocitosis/monocitopenia,
linfocitosis/linfopenia. Estos parametros son de utilidad para establecer diferentes
diagnésticos que pueden estar asociados a enfermedades benignas como procesos
infecciosos o0 inflamatorios, o0 enfermedades malignas como leucemia
y mieloptisis (Campuzano-Maya, 2007). demas, existen algunos indices que
representan buenos indicadores para detectar por ejemplo, los efectos del estrés
ambiental, infeccioso, parasitario o toxicolégico (Zayas y col., 2011).

El indice de Heterdfilos/Linfocitos (H/L) es utilizado como una medida de la respuesta
inmunolégica de los individuos al estrés (Davis y col., 2008). La proporcién relativa de
cada tipo celular (linfocitos y heteréfilos), puede cambiar en relacién a una situaciéon de
estrés determinada. Por ejemplo, en reptiles, un aumento en el valor de este indice,
resultante de un aumento de heteréfilos o disminuciéon de linfocitos, producida de
forma secundaria (Strik y col., 2007), podria estar asociado con una respuesta
inflamatoria (especialmente infecciones microbianas y parasitarias, o lesién de tejido) o
con respuestas no inflamatorias inducidas en respuesta secundaria a un exceso de
glucocorticoides incrementados por un agente estresante (Campbell, 2006).

Por otra parte, el indice de Lobularidad (IL) permite evaluar el grado de madurez
leucocitaria que posee el individuo, lo cual puede diferenciar un estrés agudo de uno
croénico (Garcia y col., 1997). Esta clasificacion fue realizada por primera vez por
Arneth (Charipper, 1928) con el fin de poder evaluar el grado de madurez de este tipo
de leucocitos (Garcia y col., 1997). En este sentido, los heteréfilos con un solo |6bulo
representan células mas jévenes (inmaduras) en circulacién, por lo que un aumento de
estas células indicaria que los animales estan en presencia de factores que causarian
una inminente demanda en la produccién de estas células. Cabagna Zenklusen (2012)
sostienen que este efecto podria ser causado por una situacién de estrés de tipo
agudo. Mientras tanto, aquellos heteréfilos que poseen mas Iébulos representan
células que llevan mas tiempo en circulacién sanguinea, lo que alertaria sobre un

estrés crénico (Cabagna Zenklusen, 2012).

1.3.3 Anticuerpos naturales
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Como se mencioné en el apartado 1.3.1, los AcN son producidos de manera
constitutiva y sin previa exposicion a un antigeno particular, por subconjuntos de
linfocitos B (B1) (Ochsenbein y Zinkernagel, 2000, Abbas y col., 2011). Los AcN estan
codificados directamente por el genoma, a diferencia de los Ac adaptativos que
requieren hipermutacién y recombinacién somatica durante la ontogénesis (Avrameas,
1991). Tienen un patron de amplia reactividad, la cual se requiere para un
reconocimiento inmediato y protecciéon contra patégenos invasores (Binder y col.,
2005). Reaccionan con diversas afinidades a una amplia variedad de epitopos en
antigenos macromoleculares y particulados incluidos los glébulos rojos no propios,
bacterias, virus y toxinas (Ochsenbein y Zinkernagel, 2000; Belperron y Bockenstedt,
2001).

Como se mencionaba en el apartado 1.5.1, los AcN pertenecen principalmente a la
clase de IgM, siendo generalmente especificos para carbohidratos o moléculas
lipidicas. Proporcionan una primera linea de defensa contra la infeccion, facilitando
también la respuesta adaptativa inmune después de la infecciéon (Kohler y col., 2003;
Durbach y col.,, 2007). En este sentido, los AcN reconocen y se pueden unir
ampliamente a los Ag, un proceso que podria activar la cascada del complemento o
cualquier otro mecanismo que culmine con la lisis de las células extrafias (Carroll
1998; Ochsenbein y Zinkernagel, 2000).

El papel fisiolégico evolutivo mas importante para los AcN esta relacionado a la mejora
de la supervivencia del huésped a través de una temprana resistencia contra la
infeccién y el mantenimiento de su homeostasis interna (Matson y col., 2005; Val y
col., 2013). Es por esta razdn que considerarlos como indicadores de la competencia

inmune es de suma importancia (Racca y col., 2014).

1.3.4 Sistema de complemento

Entre los componentes humorales de la inmunidad innata, el sistema de complemento
es el de mayor impacto en la defensa frente a las infecciones bacterianas. Se
encuentra en todos los animales vertebrados y presenta un alto grado de conservacion
entre los mamiferos. Los componentes del SC integran un mecanismo constitutivo de
defensa tisular, pudiendo encontrarlos normalmente inactivos en sangre o liquidos
extravasculares, independientemente de la presencia o ausencia de procesos
inflamatorios o infecciosos. Estos componentes son un grupo de proteinas plasmaticas
(25-30 proteinas) que juegan papeles criticos en la defensa del huésped al interactuar
con componentes del Sl tanto innato como adaptativo (Siroski y col., 2016). Estos

componentes se pueden activar para inducir una respuesta inflamatoria, para potenciar
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la respuesta de los LB (reclutando leucocitos al sitio de la infeccion), para mediar la
marcacién de microorganismos o materiales extrafios para su posterior reconocimiento
y eliminacién (opsonizacién), y/o para mediar efectos citotoxicos directamente sobre la
membrana externa de microorganismos, a través del ensamblaje de un complejo de
ataque de membrana multiproteico.

La activacion del SC implica cascadas proteoliticas, en que una enzima precursora
inactiva, llamada zimdgeno, se altera para convertirse en una proteasa activa que
escinde, y de ese modo induce la actividad proteolitica de la siguiente proteina
complementaria en la cascada. A medida que avanza la cascada, las actividades
enzimaticas resultan en una inmensa amplificacion de la cantidad de productos
proteoliticos que son generados. Estos productos realizan las funciones efectoras del
SC. La cascada del SC puede ser iniciada por tres mecanismos distintos: una via
clasica dependiente de Ac, una via alternativa independiente de Ac y una via que
involucra a las lectinas, que se traduce en la modulacion de la funcion inmune.

El reconocimiento de microbios por cualquiera de las tres vias resulta en rutas de
reclutamiento y ensamblaje secuencial de proteinas complementarias adicionales en

complejos de proteasas (Fig. 1.16).

Initfation of
complement B —_—
activation Early steps Late steps
M ob i
icrobe 03 tj
Alternative Cabis
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\ on microbe ccmple: JMACJ
:nr = E§
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) D ¢ 1 Effector C3a: C3b: Cs5a: Lysis of
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patbwey ¢ phagocytosis
Fig. 1.16: \Vias de activacion del complemento. La activacion del SC puede iniciarse por tres
vias distintas. Se muestran las funciones de las principales proteinas producidas en
diferentes etapas. Extraido de Abbas y col. (2011).

Uno de estos complejos de proteasas, llamado convertasa C3, escinde la proteina
central del SC: C3, produciendo dos fragmentos: C3a y C3b. El fragmento C3b, mas
grande, se une covalentemente a la superficie microbiana donde se activé la via del
complemento. C3b sirve como opsonina para promover la fagocitosis de los microbios.
El fragmento mas pequefio, C3a, se libera, y estimula la inflamacién actuando como
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quimioatrayente para neutréfilos. C3b se une a otras proteinas del complemento para
formar una proteasa llamada convertasa C5 que escinde a C5, generando un péptido
secretado (C5a) y un fragmento mas grande (C5b) que permanece unido a las
membranas celulares microbianas. C5a es un quimioatrayente y ademas, induce
cambios en vasos sanguineos que los hacen perder fluido y proteinas plasmaticas en
sitios de infecciones. C5b inicia la formaciéon de un complejo de las proteinas del
complemento C6, C7, C8 y C9, que se ensamblan en un poro de membrana, llamado
complejo de ataque de membrana (CAM), que causa la lisis de las células donde se
activa el complemento. Asi, las tres vias se activan de manera independiente pero
secuencialmente, de manera que la activacion de uno de los componentes conduce a
la activacién del siguiente. Finalmente, como parte de la inmunidad innata, el SC
puede ser capaz por si mismo de defender al hospedador contra la invasién de
patégenos (Siroski, 2012); por lo que alteraciones en cualquiera de los pasos de esta
cascada de reaccion podrian afectar la funcionalidad esencial de este parametro

inmunolégico.

1.3.5 Efectos de plaguicidas sobre el sistema inmune.

La regulacién de todos los mecanismos involucrados en la respuesta inmune, hace
que este sistema sea muy sensible a diversos factores presentes en el ambiente. Esto
convierte al sistema inmune (SI) en un importante evaluador de riesgo ambiental
ocasionado por agentes estresantes, especialmente el producido por contaminantes.
En este sentido, numerosos herbicidas, fungicidas e insecticidas pueden impactar
sobre el normal funcionamiento del Sl, tanto en animales como en humanos (Gantress
y col., 2003). La alteracion de estos mecanismos inevitablemente resulta en una
disminucion de la actividad para desencadenar una estrategia de defensa contra
agentes extrafos y la eliminacién de células dafadas (Banerjee y col., 1996). Por esta
razoén, diversos parametros inmunolégicos podrian ser usados como bioindicadores de
toxicidad de sustancias contaminantes (Lafuente Giménez y col., 2001).

Entre las caracteristicas que realzan la importancia de utilizar el SI como biomarcador
de contaminacién, se destacan las siguientes:

1. El Sl da cuenta de la interaccion de un individuo con otros organismos o sustancias
téxicas.

2. Los cambios que sufre el Sl en los organismos influyen en las poblaciones ya que

pueden afectar la susceptibilidad de los individuos a las enfermedades.

-34-



3. Muchos componentes del SI se conservan evolutivamente, por lo cual, la
sensibilidad a un contaminante puede ser similar en diferentes especies (Han y col.,
2014).

Por todo lo mencionado, el Sl resulta ser un excelente indicador de la salud de un
organismo (Burns y col., 1996), pudiendo ser afectada la inmunidad innata como en la
adquirida en animales expuestos, aguda o cronicamente, a ciertos plaguicidas.
Ademas, resulta interesante resaltar, que la inmunotoxicidad no es solo el resultado
del contacto con grandes dosis de un agrotéxico, sino también de la exposicién crénica
a bajas dosis (Garcia y col., 2016).

Se han reportado alteraciones en aves (Mendes y col., 2006; Whiteman y col., 2006;
Arya y col., 2019), en anfibios (Baldwin, 2019; Zamora-Camacho, 2019), en mamiferos
(Gilot-Fromont y col., 2012; Chi-Coyoc y col., 2016) y en reptiles (Sandmeier y col.,
2012; Walsh y col., 2019). Particularmente en este ultimo grupo, estudios en yacaré
overo (C. latirostris), desarrollados por nuestro grupo de trabajo, demostraron
alteraciones en el Sl de crias y neonatos expuestos a glifosato, endosulfan y/o
cipermetrina (Siroski, 2011; Poletta y col., 2011; Latorre y col., 2013; 2016; Siroski y
col., 2016).

1.4 Sistema endodcrino. Generalidades

Los agentes estresores son percibidos principalmente por sensores del sistema
nervioso y la respuesta inicial del organismo se induce a través de una integracién de
los centros cerebrales, especificamente en el hipotalamo, donde se estimulan dos ejes
reguladores principales: el eje de la simpaticocromafina (SIC), a través de fibras
nerviosas que inervan células de cromafina y el eje hipotalamico-pituitario-inter-renal
(HPI), a través de una cascada endocrina.

La primera hormona liberada en esta cascada es la corticotropina (CRH), junto con
otro péptido hipotalamico liberador de la hormona tiroides (TRH), que también tiene
propiedades de activacion. La CRH y la TRH estimulan la liberacién de la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) de la hipofisis, que a su vez induce la produccién vy
liberacion de glucocorticoides (GC) (Rotllant y col., 2000). Las respuestas al estrés
tienen diferente duracion, de manera que la produccién de los primeros mediadores de
SIC y las células HPI tiene lugar en segundos, la liberacion de GC se produce en
minutos y otras respuestas metabolicas llevan desde minutos hasta horas. Por lo
tanto, una exposicion crénica o repetida a estresores puede conducir a liberaciones de
GC bajas pero constantes, que impliquen periodos prolongados de recuperacion para

el organismo, con elevados costos energéticos y de rendimiento (Tort y col., 2004).
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1.4.1 Niveles de corticosterona plasmatica como medida de estrés

Como se menciond, las hormonas forman parte del sistema endécrino (SE) y
representan una importante capacidad para modular el fenotipo del animal (Meylan y
col.,, 2010). En vertebrados, los encargados de esta modulacién son los GC, que
activan una cascada de respuestas fisiolégicas y de comportamiento (Moleén y col.,
2017). Especificamente, la corticosterona (GC) es la hormona de respuesta al estrés
en reptiles y se encarga de reasignar la energia de funciones no esenciales hacia
aspectos fisiolégicos, morfolégicos y de comportamiento. Un aumento en los niveles
de corticosterona resulta en la movilizacion de reservas de energia y el ajuste
apropiado del comportamiento y la fisiologia a las condiciones (McEwen y Wingfield,
2003), ayudando de esta manera a los organismos a amortiguar los efectos de los
estresores agudos o cronicos (Meylan y col., 2010).

Se han reportado diferentes efectos generados por diversos plaguicidas sobre los
niveles de corticosterona (McMahon y col., 2017; Adelizzi y col., 2019; Van Meter y
col., 2019); sugiriendo que la concentracion plasmatica de esta hormona del SE podria
ser un buen indicador para evaluar el estrés causado por esta clase de contaminantes

en especies silvestres.

1.4.2 Interaccién entre la respuesta endocrina al estrés y la respuesta inmune

Dentro de las principales funciones de los GC, se destaca su gran importancia como
reguladores poderosos de la funcién inmune (Meylan y col., 2010). Existen registros de
que la accién de inmunosupresion de los GC puede ocurrir a través de la inhibiciéon de
la actividad del factor de transcripcion (Fast y col., 2008), que permiten prevenir
episodios inflamatorios inapropiados o exacerbados (Graham y col., 2012). El efecto
particular de la corticosterona sobre la funcién inmune surge de la necesidad de
reorganizar los recursos del organismo y varia con la especie y el estado fisico de
cada individuo (Roberts y col., 2007).

Ante desafios ambientales recurrentes, los organismos podrian prevenir las demandas
de recursos elevados, pudiendo éstos no convertirse en factores estresantes para el
organismo (Martin y col., 2008). En este caso, el Sl actuaria conservando recursos
energéticos que se puedan requerir para hacer frente a las demandas inmediatas
cuando la homeostasis estd amenazada por los factores estresantes (Spencer y col.,
2005; Fast y col., 2008). No obstante, eventos ambientales impredecibles, de larga
duracién (que inducen estrés crénico), repetidos y persistentes, pueden desencadenar

una adaptacién con disminucién gradual de la respuesta inmune, o un agotamiento y
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eventualmente la muerte de los organismos (McCormick y col., 2015; Beldomenico y
Begon, 2016). Algunos cambios severos e impredecibles pueden estar relacionados
por ejemplo, con una exposicién continua e intensiva a plaguicidas, entre otros
factores.

En funcién de los estudios previos, se resalta la relevancia de determinar parametros
bioquimicos, endocrinos e inmunoldgicos y sus relaciones, para evaluar el impacto que
estaria generando el uso intensivo de agroquimicos en las poblaciones silvestres de

iguana overa en Santa Fe.

1.5 Hipoétesis y objetivos
1.5.1 Hipétesis

Los plaguicidas Clorpirifos, Cipermetrina y Glifosato tienen un efecto inmunotdxico
significativo sobre los componentes del sistema inmune innato y adquirido de S.

merianae.

1.5.2 Objetivo General

En los ambientes naturales donde habita la iguana overa (S. merianae) se encuentran
presentes diversos agentes quimicos, en particular plaguicidas de uso agricola. Las
formulaciones comerciales de plaguicidas utilizadas en agricultura se caracterizan por
ser mezclas quimicas complejas y su toxicidad debe ser evaluada como tal. El
presente proyecto propone evaluar el posible efecto inmunotéxico de tres
agroquimicos de amplio uso en Argentina: los plaguicidas Clorpirifos, Cipermetrina y
Glifosato, sobre componentes del sistema inmune innato y adquirido de S. merianae,
una especie de reptil endémico de América del Sur, como modelo alternativo para el

monitoreo de contaminacién ambiental.

1.5.3 Objetivos Especificos

1) Realizar el ajuste metodolégico de técnicas inmunolégicas y la determinacién de
valores basales a fin de caracterizar el sistema inmune de S. merianae.

2) Evaluar el efecto de los plaguicidas Clorpirifos, Cipermetrina y Glifosato sobre
parametros del sistema inmune de S. merianae en distintas clases etarias.

3) Analizar los efectos de los mencionados agroquimicos sobre el desarrollo

embrionario y el crecimiento corporal general de ejemplares de S. merianae.
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4) Transferir la informacion generada por este estudio a los planes de manejo y
conservacion que incluyen a estas especies, con el objetivo de evaluar y optimizar las

estrategias de uso sustentable.
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CAPITULO 2

Determinacion de valores basales de parametros inmunoldgicos de
S. merianae
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2.1 Introduccion

La sangre periférica es, probablemente, el tejido mas informativo que puede ser
muestreado en vertebrados, ya que puede brindar informacién sobre el funcionamiento
de todo el organismo (Douglas y col., 2010). Los estudios hematolégicos son
importantes para la conservacion de la vida silvestre porque pueden indicar el estado
de salud de las poblaciones (Gilbertson y col., 2003).

Al igual que para otros grupos de animales silvestres, la inmunologia de reptiles
involucra el andlisis de componentes humorales y otros mediados por células. Se han
reportado trabajos que establecen valores basales de algunos parametros de este
sistema en reptiles, como en las tortugas Trachemys callirostris (Carrascal Velasquez
y col., 2014) y Phrynops hilarii (Latorre y col., 2015); asi como en los yacarés Caiman
yacare y C. latirostris (Mussart y col., 2006; Barboza y col., 2008). Los valores basales
(o de referencia) representan los valores medios de determinados parametros
estudiados en una especie en particular, con caracteristicas establecidas para edad,
sexo, tamafo, etc. Es imprescindible que se establezcan con claridad y bajo el control
de variables externas, porque los valores basales constituyen un punto de partida (o
referencia) para la evaluacién de esos mismos parametros bajo otras condiciones.
Como se menciond en el capitulo 1 (apartado 1.3), el Sl puede ser evaluado a través
de sus componentes celulares mediante algunos parametros como el recuento total
(RTGB) y diferencial de glébulos blancos (RDGB); o de sus componentes humorales,
como los niveles de anticuerpos naturales (AcN), la actividad del sistema de
complemento (SC), entre otros. La importancia biolégica de cada uno de estos
parametros y su utilidad como indicadores del estado de salud de un organismo han
sido descritas en el capitulo anterior. En este capitulo se detallaran cémo se realizan
metodolégicamente sus determinaciones. Ademas, a partir de los RDGB, se pueden
establecer otros indices como el de Heterdfilos/Linfocitos (H/L) y el de Lobularidad (IL
= numero de lébulos contados / numero de heteréfilos contados). La utilidad vy
conveniencia de la aplicacion de estos parametros han sido probadas por algunos
autores en otros animales silvestres (Barboza y col., 2008; Latorre y col., 2016; Moledn
y col., 2017; Racca y col., 2014, Silvestre, 2014, Siroski y col., 2016). Sin embargo, los
valores basales de solo algunos parametros fueron reportados para S. merianae. Por
lo tanto, uno de los objetivos de este trabajo (ver apartado 1.5.3; Capitulo 1), fue
evaluar diferentes biomarcadores inmunolégicos para determinar sus valores de

referencia para ejemplares de S. merianae en diferentes clases etarias.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Descripcién de técnicas inmunolégicas
2.2.1.1 Recuento total de gldébulos blancos

El recuento total de glébulos blancos (RTGB) consiste en determinar la cantidad de
GB en sangre periférica por unidad de volumen: microlitro (ul), milimetro cubico (mm?)
o litro (I). Los contadores hematolégicos automatizados realizan una seleccién de
tamano y complejidad celular y no logran diferenciar los glébulos blancos de los rojos,
debido a que estos ultimos, son nucleados dentro de este grupo taxonémico. Es por
este motivo, que este recuento se efectué manualmente mediante el uso de la camara
de Neubauer (Fig. 2.1).

Fig. 2.1: Camara de Neubauer

Para realizar la determinacion se tom6 una alicuota de sangre (5 ul) y se la diluyé en
una soluciéon de NaCl al 0,6% (Lewis y col., 2008), en una proporcién de 1:200. La
solucién de NaCl actia como agente lisante de los hematies sin intervenir en la
integridad de los leucocitos, permitiendo observar a estos Ultimos con cierta
refringencia (Fig. 2.2 B). La solucién obtenida se homogeneiz6é antes de cargar la
camara de Neubauer, donde se dejé reposar durante 5 min para permitir la
sedimentacién de las células antes de su observacion bajo microscopio 6ptico. Para
realizar el RTGB se utilizaron los 4 cuadrantes externos de la camara, los cuales estan
divididos en 16 cuadrados mas pequefios (Fig. 2.2 A) y se observaron a 100 aumentos
totales (AT).
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Fig. 2.2: A) Representacion esquemética de las cuadriculas dentro de la
camara de Neubauer. Puede observarse los cuatro cuadrantes externos
(flechas). B) detalle de GB refringentes en dos cuadrados pequerfios de un
cuadrante. Barra A)= 1 mm, B)= 10 um

Luego del recuento, los resultados se expresaron en numero de GB por milimetro

cubico de sangre a partir de siguiente la férmula:

N° de céls/mm? de sangre = (A/V) *

Donde:
A= numero de células contadas
\/= volumen del cuadrado de la camara (en mm?®)

f= factor de dilucion

2.2.1.2 Recuento diferencial de glébulos blancos

Para realizar los recuentos diferenciales de glébulos blancos (RDGB), se prepararon
dos extendidos por animal, los cuales se tifieron con solucion de May-Grunwald-
Giemsa (ver Fig. 2.3). Los extendidos fueron codificados para lograr una maxima
objetividad durante el analisis. Las cantidades de cada tipo de leucocitos se
determinaron utilizando un microscopio 6ptico a 1000 AT en inmersion, realizando un
conteo total de 100 GB por muestra. Cada tipo se expresé en relacién con el RTGB

registrado previamente, de la siguiente manera:

N° de cada tipo GB/mm? de sangre = VA*RTGB/100
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Donde:
VA= valor absoluto de cada tipo de GB contado.
RTGB= valor (en mm?®) obtenido del RTGB de la misma muestra sanguinea (mismo

individuo).

2.2.1.3 indices leucocitarios

De acuerdo a lo expuesto en el apartado 1.3.2, existen indices leucocitarios que
pueden determinarse a partir de los mismos extendidos sanguineos preparados para
el RDGB. El indice H/L consisti6 en realizar el cociente entre el numero de
heterofilos/mm?® sobre el nimero de linfocitos/mm® calculados a partir del RDGB
referenciado al RTGB.

Por otra parte, para determinar el indice de lobularidad (IL), se realizé sobre el mismo
extendido, un conteo de 30 heterodfilos registrando la cantidad de Iébulos nucleares de

cada uno (Fig. 2.3).

Fig. 2.3: Extendido sanguineo de S. merianae
coloreado con May-Grunwald-Giemsa, para
determinacién del Indice de Lobularidad (IL) mediante
el conteo de Iébulos nucleares por heterdfilo. Flechas:
Heterdfilos con dos (derecha) y tres (izquierda) lébulos
respectivamente. Barra= 10pum

Luego, el IL se calculé mediante la siguiente férmula:
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IL=NL/NN

Donde:

IL= indice de lobularidad.

NL=Numero de I6bulos contados totales: (A: Numero de heterdfilos con 1 lobulacién) +
(B: Numero de heterofilos con 2 16bulos) + (C: Numero de heterdfilos con 3 I6bulos) +
(D: Numero de heterdfilos con 4 16bulos) = (Ax 1)+ (Bx2) +(Cx 3) + (D x 4).

NN=Numero de heterdfilos observados (30).

El IL normalmente esta comprendido en un rango determinado segun la especie. Si el
IL es menor a ese rango se dice que hay una desviacion hacia la izquierda (mayor
proporcion de heteréfilos con un solo I6bulo nuclear), y si es mayor se dice que hay
una desviacion hacia la derecha (mayor proporcidén de heterdfilos con nucleos mas
segmentados). Por lo mencionado anteriormente, la desviacién hacia la izquierda
estaria mas asociada a un estrés de tipo agudo, mientras una desviacién hacia la
derecha estaria indicando un estrés crénico. Debido a que este indice (al igual que
H/L) no habia sido calculado nunca para S. merianae, en este trabajo se reportan por

primera vez sus valores basales (ver apartado 2.2.2).

2.2.1.4 Deteccion de anticuerpos naturales

La determinaciéon de los titulos de anticuerpos naturales (AcN) se llevé a cabo
utilizando el ensayo de hemaglutinacién ajustado por Latorre (2018) para C. latirostris,
otro reptil autéctono, debido a que esta técnica hasta el momento no habia sido
aplicada para ninguna especie de lagartos. Dicho ensayo se basa en la interaccion
antigeno-anticuerpo (Ag-Ac) que se presenta al mezclar una solucién salina de
glébulos rojos de conejo (RRBC, del inglés “rabit red blood cells”) con el plasma de
interés. Los AcN son capaces de reaccionar con diversas afinidades a una amplia
variedad de epitopos en antigenos macromoleculares y particulados incluyendo
glébulos rojos extrafos, bacterias, virus y toxinas (Belperron y col., 2001). Los glébulos
rojos (GR) de conejo (Oryctolagus cuniculus), expresan altos niveles de a—N acetil-
galactosamina (Cotter y col.,, 2005) que son reconocidos por los AcN de reptiles
(Latorre 2018) y pueden provocar una aglutinaciéon. De esta manera, durante el ensayo
de hemaglutinacion, los RRBC se comportan como Ag que se unen a los AcN (IgM
pentaméricas) presentes en el plasma de iguana en este caso. Esta interaccién Ag-Ac

resulta en una hemaglutinacién que se evidencia mediante la apariciébn de un
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precipitado en el centro. En ausencia de AcN, la hemaglutinacién es negativa y en este
caso los Ag particulados sedimentan, formandose un botdn bien definido en el fondo
del pocillo de reaccién. La lisis, por otro lado, refleja la interaccién de los Ag con el

Sistema de Complemento (Matson y col., 2005) (ver Fig. 2.4).

Lisis ‘ Hemaglutinacion ‘ ‘ Hemaglutinacion Megativa ‘ Control negativo

Fig. 2.4: Porcion de microplaca en la cual se puede observar en los diferentes pocillos, los
procesos de lisis y aglutinacion

Para el desarrollo de estos ensayos se obtuvieron GR a partir de sangre entera
heparinizada extraida de conejos pertenecientes al bioterio de la facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral (UNL).

La sangre de conejo se centrifugé a 2500 rpm durante 15 minutos para separar el
plasma. Luego se preparé una solucion de buffer fosfatosalino (PBS, pH 7,4)
adicionando plasma de conejo (1%). El paquete globular sedimentado luego de la
centrifugacion de la sangre entera de conejo se lavd con PBS varias veces hasta que
el sobrenadante quedara transparente, para preparar una solucién de GR de conejo
(SGRC) (v/ v) al 1% en PBS. El ensayo se realiz6 en placas de fondo redondo (U) de
96 pocillos (Corning Costar, Corning, New York), se agregaron 25 pl de la solucién de
PBS con plasma de conejo en los pocillos de las columnas 1-12. Posteriormente, se
agregaron 25 ul de plasma de iguana a los pocillos de la primera columna. Con el uso
de un microdiluidor (volumen fijo) las muestras se diluyeron de manera seriada hasta
obtener una dilucion final de 1: 2048 (columna 11). Como control negativo, no se
colocé plasma de iguana en la columna 12. Finalmente, se agregaron 25 ul de SGRC
en los pocillos de todas las columnas (1-12). Después de la incubacioén a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) durante 1 h, se determinaron los titulos de AcN. Los titulos
asignados corresponden a la inversa de la dilucibn mas alta en el que se detectd

hemaglutinacion.

2.2.1.5 Actividad del sistema del complemento

Independientemente de la via del sistema de complemento (SC) que sea activada (Fig.
1.16, Capitulo 1), la cascada de reaccion finaliza en la lisis del microbio, molécula o
célula que haya funcionado como antigeno iniciador de la activacién del SC. El ensayo

de hemodlisis de glébulos rojos de oveja (SRBC, del inglés: “sheep red blood cells”) se
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basa en la ruptura de los SRBC a través de las proteinas inmunolégicas circulantes en
el plasma del animal que se esta evaluando. Estas proteinas reconocen a los SRBC
como antigenos y provocan la activacién de la cascada del SC, que culmina en la
formacion de un complejo proteico que genera un poro (CAM: Complejo de Ataque a

Membrana) en la membrana de los SRBC vy la posterior lisis de los mismos (Fig. 2.5).

Fig. 2.5;: Tubos Eppendorf con plasma de lguana +
solucion de SBRC. A la izguierda, sedimentacion
de SBRC. A la derecha, restos de GR luego de la

lisis causado por el CAM: Complejo de Atague a la

Membrana

La consecuente liberacién de hemoglobina es registrada por espectrofotometria y se
considera proporcional a la actividad del SC. Este ensayo es utilizado en forma
rutinaria para evaluar el SC en los laboratorios clinicos (Kirschfink y Mollnes, 2003) y
fue adaptado para el andlisis del mismo en el suero de reptiles por Merchant y col.
(2006). El protocolo aplicado para suero de iguanas se describe a continuacion:

La sangre de oveja se centrifugadé a 2500 rpm durante 20 min y el sobrenadante fuer
descartado, realizandose lavados repetidos con una solucion buffer fosfato salino
(PBS, 1% pH 7.4) hasta clarificar el sobrenadante. Después del ultimo lavado, se
prepardé una solucion al 2% (v/v) de SBRC con el mismo buffer a partir del paquete
globular. En un tubo Eppendorf, se colocd 200 pl de dicha solucién + 200 pl de plasma
de S. merianae. Se homogeneiz6 y se dejo reposar por 30 min a temperatura
ambiente. Luego se centrifugd a 2500 rpm por 5 min. Posteriormente, se tomaron 250
pl del sobrenadante y se transfirieron a una microplaca de 96 pocillos (Fig. 2.6)
(Cromoplate, policubetas fondo “U”) para la medicién de la densidad éptica en un

lector de microplacas a 540 nm (Spectrostar Nano BMG Labtech).
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Para obtener un control positivo se agregd 2 ul de Triton X-100 a 1 ml de solucién de
SRBC al 1% y se homogeneizé varias veces. Este detergente no idnico actua
rompiendo las membranas celulares de los SRBC ocasionando una hemodlisis
completa, por lo que el resultado obtenido se consider6 como la maxima hemdlisis
(MH). Todos los resultados de la hemolisis de SRBC se dividieron por la absorbancia

medida en el control positivo para obtener el porcentaje maximo de hemolisis (%MH).

Fig. 2.6: Microplaca cargada con diferentes diluciones
de SBRC + plasma de iguana. En la ultima fila a la
derecha se encuentra el control positive (Triton X-100)

2.2.2 Determinacion de valores de referencia

Debido a la importancia de establecer valores basales de los parametros a utilizar en
la especie estudiada y considerando que las caracteristicas de S. merianae la
convierten en un organismo centinela (ver apartado 1.1.3, Capitulo 1), se detalla a

continuacion la determinacién de estos valores de referencia para la especie.
2.2.2.1 Ejemplares analizados

Esta investigaciéon fue aprobada por el Comité de Etica y Seguridad (CAES) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral (#258/16, Santa
Fe, Argentina). Todos los animales fueron manipulados en base a los Principios éticos

para la investigacion con laboratorios, granjas y animales salvajes (CONICET, 2005).

En este estudio fueron utilizados 36 especimenes de iguana overa: 12 recién nacidos
(RN; hasta 2 dias de edad), 12 juveniles (JUV; 1 afio de edad) y 12 adultos (AD; > 4

afos; 6 machos y 6 hembras). Los animales RN y JUV provinieron de huevos
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colectados en la Reserva Natural manejada “El Fisco” localizada en la Provincia de
Santa Fe, Argentina; correspondiente a un Area Natural Protegida (30° 11°31,95” Sur;
61° 00°19,23” Oeste) situada a una distancia mayor a 20 km con respecto a areas que
reciban aplicacién de plaguicidas o que posean otra actividad contaminante industrial
(Siroski y col., 2016) (Fig. 2.7).

Fig. 2.7: A) Ubicacion de |la Laguna "El Fisco”
considerada como Reserva natural controlada
{provincia de Santa Fe, Argentina) donde se
recolectaron huevos de S. merianae. B) detalle
de ubicacion de la laguna (puntero)

Los huevos recolectados fueron incubados artificialmente bajo condiciones controladas
de temperatura (29- 32°C) y humedad (< 20%) en las instalaciones del Proyecto
Iguana “PI” (ver apartado 1.2.2, Capitulo 1). Los lagartos adultos empleados en este
estudio fueron extraidos del plantel existente en cautiverio en el "PI".

Los ejemplares RN y JUV no se pudieron sexar debido a que poseian menos de 20 cm
de longitud desde el hocico a la cloaca (LHC), tamafio minimo imprescindible para
poder realizar esta determinaciéon (Yanosky y Mercolli, 1992). Por lo tanto, la
determinacion del sexo se realizd sbélo en adultos, mediante la observacion en los
machos de botones nupciales presentes a ambos lados de la cloaca (Siroski y col.,
2017) asi como la hipertrofia de los musculos de la mandibula (Hall, 1978; Yanosky y
Mercolli, 1992), entre otras caracteristicas fisicas (ver apartado 1.2.1, Capitulo 1).

Los animales de las tres clases de edad (RN, JUV y AD) fueron mantenidos en
condiciones de cautiverio dentro de las instalaciones del “PI” y fueron alimentados ad
libitum tres veces por semana (ver apartado 1.2.2, Capitulo 1). Todos los animales
fueron colocados en bateas plasticas de diferentes dimensiones segun el tamarfio de

los animales, dentro de una habitacién con temperatura controlada y sistema de luces
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ultravioleta para reptiles (ver apartado 1.2.2, Capitulo 1). Cada batea (ver Fig. 1.10,
Capitulo 1) fue acondicionada con material proveniente de la naturaleza (tierra, ramas
y pasto seco) extraido de zonas sin exposicién a plaguicidas.

Todos los ejemplares fueron identificados individualmente mediante fotografias de su
parte ventral para su identificacion individual, debido a que poseen un patrén de

manchas unico e irrepetible en cada individuo de esta especie (Fig. 2.8).

Fig. 2.8: llustracion del patrén de manchas ventrales
Unicas e irrepetibles en cada sjemplar de S. merianas.
A) Adulto. B) Recién Nacido. Barra A)= 10 cm: B)=1
cm

2.2.2.2 Toma de muestras

La sangre periférica fue obtenida a partir de la vena caudal (Olson y col., 1977, Fig.
2.9) de los ejemplares empleando jeringas heparinizadas con agujas de 25 G x 5/8"
para iguanas RN y 21G x 1" para JUV y AD. Se utilizaron alicuotas de diferentes
volimenes de la sangre recogida para realizar las determinaciones de RTGB, RDGB,
H/L e IL. La ultima alicuota se centrifugd a 2500 xg durante 15 min y se almacené a -
80 °C hasta ser utilizada para la determinacion de los niveles de AcN y la actividad de
SC (Siroski y col., 2016).
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Fig. 2.9: Extraccién de sangre, a partir de la vena
caudal, en un ejemplar adulto

2.2.2.3 Medicién de los indices inmunolégicos

Fueron evaluados los siguientes parametros inmunolégicos, descritos en el apartado
2.2.1: recuento total y diferencial de glébulos blancos, determinacién de los indices H/L
y de Lobularidad, deteccién de AcN y actividad del SC.

2.2.2.4 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos para los diferentes parametros inmunolégicos en las 3 clases de
edad (RN, JUV y AD) y para los distintos sexos (en los adultos) fueron sometidos a
pruebas de homogeneidad de varianzas utilizando la prueba de Levene y de
normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Para la determinacién de
diferencias entre grupos de edad, los datos se analizaron mediante un analisis de
varianza (ANOVA) seguido de una prueba de Dunnet. Cuando los datos no cumplian
con los supuestos de normalidad y / o homogeneidad de varianzas, se analizaron
mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis seguida de una prueba de Mann-
Whitney. Las comparaciones de las variables analizadas en funcién del sexo, se
realizaron mediante una prueba t de Student, excepto para los datos de eosinéfilos del
RDGB, que por no cumplir con los supuestos de normalidad y homgeneidad de

varianzas, fueron analizadas a través de una prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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Las diferencias entre los diferentes grupos de edad y entre ambos sexos, fueron
consideradas significativas con p< 0,05. Todos los datos se reportaron como medias

considerando el error estandar (£ EE).
2.3 Resultados

Se describen, a continuacion, los tipos de leucocitos observados en los ejemplares

analizados de S. merianae (Fig. 2.10).
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Fig. 2.10: Leucocitos de S. merianae. (A, B): Heterdfilos; (C): Eosindfilo; (D). Basdfilo; (E):
Monocito y (F): Linfocito grande. Flechas continuas: nucleo; flechas discontinuas:
citoplasma. Barra= 10 um (aplicable a todas las figuras).

En la figura se pueden observar: heteréfilos con distinto tipo de granulacion
citoplasmatica: en forma de bastén (A) y de pequefios granulos redondos (B);
eosinofilo con granulacion pequefia y redondeada (C); basoéfilo con granulacion densa
que hasta puede tapar el nucleo (D); monocito con nucleo arrifionado y gran
citoplasma sin granulaciones con baja relacién nucleo / citoplasma (E) y un linfocito
grande con un nucleo unico con baja concentracién de heterocromatina y gran
citoplasma con pseuddépodos (F). Los linfocitos pequefios presentaron
heterocromatina y un citoplasma escaso y basdéfilo (ver apartado 1.3.2, capitulo 1, por

mas detalles de clasificacion).

Los resultados del RTGB no revelaron diferencias entre las clases de edad de S.
merianae, siendo las medias (en céls/mm?®) para cada grupo, las siguientes: RN:
20541,67 £ 2741; JUV: 19583,33 * 4240,34; AD: 20333,33 + 2869,2. Sin embargo,
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respecto del RDGB, los niveles de eosindfilos fueron mayores en RN en comparacion
con los grupos JUV y AD (Fig. 2.11).

6000

5000 T

4000

3000

2000

Eosinéfilos/mm?

1000

RN JUV AD
Clases de Edad

Fig. 2.11: Numero de eosinofilos/mm?® en cada clase de edad. RN (recien nacidos),
JUV (juveniles), AD (adultos). Los valores gue se muestran son medias (£ EE)de 12
iguanas / grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05).

Del mismo modo, el nimero de baséfilos/mm?® fue diferente entre las clases de edad,
no obstante, éstos representaron niveles aun mas bajos que los niveles de eosindéfilos

respecto de los otros tipos de leucocitos en sangre periférica (Fig. 2.12).
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Fig. 2.12: Numero de basofilos /mm?® en cada clase de edad. RN (recién nacidos),
JUV (juveniles), AD (adultos). Los valores gue se muestran son medias (+ EE) de 12

iguanas / grupo. *Estadisticamente significativo (p=< 0 03).

En relacion a los otros tipos de leucocitos, no se observaron diferencias entre
clases de edad (Tabla 2.1).

as

Tabla 2.1: Resultados (Media = E.E.) de todas las clases de leucocitos expresados en
céls/mm? para los distintos grupos de edad de S. merianae. RN: Recién Nacidos; JUV:
Juveniles; AD: Adultos.

Heterdfilos

Linfocitos Monocitos Eosindfilos Basdfilos | Azurdfilos
RN | 1053708 +218368 | 685333 + 144004 | 375+197 | 415125 +809708 | 11833 +4225 | 3783 + 642
JUV | 1098875 +3502.76 | 786917 + 146223 | 1458 + 1062 | 696,25 + 21569 458 + 458 2017 + 487
AD | 10284,58 +231522 | 8669,58 + 23506 792+792 | 148708 +40006 | 2375 +17.05 | 2017 245

Cuando se compard la media de todos los tipos de células en las tres clases de edad,

se encontré que el grupo de heterdfilos fue el tipo de leucocito mas prevalente en la

sangre periférica. En este tipo de leucocitos, el nucleo fue redondeado, con uno o dos

I6bulos, siendo poco frecuente la presencia de tres o mas lébulos, determinando un IL
de 1,76 £ 0,10 para RN, 1,65 + 0,58 para JUV y 1,61 + 0,92 para AD. La comparacién

de este indice entre las clases de edad no mostré diferencias.

-53-



Por otro lado, los titulos de anticuerpos naturales difirieron entre los grupos etarios

siendo los niveles mas altos en AD (Fig. 2.13).
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JUV
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Fig. 2.13; Titulos de AcN en cada clase de edad. RN (recién nacidos), JUV
(juveniles), AD (adultos). Los valores se muestran como la media (£ EE) de 12
iguanas / grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Resulta importante aclarar que los valores de AcN en RN fueron bajos en todos los
individuos, en muchos casos con titulos = 0.

Con respecto a la actividad del sistema de complemento, los datos también revelaron
diferencias entre las clases etarias. La sangre de los RN mostré un valor muy bajo de

maxima hemdlisis en comparacion con la sangre de JUV o AD (Fig. 2.13).
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Fig. 2.14: Porcentaje maximo de hemolisis (% MH) en cada clase de edad. RN
(recién nacidos), JUV (juveniles), AD (adultos). Los valores mostrados son
medias (£ EE) de 12 iguanas / grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Por ultimo, las comparaciones realizadas en relaciéon con el sexo en los ejemplares

adultos, no mostraron diferencias en ninguno de los parametros examinados.
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2.4 Discusion

El presente estudio permitié establecer algunos parametros de referencia para su uso
posterior en evaluaciones acerca del S| de S. merianae.

Mediante estos estudios se obtuvieron resultados similares a los hallados por otros
autores, quienes no encontraron diferencias en los niveles de RTGB entre diferentes
clases de edad de S. merianae (JUV vs. AD; Troiano y col., 2008). Otros estudios
realizados en la tortuga terrestre argentina (Chelonoidis chilensis chilensis; Troiano y
Silva, 1998), en el yacaré overo (C. latirostris) y el yacaré negro (C. yacare; Mussart y
col., 2006), asi como en la iguana verde (/guana iguana; Novoa- Fajardo y col., 2008),
han encontrado que la edad no influye sobre este parametro hematolégico. Casal y
col. (2009) reportaron diferencias entre clases etarias en tortugas Carefta caretta,
donde los RTGB de juveniles en condiciones de cautiverio fueron superiores a los de
adultos en condiciones seminaturales. Probablemente, estas diferencias podrian
adjudicarse a las diferentes condiciones de los animales estudiados. No obstante,
Barboza y col. (2008) reportaron resultados opuestos, donde los valores fueron mas
bajos en ejemplares adultos de C. latirostris respecto de juveniles y subadultos
estudiados en condiciones de cautiverio.

Respecto del RDGB, en esta Tesis se busco esclarecer la clasificacion leucocitaria
debido a la falta de consistencia entre los trabajos reportados para la especie respecto
de otras especies similares. En este trabajo fue posible obtener extendidos con
tinciones que permitieron una determinacion y clasificacion leucocitaria precisa (ver fig.
2.10). Los resultados hallados en los valores de referencia coinciden, salvo algunas
excepciones mencionadas posteriormente, con los encontrados para otras especies de
reptiles. Pueden ocasionarse confusiones en las clasificaciones de algunos tipos de
leucocitos, debido probablemente a las semejanzas de sus estructuras morfolégicas
(ver apartado 1.3.2; Capitulo 1), que se acentian cuando la coloracién no es eficiente.
Por ejemplo, cuando se comparan los resultados obtenidos en esta Tesis, con los
hallados para S. merianae por Troiano y col. (2008; 2010), aparece una diferencia
respecto de los conteos relativos de las poblaciones de eosindfilos y de heterdfilos;
donde los autores, al contrario de lo aqui hallado, incluyen un numero elevado de
eosinofilos y por contraparte, un bajo nimero de heterdfilos. Los resultados de los
trabajos mencionados no condicen con lo reportado en otra bibliografia, donde las
cantidades relativas de eosindfilos en circulacién son bajas; y las cantidades de
heterdéfilos y linfocitos son las que prevalecen en animales con estados de salud
6ptima. De acuerdo con estos conceptos, los resultados de |la presente Tesis coinciden

con lo reportado por Mayer y col. (2005) sobre este parametro en otra especie del
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Orden Squamata: Physignathus cocincinus (dragones de agua), donde las poblaciones
de heterdfilos (junto a las de linfocitos) son las mas prevalentes en circulacion
sanguinea y las de eosindfilos son relativamente bajas.

Cuando se comparan los RDGB entre clases de edad encontramos resultados
similares a los reportados por Rios y col. (2003) para Lama guanicoe (guanacos)
donde las poblaciones de eosindfilos en los RN fueron elevadas en comparacién con
las de iguanas juveniles y adultas. Este resultado podria ser una consecuencia de la
exposicion a alérgenos presentes en el material del nido y que entran en contacto con
los neonatos a partir de su nacimiento, debido a que el aumento de este tipo celular
puede estar relacionado a causas alérgicas (ver apartado 1.3.2; Capitulo 1).

Respecto al numero relativo de baséfilos en las diferentes clases de edad, podria
sugerirse que el mayor niumero hallado en RN esté relacionado también en respuesta
a la exposicién a los alérgenos presentes en el material de nido. En mamiferos, los
basofilos poseen receptores de membrana especificos para la inmunoglobulina E (IgE)
que es producida por células plasmaticas como respuesta a la exposicion a alergenos.
El contacto con un alergeno resulta en una rapida secrecion de los granulos de estas
células, con lo que se libera histamina y otros mediadores vasoactivos y se produce
una reaccién de hipersensibilidad (Rigoni y col.,, 2018; Cuevo-Perez y col., 2014).
Como se mencionaba en el Capitulo 1 (apartado 1.3.1), ante la ausencia de IgE en los
genomas de los reptiles, es probable que una subclase de IgY esté mediando una
respuesta alérgica de esta clase (Liguori y col., 2020). Ademas, ante esta exposicion
podrian tener la capacidad de secretar otros mediadores que pudieran atraer
eosinoéfilos a los lugares de inflamacion.

De acuerdo con |lo observado en caimanes por Troiano y col. (1996) y en tortugas de
tierra por Troiano y Silva (1998), el presente estudio no revelé diferencias entre las
clases de edad en los valores de los otros tipos de leucocitos, mientras que Stacy y
col. (2011) describieron cambios relacionados con la edad en los porcentajes de
linfocitos y heterdfilos en tortugas C. careffa. Ademas, Casal y col. (2009) reportaron
diferencias en el RDGB entre tortugas juveniles y adultas de la especie C. caretta,
mostrando en estas ultimas un numero elevado de eosindfilos.

Del mismo modo, los IL no mostraron diferencias entre los grupos de edad,
determinando un valor promedio de referencia del IL para la especie de 1,67 + 0,53.
Como se menciond en el apartado 2.2.1.3, el IL normalmente esta definido para cada
especie, de manera que variaciones o desviaciones de este valor basal pueden
informar sobre efectos negativos en evaluaciones toxicoldégicas o de salud animal.
Hasta el momento no se han reportado valores de referencia de este parametro para

ninguna otra especie de reptil; no obstante, se han informado valores de IL para el
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sapito cavador o de jardin (Rhinella fernandezae; Cabagna Zenklusen y col., 2011) y
para ejemplares de (Rhinella arenarum; Salinas y col. 2015).

Con respecto a los niveles de AcN, en este estudio, los titulos mas altos fueron
hallados en iguanas adultas en comparacion con los juveniles y neonatos. Este
aumento en titulos de AcN con la edad también ha sido informado en mamiferos, aves
y otros reptiles (Parmentier y col., 2004; Benatuil y col., 2008; Sparkman y Palacios,
2009; Ujvari y Madsen, 2011; Zimmerman y col., 2013). Debido a que las respuestas
humorales adaptativas son comparativamente mas lentas y menos robustas en los
reptiles respecto de los mamiferos, es posible que puedan depender en mayor medida
de una respuesta alternativa facilitada por AcN (Zimmerman y col., 2010). Por esta
razén, es que los reptiles parecen tener una menor dependencia de la respuesta
especifica de los anticuerpos compensada con un aumento en los niveles de AcN, lo
que podria ser considerado como una consecuencia "positiva" de la edad en reptiles
(Ujvari y Madsen, 2011; Zimmerman y col., 2018).

Se han desarrollado estudios sobre la actividad del SC en una variedad de reptiles. Se
ha reportado un eficiente SC en Alligator mississippiensis (alligator; Merchant y col.,
2005), Crocodylus porosus (cocodrilo marino) C. johnstoni (cocodrilo de agua dulce;
Merchant and Britton, 2006) y C. latirostris (Siroski, 2011), lo que sugirié la gran
importancia fisiolégica que posee este sistema en términos de la proteccién que brinda
contra varios patégenos (Siroski, 2011). En este sentido, Poletta y col. (2013)
reportaron que el SC, como parte del mecanismo innato de los vertebrados
ectotérmicos, es mas diverso que la de los vertebrados endotermos, indicando un
papel mas importante de esta funcién inmune como mecanismo de defensa. En el
presente estudio se detectd, un bajo porcentaje de maxima hemdlisis en S. merianae
en comparacioén con todas las especies de cocodrilianos mencionados anteriormente,
pero mayores a los reportados para mamiferos y aves (Moleon y col., 2020). Sin
embargo, no existe hasta el momento una caracterizacion detallada del SC de la
iguana overa.

Por otro lado, observamos diferencias en la actividad del SC entre las clases etarias
de S. merianae, indicando un aumento de la actividad con la edad. Este aumento
podria estar relacionado con un incremento en la produccién de citoquinas, en un
intento de compensar una actividad disminuida en la inmunidad mediada por células y
de la capacidad funcional de IgY asociadas al avance de la edad. Este argumento fue
propuesto por Strasser y col. (2000), quienes reportaron resultados similares en
relacién a la edad en mamiferos, donde la actividad del SC fue mayor en animales

adultos respecto de juveniles. En el caso de la iguana overa, esto puede tener mas
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relevancia si se considera que su respuesta tiene mayor dependencia del sistema
inmune innato (SllI).

Las diferencias encontradas entre las clases de edad (RN, JUV y AD) respecto de los
niveles de eosinodfilos, titulos de AcN y actividad del SC, indican la necesidad de
incorporar siempre la variable “edad” o “clase etaria” en estudios donde S. merianae
sea utilizada como especie modelo. Ademas, nuestros resultados apoyan la opinién de
que la inmunosenescencia no debe considerarse como una reducciéon general de la
inmunocompetencia, sino como un proceso dinamico que incluye tanto la pérdida
como la ganancia en diferentes componentes del Sl, por lo que deben considerarse
varios componentes de este sistema cuando se analizan alteraciones dependientes de
la edad (Zimmerman y col., 2018).

En relacién con la variable “sexo” no se encontraron diferencias en los parametros
inmunolégicos analizados. Del mismo modo, no encontraron diferencias relacionadas
con el sexo en RTGB y el RDGB ni en otros parametros bioquimicos / hematolégicos
en tortugas Podocnemis expansa (Oliveira-Junior y col., 2009) y Phrynops hilarii
(Latorre y col., 2015) ni en especies del género caiman (Troiano y col., 1996). En
contraste, Barboza y col. (2008) informaron que los ejemplares machos de C. latirostris
poseian niveles de leucocitos, eosindfilos, heterdéfilos y monocitos mayores que los de
las hembras. De manera similar, Stacy y Whitaker (2000) reportaron que los recuentos
totales de glébulos blancos y de heteréfilos promedio, fueron significativamente
mayores en machos adultos que en hembras adultas de Crocodylus palustris.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio, el género no parece ser
una variable clave para ser considerada en estudios sobre S. merianae.

En conclusion, en el presente trabajo se determinaron valores basales para iguana
overa de seis parametros hematologicos de importancia, donde tres de ellos mostraron
diferencias entre las clases de edad, pero no entre sexos, resaltando la importancia de
considerar la primera variable al momento de utilizarlos como biomarcadores

inmunoldgicos para la especie.
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CAPITULO 3

Evaluacién del efecto individual de los plaguicidas Clorpirifos,
Cipermetrina y Glifosato, y de su mezcla, sobre el desarrollo
embrionario de ejemplares de S. merianae.
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3.1 Introduccion

En los ultimos afios la embriologia de los reptiles se convirti6 en un componente
significativo dentro de los estudios de ecologia y evolucion de ese grupo de
organismos (Andrews, 2004). Se ha reportado que las condiciones ambientales
experimentadas por el individuo durante la embriogénesis pueden afectar las
caracteristicas post-natales debido a la extrema sensibilidad que poseen los
embriones de reptiles a las condiciones del medio ambiente (lungman y Pifa, 2013;
Furness y col., 2015). De esta manera, las caracteristicas del ambiente que rodea a
los embriones de reptiles pueden influir significativamente sobre |la tasa de desarrollo y
el éxito de eclosién de los mismos, asi como sobre su fenotipo, rendimiento funcional y
la aptitud de su descendencia (Deeming 2004). Estas caracteristicas pueden ser
determinadas por factores de origen natural o antrépico, siendo estos ultimos, capaces
de producir mayor impacto sobre los embriones de reptiles debido a su
impredecibilidad, frecuencia y duracion.

En capitulos anteriores se ha mencionado la alta exposicidén a plaguicidas que poseen
los reptiles, ya sea por contacto, ingestién, inhalacién, exposicion dérmica,
transferencia materna hacia los huevos y/o absorcién por parte de éstos desde los
ambientes circundantes (Rich y Talent, 2009; Siroski y col., 2017). Particularmente, el
principal problema para la salud de las poblaciones silvestres de reptiles, es la
coincidencia de su temporada de reproduccién (primavera y verano), con el periodo de
maxima aplicacién de plaguicidas en las areas cultivadas, lo que implica un riesgo alto
de contaminacion, especialmente importante en el desarrollo de embriones y neonatos
(Burella y col., 2017). Los reptiles, con algunas excepciones, suelen depositar sus
huevos en nidos subterraneos, excavados en la tierra o arena, revestidos con material
organico o sustratos similares, por lo que el desarrollo embrionario se puede ver
afectado, entre otros factores, por contaminantes ambientales presentes en el material
de nido o en el sustrato (de Solla y Martin 2011; Wu y col., 2016). En este ultimo caso,
la exposicion podria ocurrir a partir de los compuestos disueltos en fase acuosa en el
sustrato, o de aquellos en fase gaseosa a través del intercambio con el aire (Marco y
col., 2004).

Finalmente, independientemente de cual sea la via de ingreso al embridén, podria
sostenerse que la potencial exposicién a contaminantes desde su desarrollo dentro del
huevo, y a lo largo de su vida, podria dar como resultado procesos de bioacumulacion
(Milnes y col., 2005; de Solla y Martin, 2011). Esta situacién se agrava en Argentina si

se tiene en cuenta que una importante proporciéon de las areas donde habita S.
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merianae, son compartidas con campos con una actividad agricola intensa (ver
apartado 1.2.3; Capitulo 1).

Por otra parte, las hembras de iguana overa producen huevos con una cascara
relativamente permeable que permite el intercambio de agua y gases para cubrir la
demanda embrionaria (ver apartado 1.2.1; Capitulo 1); de ese modo, los
contaminantes pueden ser transferidos hacia el interior de los huevos. Muchas
evidencias demuestran que los organismos oviparos a menudo exhiben una mayor
sensibilidad toxicolégica a los contaminantes quimicos en sus etapas tempranas de
vida (Russell y col., 1999; Burella y col., 2017). En este contexto, en una evaluacion de
riesgo toxicolégico de un ambiente particular, se considera fundamental el
conocimiento de la exposicion a contaminantes durante el desarrollo embrionario de
los individuos (Poletta y col., 2009).

Algunos estudios han demostrado efectos de una variedad de plaguicidas durante el
desarrollo embrionario en ejemplares de diferentes especies. Se han reportado efectos
téxicos de diferentes plaguicidas organoclorados en embriones de aligator americano
(Alligator mississippiensis; Rauschenberger y col., 2004), de cipermetrina, endosulfan
y glifosato en los de yacaré overo (Caiman latirostris;, Lopez Gonzalez y col., 2017), asi
como del neonicotinoide tiametoxam sobre el desarrollo embrionario del pez cebra
(Danio rerio; Garcia y col., 2018). Ademas, se han hallado efectos dependientes del
momento de exposicidon en diferentes especies: Bunn y col. (2001) reportaron efectos
téxicos sobre las diferentes etapas de desarrollo embrionario en ratas Sprague-Dawley
expuestas a plomo; Howe y col. (2004) evaluaron la toxicidad de tres formulaciones de
Glifosato en ejemplares de cuatro especies de anfibios: rana verde (Rana clamitans),
leopardo del norte (R. pipiens), rana de madera (R. sylvatica), y el sapo americano
(Bufo americanus); y Mensah y col. (2011) encontraron diferentes efectos del Glifosato
Roundup® segln la etapa de desarrollo en camarones de agua dulce (Caridina
nilotica).

Los individuos en la etapa de vida embrionaria, también deben mantener un sistema
inmune funcional para protegerse de cualquier sustancia ajena al organismo.
Actualmente, se cuenta con escasa informacion acerca de la sensibilidad de la funcién
inmune embrionaria a las condiciones ambientales (Brusch y de Nardo, 2019).

El objetivo de este capitulo fue evaluar los efectos inmunotoxicos individuales de los
plaguicidas ampliamente usados en Argentina -Glifosato (GLI), Clorpirifos (CPF) y
Cipermetrina (CIP)-, y de su mezcla terciaria en embriones de S. merianae, para
evaluar el riesgo potencial asociado a la exposicidén in ovo en el entorno natural de la

especie y sus posibles efectos estadio-dependientes.
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3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Colecta de huevos de S. merianae

Este estudio se enmarca en el Proyecto de uso sustentable Pl (ver apartado 1.2.2,
Capitulo 1) que posee como uno de sus pilares esenciales la participacion de los
pobladores locales. Estas personas estan involucradas en diferentes tareas como la
identificacion de nidos, la recoleccién de huevos, actividades logisticas para la
reintroduccién de animales en sus entornos naturales, entre otras (Siroski y col., 2017;
apartado 1.2.2; Capitulo 1). Todos los afos, los pobladores identifican los nidos de
iguanas aproximadamente en el mismo periodo; sin embargo, los eventos
reproductivos de estos animales estan sujetos a numerosas variables, principalmente
a las variables climaticas. Este estudio se realizé en dos temporadas reproductivas
consecutivas. En el primer afo, la temporada reproductiva fue mas temprana que la
siguiente. Por estos motivos se llevaron a cabo los ensayos empleando huevos de S.
merianae en dos diferentes etapas del desarrollo embrionario: al comienzo (3-5 dias) y
a la mitad (33 dias) del mismo. Los resultados de ambas exposiciones fueron
comparados para evaluar posibles diferencias en los efectos téxicos sobre embriones
expuestos durante distintos momentos del desarrollo embrionario. Esta comparacién
nos permitié obtener resultados muy interesantes, que estan en relacién con lo que
realmente sucede en la naturaleza.

Cabe destacar que las condiciones de incubaciéon y exposicion en ambos
experimentos fueron cuidadosamente controladas y se mantuvieron exactamente
iguales.

Los huevos que se utilizaron en estos ensayos fueron recolectados en la Reserva
Natural Gestionada "El Fisco" ubicada en la Provincia de Santa Fe, Argentina;

correspondiente a un Area Natural Protegida (ver Fig. 2.3; Capitulo 2).

3.2.2 Determinacién de las etapas embrionarias en S. merianae

Para llevar a cabo este estudio se consideré un sistema codificado de etapas
embrionarias que permite la caracterizacion y comparacién de diferentes fases de
desarrollo bajo condiciones de incubacibn mencionadas anteriormente. La
determinacion de las etapas de desarrollo en la que se encontraban los embriones de
S. merianae en los huevos recolectados, se realizd a partir de un huevo de cada nido
siguiendo la metodologia propuesta por lungman y col. (2019). Las etapas
embrionarias fueron determinadas por las siguientes caracteristicas morfolégicas del

embrion:
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-Embrion de 3-5 dias (Fig. 3.1): en esta etapa de desarrollo el embriéon esta
completamente cubierto de amnios. A partir del cuarto dia, comienzan a diferenciarse
distintas partes faciales, entre ellas, las vesiculas 6pticas. Respecto de la flexion y
rotacion, a los 3 dias de desarrollo la torsién corporal ya comenzd, pero la mitad
caudal todavia se encuentra en la membrana de la cascara de huevo. A los cuatro
dias del desarrollo el embriéon toma una forma de "J" y al quinto dia, una forma de "U".
En cuanto a las extremidades, comienzan a aparecer en el dia 3 como pequenas

condensaciones que constituyen primordios de miembros anteriores y posteriores.

Fig. 3.1: imagenes ilustrativas de embriones de S. merianaeen vistas laterales. A)Diad y
B)Dia 5. La barra de escala representa 1 mm. Las fotos son cortesia de la Dra. Josefina
L. lungman

-Embrién de 33 dias de desarrollo (Fig. 3.2): se observa un desarrollo de los huesos
faciales que hace que la cabeza se vea aplanada en vista dorsoventral. Ya resulta
evidente la expansion del hocico y un incremento en la rigidez del mismo. Ambos
parpados poseen ahora un ancho regular con un final afilado. La lengua es
desarrollada y bifida. Una serie de denticulos aparece bordeando la mandibula
superior. Las garras de los dedos han comenzado su cornificacion en las extremidades

anteriores (Fig. 3.2 B).
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Fig. 3.2: Imagenes ilustrativas de embriones de S merianae en &l dia 33. A) Cabeza
lateral derecha. B) detalle de miembro posterior derecho. Barras: 1 mm. (C: garras; TC,
cornificacidon). Extraidas de lungman vy col., 2019

3.2.3 Disefo experimental

En ambos experimentos se siguié el mismo procedimiento y se utilizaron los mismos
materiales para la exposicion de los embriones de S. merianae a los diferentes
plaguicidas. La exposiciéon in ovo se realizé6 por aplicacion tépica en la superficie
superior vascularizada de los huevos (Fig. 3.3). Una vez que la solucién fue absorbida,
los huevos se colocaron sobre una base de vermiculita y se cubrieron con material
vegetal humedo, obtenido de areas alejadas de cualquier fuente de contaminantes,

para simular las condiciones naturales de incubacién dentro del nido.
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Fig 3.3 A) Aplicacion tdpica de plaguicidas en la superficie
superior vascularizada de los huevos. B) detalle de la aplicacion

Los huevos provenientes de cuatro diferentes nidos se repartieron equitativamente en
diferentes bandejas, cada una de las cuales correspondia a un tratamiento distinto. Se
incluyeron tres huevos de cada nido por tratamiento para poder evaluar
estadisticamente el “efecto nido”. Este efecto es uno de los principales factores que
introducen variabilidad y consiste en la influencia de factores genéticos, asi como del
entorno de incubacién, en los rasgos fenotipicos de los animales.

Las formulaciones quimicas empleadas en los dos ensayos de topicacién fueron:
Roundup Full I1® (66.2% glifosato, GLI-RU), Clorpirifos Nufarm® (48% clorpirifos, CPF)
y Cipermetrina Atanor® (25% cipermetrina, CIP). Ademas, el segundo afio se incorpord
la formulacién de Panzer Gold® (60.8% glifosato, GLI-PZ) para comparar sus posibles
efectos con respecto a la otra formulacion a base de Glifosato. Roundup Full Il (RU) es

un herbicida liquido soluble en agua (12,000 mg/l), que contiene glifosato potasico [N-
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(fosfonometil) glicina sal monopotasica, C3H7KNO5P] como su principio activo (p.a.).
Panzer Gold® (Dow Agrosciences) 60,8% (p/v) es una sal de dimetilamina - [N-
(fosfonometil) glicina] perteneciente al grupo de herbicidas. CPF Nufarm es un
insecticida liquido insoluble en agua (2 mg/l) (O, O-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridil
fosforotioato). CIP Atanor es un liquido insoluble en agua (0,01 mg/l) y consiste en una
mezcla de diferentes isémeros de cipermetrina (C22H19CI2NO3).

Este es el primer estudio llevado a cabo en huevos de iguana overa topicados con los
insecticidas CPF y CIP. Por esta razon se utilizaron concentraciones subletales
probadas en una especie cercana (C. latirostris) (Poletta y col., 2009). En el segundo
afo, se usaron solo las concentraciones efectivas encontradas en el primer afo para
S. merianae; es decir, aquellas concentraciones a las cuales un efecto téxico habia
empezado a ser evidente en esta especie. En cambio, para la aplicacién de las
formulaciones de GLI, se consideraron las concentraciones efectivas descritas por
Schaumburg y col. (2016) que causaron efectos genotoxicos en los embriones de S.
merianae.

Teniendo en cuenta que los huevos de S. merianae poseen la mitad del tamafo de los
huevos de C. latirostris, el volumen final de plaguicidas aplicados en nuestros
experimentos fue de 25 ul / huevo, (siguiendo los protocolos de Schaumburg y col.
2016), que es la mitad del volumen de téxicos aplicados por Poletta y col. (2009) en
huevos de C. latirostris. Estas cantidades son las maximas que pueden ser aplicadas
por topicacion sobre las cascaras de los huevos de manera de lograr la absorcion de
los plaguicidas sin que se derrame fuera de la superficie de los mismos.

El primer afo, cuando la aplicacion tdpica se realizd a los 33 dias del desarrollo del
embrion, un total de 132 huevos provenientes de 4 nidos, de los cuales se utilizaron 33
huevos de cada uno, se distribuyeron en 11 grupos experimentales (tabla 3.1): 1
control negativo (CN: agua destilada no declorada), 1 control de vehiculo (CV: etanol)
y 9 tratamientos: 3 grupos expuestos a la formulacién de GLI-RU (200, 400 y 800 ug /
huevo), 3 para la formulacién de CIP (10, 100 y 1000 ug / huevo) y las otras 3 para la
formulacién de CPF (10, 100 y 1000 ug / huevo). Debido a la insolubilidad de los
insecticidas CIP y CPF en el agua, se usé como diluyente etanol (C2H60), razén por
la cual este alcohol se incluyé como control de vehiculo para descartar su posible

efecto sobre los parametros analizados.
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Tabla3.1: Grupos experimentales de S merianae expuestos a formulaciones de plaguicidas
basadas en clorpirifos, cipermetrina y glifosato durante su desarrollo embrionario.

N® DE N® DE HUEWVOS /

HUEWOS / GRUPO

GRUPO EXPERIMENTAL COMPLESTO CONCENTRACION NIDO EXPERIMEMNTAL
CONTROL NEGATIVOD (CN) Agua destilada - 3 12
CONTROL DE VEHICULO (CV) Etanol 96 % 3 12
TRATAMIENTO 1 (CPF 10) Clorpirifos 10 pg/ huevo 3 12
TRATAMIENTO 2 (CPF 100) Clarpirifos 100 pg/ hueva 3 12
TRATAMIENTO 3 (CPF 1000) Clorpirifos 1000 pg/ huevo 3 12
TRATAMIENTO 4 (CIP 10) Cipermetrina 10 pg! huevo 3 12
TRATAMIENTO 5 (CIP 100) Cipermetrina 100 pg/ huevo 3 12
TRATAMIENTO 6 (CIP 1000) Cipermetrina 1000 pg/ huevo 3 12
TRATAMIENTO 7 (RU 200) Roundup 200 pg! huevo 3 12
TRATAMIENTO 8 (RU 400) Roundup 400 pg/ huevo 3 12
TRATAMIENTO 9 (RU 800) Roundup 800 pg' huevo 3 12

En el segundo afo, cuando se realizé la aplicacién topica sobre huevos con embriones
de entre 3 y 5 dias de desarrollo, un total de 156 huevos provenientes de 4 nidos, de
los cuales se utilizaron 39 huevos de cada uno, se distribuyeron en 13 grupos
experimentales (tabla 3.2): 1 control negativo (CN: agua destilada no declorada); 1
control de vehiculo (CV: etanol) y 11 tratamientos con diferentes formulaciones. Seis
grupos fueron expuestos a formulaciones de GLI: 3 se trataron con GLI-RU (200, 400 y
800 pg / huevo) y los otros 3 con GLI-PZ (200, 400 y 800 ug / huevo); 2 grupos fueron
expuestos a CIP (100 y 1000 pg / huevo); y 2 grupos con CPF (100 y 1000 ug /
huevo). Como se menciond, las concentraciones de los insecticidas (CIP y CPF)
empleadas fueron las efectivas del afio precedente. Finalmente, 1 grupo experimental
se expuso a una mezcla de las 3 formulaciones en su concentracién mas baja (GLI-RU
200, CIP 100 y CPF 100 pg / huevo). En este ultimo caso, alicuotas iguales de cada
una de estas concentraciones preparadas para su aplicacion individual, fueron
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mezcladas antes de la topicaciéon, y la mezcla fue aplicada en un volumen final de 25

pl / huevo.

Tabla 3.2: Grupos expenmentales de S menanae expuestos a formulaciones de
plaguicidas basadas en clorpirifos, cipermetrina y glifosato ¥ su mezcla terciana durante su
desarrollo embrionario.

W DE W DE HOEVOET

HUEVOQS Y GRUPD

GRUPO EXPERIMEMTAL COMPUESTO  CONCENTRACION HIDO EXPERIMENTAL
CONTROL NEGATIVD (CH) Agua destilada - 3 12
CONTROL DEVEHICULD (CV) Etanal 26% 3 2
TRATAMIENTO 1 (CPF 100) Clarpirifos 100 poi huevo 3 1
TRATAMIENTO 2 {CPF 1000} Clarpirifos 1000 pgf huevo 3 12
TRATAMIENTD 3 (CIP 100} Cipermetrina 100 pof hueve 3 12
TRATAMIENTC 4 (CIP 1000) Cipermetrina 1000 gt huevo 3 12
TRATAMIENTO 5 (RU 200) Roundup 200 pof huevo 3 12
TRATAMIENTO & (RU 400 Roundup 400 pof huevo 3 12
TRATAMIEMTO 7 (RU 800) Roundup 800 pa! huevo 3 12
TRATAMIENTO 8 (PZ 200} Panzer Gold 200 pof hueveo 3 12
TRATAMIENTO & (PZ 400) Panzer Gold 400 pgf huevo 3 12
TRATAMIENTO 10 (PZ 800} Panzer Gold 800 pof huevo 3 12
TRATAMIENTO 11 (MEZCLA) RU, CIPYCPF RUZ200, CIP100Y 3 12

CPF 100 pgfhuevo

3.2.4 Incubacion artificial

Para la construccion de la incubadora se siguié la metodologia empleada por lungman
y col. (2008). Se utilizaron bateas plasticas de alta resistencia con capacidad de 150
litros (ver Fig. 1.11 A, Capitulo 1), con tapa y paredes recubiertas con planchas de
poliuretano expandido (telgopor). Dicho recipiente contuvo hasta 20 cm de agua
calefaccionada por un calentador electrénico de acuario, y la temperatura se mantuvo

estable por medio de un termostato. Como se menciond anteriormente, los huevos se
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colocaron en bandejas plasticas sobre una base de vermiculita hidratada y se
cubrieron con material de nido (pasto) hidratado. Estas bandejas quedaron separadas
del agua por material plastico; y se posicionaron en una sola capa para evitar que
existan diferencias de temperatura o humedad entre los huevos de cada bandeja
(Ewert y Nelson, 2003). Para conservar la humedad se rocié el material de nido
periddicamente con agua y la estabilidad de la temperatura se verificd diariamente
mediante un almacenador de datos Hobo Temp (Onset Computer Corporation,
Pocasset, MA, U.S.A.).

Para cada ensayo experimental, el tiempo de incubacion artificial de los huevos
dependié de la etapa de desarrollo en la cual fueron colectados dichos huevos. El
mismo dia que fue determinado el desarrollo embrionario de cada nido, se realizé la
exposicion topica con los respectivos plaguicidas y el inicio de la incubacion artificial.
Esta especie tiene un tiempo promedio de incubacién total de 60 = 5 dias (lungman y
col., 2019) en condiciones de temperatura controlada a 29 °C (+ 2 °C) y humedad
menor al 20%. Luego de la aplicacién tépica de los plaguicidas, cada huevo fue
envuelto en una porcién de tela de tul de un color especifico para su individualizacién
segun el nido de procedencia (Fig. 3.4 A). De esta forma, una vez nacidos, los
animales quedaron retenidos en estos tules y fue posible identificarlos (Fig. 3.4 B).
Después de la eclosion, los animales se identificaron individualmente a través de sus

manchas ventrales (ver Fig. 2.8, Capitulo 2).
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Fig. 3.4 A) huevos sobre base de vermiculita en bandejas
plasticas, envuelios en tules de distintos colores para
iclentificar los diferentes nidos. B} Ejemplar de S.menanae
nacido dentro de una bolsa de tul

Finalmente, ademas de controlar las variables mencionadas durante la incubacién, se
fueron descartando y registrando los huevos no eclosionados, asi como la fecha de los
nacimientos y de las muertes embrionarias segun el caso. De esta manera, se pudo
determinar los dias de incubacion artificial de cada animal, considerando como dia 1,
el dia que fueron incluidos en las incubadoras luego de ser topicados con los
correspondientes plaguicidas.

El porcentaje de mortalidad embrionaria (% ME) se calculd con la siguiente férmula:

% ME= NME / NHT x 100
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Donde:
NME: nimero de muertes embrionarias por tratamiento

NHT: nimero de huevos totales por tratamiento

3.2.5 Toma de muestras

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron a partir de la vena caudal de los
animales dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento (Olson y col., 1977)
empleando jeringas heparinizadas (25g x 5/8 'agujas). Considerando el tamafo
promedio de los ejemplares recién nacidos, fue extraido un volumen de sangre por

animal menor a 1 ml (Fig. 3.5).

Fig. 3.5. Exfraccion de sangre, desde la vena caudal, a un
individuo recién nacido de S merianae.

3.2.6 Medicién de los parametros inmunolégicos

Se utilizaron pequefias alicuotas de la sangre recogida para realizar RTGB, RDGB y la
determinacién del indice de Lobularidad y H / L (35 ul en total). La muestra restante
(75 ul) se centrifugd a 2500 rpm durante 15 min y se almacené a -80 °C hasta su
utilizacion en la determinacién de los titulos de AcN (Siroski y col., 2016). Los detalles

de cada metodologia fueron desarrollados en el apartado 2.2.1.1 (Capitulo 2).

3.2.7 Medicién de tamanos corporales
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Todos los animales fueron pesados empleando balanza electrénica de 0,1 gr de
precision (OHAUS® Compact scale CS200), y medidos en su longitud Hocico-Cloaca
(LHC) con cinta métrica (0,1 cm de precisién) dentro de las 24 horas de nacidos, a los
tres y seis meses de edad, con el objetivo de evaluar los posibles efectos de los

plaguicidas en el crecimiento de los animales.
3.2.8 Analisis estadisticos

Los valores medios de los datos de cada tratamiento para cada parametro
inmunoldgico, fueron sometidos a pruebas de homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene y de normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-Smirnov.
Debido a que estos datos no cumplieron con los mencionados supuestos, fueron
analizados mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
de Mann-Whitney. Para analizar las diferencias en el retraso en los nacimientos entre
tratamientos y nidos, se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) de dos vias. Las
diferencias fueron consideradas significativas con un p< 0,05. Todos los datos se
informaron como media + el error estandar (EE). Los datos correspondientes a los

diferentes tratamientos se compararon con los grupos control (CN y CV).
3.3 Resultados

3.3.1 Efectos toxicos evaluados en embriones provenientes de huevos topicados con

plaguicidas aplicados individualmente.

Exposicién a los 33 dias del desarrollo embrionario:

El RTGB (nimero de leucocitos / mm?®) no revelé diferencias significativas entre los
animales expuestos a los diferentes compuestos (GLI-RU, CIP y CPF) en relacién con
los grupos control (CNy CV).

En el RDGB, se encontraron diferencias en las cantidades relativas de algunos tipos
de células (cél/mm?®) en algunos tratamientos en relacién con los controles. En este
sentido, la poblacién de heteréfilos disminuyd en CIP100 con respecto a CV (p= 0,016)
y en RU400 en relacién con CN (p= 0,010) (Fig. 3.6); la poblacion de linfocitos
aument6 en RU400 con respecto a CN (p= 0,05) (Fig. 3.7); y el indice H / L disminuyé
en RU400 con respecto a CN (p= 0,03) (Fig. 3.8).
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Fig. 3 6: Heterofilos/mm? por fratamiento en organismos expuestos a los 33 dias de
desarrollo. Control de vehiculo (CV), Conirol negativo (CN); Clorpirifos (CPF)
10,100, 1000 pg / huevo; Cipermetrina (CIP) 10,100,1000 pg / huevo; Glifosato

Roundup (GLI-RU) 200,400,800 pg / huevo. Los valores corresponden a la media {(+

EE) de cada uno de los grupos. *Valor estadisticamente significativo respecto del
control correspondiente (p < 0,05).
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Fig 3.7: Linfocitos/mm? por tratamiento en organismos expuestos a los 33 dias de
desarrollo. Control de vehiculo (CV); Confrol negative (CN); Clorpirifos (CPF) 10,
100, 1000pug / huevo; Cipermetrina (CIP) 10, 100, 1000 pg / huevo: Glifosato
Roundup (GLI-RU) 200, 400, 800ug / huevo. Los valores corresponden a la media (+
EE) de cada uno de los grupos. * Valor estadisticamente significativo respecto del
CN (p=0,05).
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Fig. 3 8. Indice de Heterofilos/Linfocitos (H/L) por tratamiento en organismos
expuestos a los 33 dias de desarrollo. Control de vehiculo (CV), Control negativo
(CN), Clorpinifos (CPF) 10, 100, 1000ug / huevo, Cipermetrina (CIP) 10, 100, 1000

ug / huevo, Glifosato Roundup (GLI-RU) 200, 400, 800 pg / huevo. Los valores
corresponden a la media (+ EE) de cada uno de los grupos. *Estadisticamente
significativo respecto del CN (p< 0,05)

Por otra parte, ni el IL ni los valores correspondientes a los demas tipos de leucocitos
analizados, mostraron diferencias en relacion a los controles. Con respecto a los
valores de los titulos de AcN, éstos fueron mayores en los animales expuestos a la
concentracion mas alta de CIP (1000 ug / huevo) en relacion con el CN (p= 0,007)

(Fig. 3.9). No se encontraron diferencias en otros tratamientos (CPF y RU) con
respecto a los controles en este parametro.
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Fig. 3.9: Titulos de anticuerpos naturales (AcN) por tratamiento en organismos
expuestos a los 33 dias de desarrollo. Los valores corresponden a la media (+ EE) de
cada uno de los grupos. Control de vehiculo (CV); Control negativo (CN); Clorpirifos

(CPF)Y10, 100, 1000 pg / huevo; Cipermetrina (CIP) 10, 100, 1000 pg / huevo,
Glifosato Roundup (GLI-RU) 200, 400, 800pg / huevo. *Estadisticamente significativo

respecio del CV (p=< 0,05).

Exposicion a los 3-5 dias del desarrollo embrionario:

No se encontraron diferencias en la mayoria de los parametros inmunoldgicos
analizados en animales expuestos al comienzo de su desarrollo embrionario, con
respecto a los individuos del grupo control. Sin embargo, los titulos de AcN
disminuyeron en los animales expuestos con el tratamiento con PZ800 respecto a CN
(p=0,020; Fig. 3.10).

En contraposicion, los niveles de AcN no mostraron diferencias en los animales
expuestos a RU800 con respecto al CN, revelando diferencias en la respuesta
inmunitaria de los animales expuestos a dos formulaciones de GLI diferentes. Los
animales expuestos a los otros tratamientos con PZ (200 y 400) no revelaron

diferencias en los parametros analizados con respecto a los controles.
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Fig. 3 10 Titulos de anticuerpos naturales (AcN) en organismos expuestos a los 3-5 dias de desarrollo. Los
valores corresponden a la media (+ EE) de cada uno de los grupos. Control de vehiculo (CV), Control
negativo (CN); Clorpirifos (CPF) 10, 100 pg / huevo; Cipermetrina (CIP) 10, 100 pg / huevo; Glifosato

Panzer Gold (GLI-PZ) 200, 400, 800 pg / huevo, Glifosato Roundup (GLI-RU) 200, 400, 800 pg / huevo,
MEZCLA (CPF/CIP/GLI-RU). *Estadisticamente significativo respecto del CN (p< 0,05)

3.3.2 Efectos de los plaguicidas aplicados en mezcla sobre los parametros

inmunoldgicos

Para el experimento realizado en el segundo afio, se utilizaron las concentraciones
efectivas determinadas el afio precedente de cada compuesto, tanto para una nueva
exposicion individual en otra etapa del desarrollo embrionario, como para analizar los
posibles efectos de los plaguicidas cuando son aplicados en forma combinada. Asi, las
menores concentraciones a las cuales se habian encontrado efectos inmunotéxicos de
cada plaguicida, fueron mezcladas en este segundo ensayo experimental. Dicho
tratamiento fue comparado con el grupo control y los resultados no revelaron
diferencias en ninguno de los parametros inmunolégicos analizados. De este modo,
exposiciones a los mismos plaguicidas (GLI, CPF y CIP) provocaron diferentes

respuestas segun fueron aplicados individual o conjuntamente.

3.3.3 Efectos de los plaguicidas sobre la duracién del desarrollo embrionario y el éxito

de eclosiéon

Respecto del tiempo promedio de incubacién, que como se ha mencionado (apartado
3.24) es de 60 + 5 dias para la especie, los resultados de los dos ensayos

experimentales mostraron un promedio de 55 + 4 dias de desarrollo total en los
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animales control (calculado mediante la suma de los dias de incubacion artificial + el
desarrollo embrionario al momento de la colecciéon de los huevos).

En ninguno de estos dos experimentos se encontraron diferencias significativas entre
los tratamientos con respecto a los controles, en la duracion del desarrollo
embrionario. Esto significa que la mayoria de los animales analizados en ambos
experimentos nacieron luego de la misma cantidad promedio de dias de incubacion
artificial. De la misma manera, las muertes registradas fueron, en promedio, similares
entre los tratamientos.

No obstante, en el primer afio se registraron nacimientos mas tardios a partir de
huevos topicados con CIP100 y 1000, CPF100 y 1000 y GLI-RU800 respecto de los
huevos del mismo nido repartidos en los demas tratamientos. Ademas, en el primer
ensayo experimental, en relacion al éxito de eclosion, se observé un mayor nimero de
muertes de embriones expuestos a algunas concentraciones de los plaguicidas
testeados en este experimental, respecto de los controles. En ambos casos estas
diferencias no tuvieron significancia estadistica pero se hace la mencién debido a su

relevancia bioldgica.
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3.3.4 Efectos de los plaguicidas sobre el crecimiento

Las mediciones del tamafio corporal no revelaron diferencias entre los grupos
experimentales dentro de las 24 horas posteriores al nacimiento ni a los tres y seis
meses de edad. De esta manera, las medidas registradas del peso y la longitud
hocico-cloaca, resultaron similares para todos los animales analizados en cada uno de
los tres periodos. Esto estaria indicando, una ausencia de efectos de los distintos
plaguicidas aplicados individualmente y en mezcla, sobre estos parametros de
crecimiento en animales recién nacidos y neonatos, expuestos durante su desarrollo

embrionario.
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3.4 Discusion

En el presente estudio simulamos una de las vias posibles de exposicién ambiental a
plaguicidas que pueden experimentar ejemplares de S. merianae en su area de
distribucién. Dentro de las ya mencionadas vias de ingreso de plaguicidas (apartado
3.1), la transferencia materna y la exposicién a través del contacto con el material de
nido durante la incubacién (Marco y col.,, 2004) son especialmente importantes en
ejemplares de iguana overa, debido a que las hembras arman sus nidos con
materiales extraidos de las tierras lindantes a sus sitios de anidacion, que estan
continuamente expuestos a plaguicidas. A pesar de que la aplicacion directa de
plaguicidas en los nidos de iguanas no representa una situacibn comun, esta
constante exposicién durante la incubacién podria causar efectos acumulativos en los
embriones (Freeman y Rayburn, 2004). De Solla y Martin (2011) reportaron que los
huevos de la tortuga Chelydra serpentina pueden absorber facilmente plaguicidas de
una amplia gama de caracteristicas fisicas y quimicas, tanto a través del suelo como
de sustratos acuosos (por ejemplo, cuando el suelo se satura de agua). Estos autores
ademas explican que es posible que la absorcién de plaguicidas solubles en agua en
los huevos se vea reforzada por altas presiones de vapor y que particularmente, los
plaguicidas de uso actual parecen penetrar mas facilmente en los huevos que los
plaguicidas organoclorados mas lipofilicos usados anteriormente en el sistema
agropecuario.

Teniendo en cuenta estos diferentes factores: la importancia ecolégica del equilibrio
del agua en la composicion del huevo, la elevada exposicién y capacidad de absorcion
de plaguicidas por parte de los huevos, y los efectos téxicos observados en embriones
expuestos (apartado 3.1), asi como el papel vital de la funcion inmune durante la etapa
embrionaria (Brusch y de Nardo, 2019), es que en este trabajo nos propusimos evaluar
los efectos inmunotéxicos en los embriones provenientes de huevos topicados con
diferentes plaguicidas.

Los ejemplares bajo las condiciones de exposicidén evaluadas en este estudio,
mostraron diferentes alteraciones inmunolégicas, dependiendo de la etapa de
desarrollo del embrién en el momento de la exposicion a plaguicidas, y del tipo y
concentracion del plaguicida evaluado.

Cuando la aplicacién tépica se realiz6 en animales de 33 dias de desarrollo
embrionario, el RDGB mostré diferencias en el nimero relativo de algunos tipos de
células con respecto a los controles. Los grupos tratados con GLI-RU y CIP revelaron
cambios numéricos en las poblaciones de heterdfilos y de linfocitos, asi como en el
indice H/L.
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Respecto de la poblacién de heteréfilos, encontramos resultados similares a los
informados por Maitra y Nath (2014), quienes estudiaron peces de la especie
Heteropneustes fossilis contaminados con urea, ya que en este trabajo los heterdfilos
mostraron una disminucién en la mayoria de los animales expuestos a las diferentes
concentraciones de CIP y GLI-RU, lo que indica un efecto negativo de estos
plaguicidas sobre la produccién o circulacién de este tipo de leucocitos. Se ha
propuesto que un factor estresante severo (como en este caso puede ser la exposicion
a estos compuestos; ver apartado 1.6.2, Capitulo 1) puede causar una disminucién de
la poblacién de heterdfilos (heteropenia), asi como un aumento de linfocitos en la
circulacion periférica (linfocitosis), lo que resulta en una baja relacién H/L (Muller y col.,
2011). Los animales expuestos durante esta etapa del desarrollo embrionario (33 dias)
a GLI-RU 400 mostraron esas tres respuestas, mientras que en el caso de CIP 100 las
diferencias fueron significativas solo para la poblacién de heterdfilos, que presentaron
menores valores en relaciéon al CV.

En el primer estudio, los embriones expuestos a los 33 dias del desarrollo a
formulaciones de CIP mostraron los mayores niveles de AcN respecto de su control.
Segun el informe de Binder y col. (2005), los AcN generalmente se consideran
"polirreactivos"” porque se unen a varios antigenos (propios o extrafos). Este patron de
amplia reactividad de los AcN podria sugerir que alteraciones fisiolégicas causadas
por condiciones de estrés podrian volverse especialmente importantes. Plumb y
Areechon (1990) expusieron ejemplares de peces (/ctalurus punctatus) a 0,5y 1,75
mg/l de malatién (insecticida), y observaron que los titulos de AcN en los peces
expuestos a la concentracion mas alta de malatién eran mas bajos que los del control
y que los expuestos a 0,5 mg/l. Por otro lado, otro estudio realizado en aves expuestas
a plomo reportaron una tendencia al aumento de los niveles de titulos de AcN
(Vermeulen y col., 2015), lo que parece indicar efectos contrarios sobre este
parametro tras la exposicion a diferentes compuestos téxicos. A pesar de los escasos
antecedentes de trabajos que analicen este parametro, los resultados de este y otros
capitulos, han demostrado la utilidad de evaluarlo como marcador de inmunotoxicidad.
En los animales expuestos durante el inicio del desarrollo embrionario (3/5 dias de
desarrollo), no se encontraron diferencias entre los tratamientos en la mayoria de los
parametros evaluados. Esta diferencia en la respuesta entre animales expuestos a
diferentes etapas del desarrollo embrionario, podria ser una consecuencia de la falta
de desarrollo en algunos 6rganos o sistemas de los animales topicados a los 3/5 dias;
o bien debido al mayor tiempo que tuvieron estos embriones para corregir los efectos
causados por la exposicién a través de mecanismos de reparacién (Burella y col.,

2017). Similares resultados han sido reportados por Bunn y col. (2001), quienes
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observaron mayores efectos inmunotéxicos inducidos por plomo, en embriones de
ratas expuestos en una fase gestacion mas tardia respecto a los expuestos en una
fase mas temprana.

Por otra parte, los resultados de nuestro experimento realizado a los 3/5 dias de
desarrollo, cuando los huevos de S. merianae fueron topicados con la mayor
concentraciéon de GLI-PZ, revelaron efectos inmunotéxicos sobre los titulos de AcN,
que no se encontraron en los animales expuestos a GLI-RU en la misma
concentracion. El glifosato es el ingrediente o principio activo (p.a.) de mas de 750
diferentes herbicidas de amplio espectro (Guyton y col.,, 2015). Sin embargo, las
formulaciones de herbicidas a base de glifosato estan compuestas por alrededor de
36-68% de glifosato (p.a.) y el resto de la soluciéon puede incluir agua, sales y
coadyuvantes tales como etoxilato de alquilaminas -POEA- (Mesnage y col., 2015).
Asi, la toxicidad del herbicida podria no sélo depender del p.a. sino de cualquiera de
los componentes constituyentes de cada formulacién, los cuales podrian ser incluso
mas toxicos que el p.a. (Reno y col.,, 2016). Teniendo en cuenta lo mencionado,
nuevos estudios centrados en estos aspectos pueden contribuir al desarrollo de
evaluaciones mas precisas del riesgo toxicolégico de los plaguicidas, permitiendo un
mayor control y el manejo integral de estos compuestos. Ademas, en comparacién con
otros grupos de vertebrados, la informacién disponible sobre la toxicidad del glifosato y
sus formulaciones en reptiles es todavia escasa.

Por otra parte, considerando los resultados obtenidos para los parametros de RTGB
en ambos ensayos, este parametro no reveld diferencias entre los animales incluidos
en los tratamientos con respecto a los grupos control. Esta ausencia de diferencias
también fue reportada por Latorre y col. (2016), quienes no encontraron efectos sobre
el RTGB en embriones de caimanes (C. latirostris) expuestos al inicio de la etapa
embrionaria, a los insecticidas CIP y endosulfan (por separado) con respecto a los
grupos control, indicando que este parametro del S| reaccioné de manera similar ante
la exposicion a CIP en ambas especies.

Respecto al RDGB, en nuestros ensayos encontramos diferencias en la respuesta de
este parametro seglin el momento de aplicacién de los plaguicidas, donde los efectos
fueron hallados sélo en ejemplares nacidos a partir de huevos topicados a la mitad del
desarrollo. Latorre y col. (2016) quienes topicaron huevos de C. /atirostris al inicio del
desarrollo embrionario, dichos autores tampoco encontraron diferencias entre
tratamientos. Lo mismo fue reportado por Peden-Adams (2009) para aves de la
especie Gallus gallus domesticus nacidas de huevos inyectados al inicio del desarrollo
embrionario con sulfonato de perfluorooctano. Por otra parte, otro estudio realizado en

aves recién nacidas de la misma especie, pero de huevos inyectados con una mezcla
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de clorpirifos y cipermetrina, mostré una reduccion significativa en los recuentos de
linfocitos (Khan y col., 2015).

Por su parte, el indice de lobularidad tampoco mostré diferencias entre los animales de
grupos tratados en relacién a los controles en ninguno de los dos ensayos.

Con respecto a los efectos comparativos sobre los indices inmunolégicos de los
plaguicidas cuando fueron aplicados individualmente o en mezcla (terciaria), nuestros
resultados revelaron una ausencia de efectos cuando estos formulados fueron
combinados.

Como hemos observado en los resultados de los dos ensayos, los parametros
inmunolégicos estudiados aqui en embriones de S. merianae pueden reaccionar de
manera diferencial ante la exposicibn a diferentes tdxicos, por lo que mas
evaluaciones de diferentes parametros con diferentes plaguicidas y concentraciones,
asi como de distintas marcas comerciales de los mismos, serian de mucha utilidad
para profundizar en los conocimientos de la ecotoxicologia para la especie.

Este es el primer estudio que explora el efecto individual de GLI, CIP y CPF, asi como
de su mezcla terciaria, sobre los parametros inmunolégicos de embriones de S.
merianae. Histéricamente, se ha propuesto que la funcién inmune en reptiles recién
nacidos esta en desarrollo; sin embargo, la evidencia reciente sugiere que las
respuestas del sistema inmune adaptativo en estos animales son criticas para la
supervivencia del recién nacido (Brusch y de Nardo, 2019). Nuestros resultados
aportan evidencia de que la funcién inmune se desarrolla temprano en la ontogenia e
incluye respuestas innatas y adaptativas. Ademas, estos datos constituyen la primera
evaluacién de estos efectos en diferentes etapas de desarrollo embrionario de S.
merianae.

Por un lado, se encontraron diferentes resultados segun la etapa de desarrollo en el
que se encontraban los animales en el momento de la exposicidon, mostrando los
mayores efectos en los animales topicados durante una etapa mas tardia del
desarrollo embrionario. Por otro lado, también se observaron diferentes respuestas
segun cual haya sido la formulacion comercial aplicada, revelando efectos en lagartos
expuestos a GLI-PZ pero no a GLI-RU para las concentraciones usadas.

Ademas, se ha reportado que diferentes contaminantes pueden afectar severamente
el desarrollo embrionario y pueden contribuir a la mortalidad embrionaria (Marco
2004). Por ejemplo, un estudio demostrdé que la exposicién de hembras de Alligator
mississippiensis (caiman americano) a plaguicidas organoclorados provocé un
aumento de la concentracion de estos plaguicidas en los huevos que estas hembras
producian y que esto desencadené wuna mayor mortalidad embrionaria

(Rauschenberger y col.,, 2004). De la misma manera, Khan y col. (2015) también
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reportaron mayor porcentaje de muertes embrionarias en aves (Gallus gallus
domesticus) nacidas de huevos expuestos a la mezcla de los insecticidas CIP y CPF
en relacién a los porcentajes registrados para los controles. En esta Tesis, aunque
estadisticamente las diferencias no fueron significativas, se observaronmas muertes
embrionarias en huevos topicados a la mitad del desarrollo (33 dias), constituyendo
estos decesos la mitad (50%) de animales expuestos a las concentraciones medias de
CIP y el 41,67% de los individuos topicados con GLI-RU. En cambio, en el ensayo
realizado sobre embriones de 3-5 dias de desarrollo, el promedio de los decesos fue
similar en todos los tratamientos, demostrando diferentes efectos sobre esta variable
segun el desarrollo embrionario de los individuos al momento de la exposicion.

Resulta interesante destacar respecto de lo mencionado en el parrafo anterior, que la
mayor cantidad de muertes embrionarias registradas correspondieron a animales
pertenecientes al nido 6, evidenciando que las diferencias en la susceptibilidad de los
animales dependen de los nidos a los cuales pertenezcan, y que este “efecto nido” es
muy comun en reptiles. Estos resultados podrian considerarse una advertencia sobre
posibles consecuencias a nivel poblacional de esta especie, especialmente en
ambientes con condiciones de continua exposicién a plaguicidas. Ademas, estos
efectos podrian ser mas evidentes ante la exposiciéon a concentraciones mayores de
toxicos, no evaluadas en este estudio. Al respecto, las concentraciones utilizadas en
este trabajo fueron siempre menores a las que normalmente se utilizan en campos
cultivados, lo que resalta la sensibilidad de S. merianae como especie indicadora de
dafo y centinela de contaminacién ambiental por plaguicidas.

Los analisis estadisticos respecto de la duraciéon del desarrollo embrionario hasta el
nacimiento de los animales, no revelaron diferencias entre los tratamientos en ninguno
de los dos ensayos experimentales. Sin embargo, en el primer ensayo realizado se
observé un retraso en los nacimientos de algunos animales provenientes de huevos
topicados a la mitad del desarrollo (33 dias) con las concentraciones medias y altas de
todos los plaguicidas (CIP100 y 1000, CPF100 y 1000 y GLI-RU800). Si se considera
que esta especie necesita de cuidados parentales para su subsistencia, y que los
pequefios neonatos son muy susceptibles en la naturaleza por presiones de
depredacién y otros factores ambientales, un retraso en los nacimientos de algunos
individuos podria desencadenar efectos o consecuencias indeseables y/o irreversibles
para la poblacién.

Los factores ambientales que conducen a un reduccién del crecimiento corporal
pueden ser particularmente importantes durante los primeros meses de vida cuando
los animales crecen a un ritmo maximo para alcanzar un tamafo en el que se puedan

evitar el ataque de ciertos depredadores (Poletta y col., 2013). De manera similar a lo
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encontrado por Latorre y col., (2016) en los embriones de caimanes expuestos a
insecticidas (CIP y endosulfan), en esta tesis no se encontraron efectos sobre el
crecimiento medido en LHC y peso de los lagartos nacidos de huevos expuestos a
CIP, CPF y GLI individualmente, ni tampoco en aquellos expuestos a la mezcla de los
mismos. Sin embargo, otros autores han informado efectos sobre estas variables en
caimanes recién nacidos expuestos in ovo a GLI-RU aplicado individualmente y en
mezcla con otros plaguicidas (GLI-CIP-Endosulfan) (Poletta y col., 2011a); asi como
en tortugas de orejas rojas (Trachemys scripta elegans) recién nacidas de huevos
topicados con atrazina (Wilingham 2005) y en aves domésticas (Gallus gallus
domesticus) nacidas después de una exposicidén in ovo a sulfonato de perfluorooctano
(Peden-Adams y col., 2009).

En lineas generales, nuestros hallazgos en este Capitulo de Tesis, contribuyen al
conocimiento de los efectos que pueden ser encontrados en embriones de S.

merianae expuestos a diferentes plaguicidas.
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CAPITULO 4

Evaluacién del efecto de los plaguicidas Clorpirifos, Cipermetrina y
Glifosato, aplicados individualmente y en mezcla, sobre parametros
del sistema inmune y endocrino de juveniles de S. merianae
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4.1 Introduccion

La problematica desencadenada como producto de la expansién de la frontera
agricola, y su influencia sobre la biologia de los animales que habitan areas cercanas
a las cultivadas, ha sido desarrollada ampliamente en el Capitulo 1 (apartado 1.2.3).
También se ha mencionado alli que los productos quimicos aplicados en las practicas
agricolas resultan generalmente mas tdxicos cuando son utilizados en forma
combinada. Lamentablemente, el uso de estos plaguicidas en forma de mezclas
quimicas complejas es la forma mas frecuente de aplicacién, fundada principalmente
(o casi exclusivamente) en razones econdémicas. Es por este motivo que el analisis
experimental de los efectos toxicos de estos componentes combinados resulta de gran
importancia porque intenta representar lo que ocurre en la naturaleza. La forma en que
los componentes quimicos de una mezcla influyen en la toxicidad general del producto
depende de muchos factores, entre ellos su concentracion y mecanismo de accioén
(Lydy y col., 2004). Weston y col. (2013) informaron que la mezcla de plaguicidas
puede combinar los efectos toxicoldégicos de uno 0 mas componentes de una mezcla
de tres maneras diferentes: 1) independiente; 2) adicién de dosis [1+1=2] 6 3)
interaccion: potenciacién [1+0=2], sinergismo [1+1=3] y antagonismo [1+1=0 & <1], lo
que resalta la importancia del estudio individual de cada formulado para evaluar las
posibles interacciones entre los mismos.

La exposicién a diferentes plaguicidas puede alterar los niveles de las hormonas
relacionadas con el estrés como la corticosterona (CORT; en reptiles) y dependiendo
del periodo de exposicién al estresor se clasifica como aguda o crénica (Sapolsky y
col.,, 2000), ésta puede causar diferentes efectos sobre el organismo, donde la
supresion inmune y la atrofia muscular, por ejemplo, pueden tener lugar después de
una exposicion crénica (McMahon y col., 2017). De acuerdo con esto, cualquier
alteracion de los niveles de CORT podria afectar la salud del organismo (Woods y
Wilson, 2014).

La utilidad de algunos parametros inmunolégicos como los Recuentos Totales (RTGB)
y Diferenciales de Globulos Blancos (RDGB), los indices de Heterofilos / Linfocitos
(H/L) y de Lobularidad (IL), la deteccién de Anticuerpos Naturales (AcN) y la actividad
del Sistema de Complemento (SC), asi como la importancia de la medicién de los
niveles de corticosterona como medida de estrés para evaluar el estado de salud de
los organismos, han sido detalladas en el Capitulo 1 (apartados 1.5y 1.6).

Por lo tanto, a continuacion, se detallara la metodologia utilizada para evaluar los
posibles efectos endocrinos e inmunotéxicos de la mezcla terciaria de los plaguicidas

mas utilizados en Argentina (Clorpirifos + Cipermetrina + Glifosato) asi como sus
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posibles efectos individuales en ejemplares juveniles de S. merianae, reptil autéctono
de nuestro pais. Seguidamente, se presentaran los resultados obtenidos a partir del
desarrollo de dichos estudios, asi como la discusiéon de éstos y las conclusiones

finales.

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Ejemplares utilizados

Los huevos de S. merianae provenientes de nidos diferentes, que se emplearon para
obtener los ejemplares a utilizar en los experimentos, fueron cosechados como parte
de las actividades rutinarias del Proyecto Iguana (Pl), en la Reserva Natural
denominada El Fisco, un area sin actividades agricolas ni cualquier otra que sea
fuente de contaminantes, ubicada en la provincia de Santa Fe, Argentina (ver Fig. 2.7,
apartado 2.2.2.1, Capitulo 2).

Después de la recoleccion, los huevos fueron transportados inmediatamente a las
instalaciones del Pl (Lab. Zool. Aplicada: Anexo Vert., FHUC-UNL / MMA, Santa Fe,
Argentina) para su incubacion artificial bajo condiciones controladas de temperatura
(29 - 31.5 °C) y humedad (aproximadamente 20%). Después de la eclosién, las
iguanas recién nacidas fueron individualmente identificadas por sus manchas ventrales
(ver Fig. 2.8, Capitulo 2), y mantenidas bajo condiciones controladas hasta el inicio de
cada estudio. Antes y durante los meses de los ensayos, los individuos fueron
alimentados todos los dias ad libitum, con la misma dieta utilizada para su cria en el
programa de uso sustentable (PI).

Para todos los ensayos fueron utilizados animales de la misma edad (juveniles), para
evitar variaciones asociadas a su clase etaria (ver apartado 2.3, Capitulo 2). La
variable sexo no fue considerada debido a no haberse encontrado diferencias
significativas sobre los parametros analizados, en esta variable, en el ensayo de
ajustes metodolégicos. Ademas, para considerar el “efecto nido” en cada tratamiento
se incluyeron huevos provenientes de diferentes nidos (ver apartado 3.2.1, Capitulo 3).
Los animales, en todos los ensayos, fueron distribuidos uniforme y equitativamente

dentro de los tratamientos analizados.
4.2.2 Compuestos quimicos empleados

Los compuestos que se utilizaron fueron: Roundup Full 11® (66.2% glifosato, GLI-RU),
Panzer Gold® (60.8% glifosato, GLI-PZ), Clorpirifos Nufarm® (48% clorpirifos, CPF) y
Cipermetrina Atanor® (25% cipermetrina, CIP). La descripcion de cada uno de estos

compuestos quimicos fue desarrollada en el apartado 3.2.3 (Capitulo 3).
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4.2 3 Disefio experimental

Se realizaron 3 ensayos semicontrolados en diferentes afios para analizar los posibles
efectos de la exposicion de juveniles de S. merianae a las formulaciones individuales
de CIP, CPF, GLI-RU y GLI-PZ, y de sus mezclas. Un ensayo semicontrolado consiste
en un ensayo donde se controlan sélo algunas variables. En cada uno de los ensayos
se incorporé un control negativo (CN). Las exposiciones se realizaron siempre en la
estacion calida (entre los meses de octubre y diciembre) con una duracién total de 3
meses, para simular la exposicién que los animales tienen en la naturaleza, debido a
que esta estacién coincide con el momento de maxima aplicacién de plaguicidas en
los cultivos de soja.

Se construyeron recintos en las instalaciones del Pl, separados unos de otros por una
distancia de 50 metros. El tamafio de los mismos fue de aproximadamente 2 m de
diametro en su base y 1,2 m de altura, y completamente cerrados en la parte superior
con tejido de trama pequefia para evitar el ingreso de depredadores y el escape de los
animales. En relacion a su capacidad para trepar y cavar, estos animales son
particularmente habiles para escapar, por lo que los recintos metalicos fueron
reforzados con mallas plasticas de trama pequefia unidas con alambre maleable. Cada
recinto contd con varios refugios con sombra, un recipiente para el alimento y uno para

la provisién de agua (Fig. 4.1).
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Fig. 4.1. A) Recintos cubiertos con trama pequefia para evitar el
escape de los animales. B) Detalle de juveniles de lguana overa
en el interior de un recinto

Los sitios para la instalacion de los recintos fueron estratégicamente seleccionados,
evaluando que se encontraran alejados de cualquier tipo de contaminacién (quimica,
sonora, etc.), y se armaron en diferentes lugares respecto de exposiciones previas
para evitar la presencia de metabolitos residuales o restos de plaguicidas que pudieran
interferir en los resultados.

Para todos los ensayos experimentales, se aplicaron los plaguicidas (en forma
individual o mezcla) empleando un pulverizador de mochila, que logra cubrir toda la
superficie del recinto desde una altura de 1 metro. Para llevar a cabo las fumigaciones

se utilizé vestimenta y elementos de proteccién personal (Fig. 4.2).

-91-



Fig. 4.2. Modelo de traje, mascara de fumigacion,
protectores oculares, guantes y botas de proteccion
utilizados para la fumigacion de los recintos

Las concentraciones de plaguicidas utilizadas fueron equivalentes a las recomendadas
por los fabricantes para su aplicacién en cultivos de soja: formulacién GLI-RU 2% (p.a.
66.2%); GLI-PZ 2% (p.a. 60.8%); CPF al 0,8% (p.a. 48%) y CIP al 0,12% (p.a. 25%).
Las aplicaciones se realizaron siguiendo el programa utilizado en las practicas
agricolas de la regién, donde por ejemplo, la pulverizacién con GLI es realizada pre y
post-emergencia de las plantas. La mezcla terciaria de las mencionadas formulaciones
constituye una de las mas utilizadas en las practicas de la regién. Por lo tanto, la
preparacion de esta mezcla se realizé con las mismas proporciones que las utilizadas
en las aplicaciones individuales. Para que las exposiciones a la mezcla también fueran
representativas de lo que sucede en campo, la primera pulverizacién se realizé sélo
con la formulacion de GLI y luego, 30 dias después, con la mezcla de los 3
plaguicidas, tal cual se realiza en las practicas agricolas de la zona (ver Tablas 4.1; 4.2
y 4.3).

Para todos los tratamientos analizados en cada uno de los experimentos, los animales
fueron mantenidos durante una semana en el interior de los recintos, antes de
pulverizar los compuestos a evaluar, para permitir su aclimatacion. Ademas, antes de

cada aplicacion, los animales fueron retirados de los recintos, y colocados nuevamente
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24 horas después de la aspersién, para evitar que reciban los plaguicidas en forma
directa sobre ellos. De igual manera, los animales pertenecientes a los grupos no
fumigados fueron retirados por el mismo periodo de tiempo para evitar introducir
efectos diferenciales en los tratamientos relacionados a la manipulacién de los
ejemplares.

Las exposiciones fueron realizadas en tres afios consecutivos. Asi, en el primer afio,
se realizd la exposicion de ejemplares a la mezcla terciaria de las formulaciones de
GLI-RU, CPF y CIP (ensayo 1), el segundo afio a las formulaciones individuales de
GLI-RU y de CPF (ensayo 2), y en el tercer afio, a los compuestos individuales de GLI-
PZy CIP (ensayo 3).

Ensayo 1

Con la intencién de poseer réplicas por tratamiento, dos de los recintos fueron
expuestos a la mezcla terciaria de las formulaciones de GLI-RU, CPF y CIP, y los otros
dos fueron utilizados como controles negativos (CN) y se rociaron con agua potable no
declorada. Para desarrollar este experimento se seleccionaron 18 animales por nido,
de 4 nidos diferentes para evaluar el “efecto nido” y realizar una réplica por cada
tratamiento, por lo cual se trabajé con un N total de 72 (18 animales en cada recinto).

Las aplicaciones se realizaron como lo indica la Tabla 4.1:

Tabla 4.1: Cronograma de aplicacion de agua / plaguicidas en los recintos control
y mezcla, respectivamente
RECINTOS CONTROL RECINTOS MEZCLA
INICIO Aplicacién de agua Aplicacion de GLI-RU
30 dias Aplicacion de agua Aplicacion de GLI-RU + CPF + CIP

Ensayo 2

Debido a la ausencia de diferencias en los resultados obtenidos entre las réplicas en el
ensayo 1, en el Ensayo 2 y en el Ensayo 3 no fueron incluidas réplicas. De esta
manera, para este ensayo se confeccionaron 3 recintos, cada uno con 28 animales

pertenecientes a 4 nidos diferentes (7 ejemplares de cada nido), por lo que el N total
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utilizado en este ensayo fue de 84 individuos. Uno de los recintos fue rociado con GLI-

RU, otro con CPF vy el otro con agua potable no declorada constituyendo el CN. Las

aplicaciones se realizaron conforme al cronograma agricola de la zona, de la siguiente

manera (Tabla 4.2):

Tabla4.2: Cronograma de aplicacion de agua / plaguicidas en los recintos control (CNJ,
expuestos a Glifosato Roundup (GLI-RU) y a Clorpirifos (CPF), respectivamente

RECINTOCN RECINTO GLI-RU RECINTO CPF
INICIO Agua Aplicacién de GLI-RU Agua
30 dias Agua Aplicacion de GLI-RU Aplicacion de CPF
Ensayo 3

Al igual que en el Ensayo 2, se construyeron 3 recintos en las inmediaciones del PI,

separados unos de otros y con las mismas caracteristicas ya descritas al inicio de este

apartado. Cada uno de los recintos tuvo 20 animales, provenientes de 4 nidos

diferentes (5 de cada uno), por lo cual, el ensayo empleé un N total de 60 animales.

Uno de los recintos fue rociado con GLI-PZ, otro con CIP y otro con agua declorada

(CN). Los momentos de la aplicaciéon del GLI-PZ fueron idénticos al afio precedente y

considerando el criterio empleado en las practicas de la region (Tabla 4.3).

Tabla4.3: Cronograma de aplicacion de agua / plaguicidas en los recintos control
(CN), expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a Cipermetrina (CIP),

INICIO

30 dias

RECINTO CN RECINTO GLI-PZ RECINTO CIP
Agua Aplicacion de GLI-PZ Agua
Agua Aplicacion de GLI-PZ Aplicacion de CIP
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4.2.4 Toma de muestras

Al finalizar cada experimento (3 meses después de su inicio), se obtuvo una muestra
de sangre periférica de cada uno de los animales utilizados en el ensayo experimental,
a partir de la vena caudal (Olson y col., 1977) empleando jeringas heparinizadas y
agujas 21G x 1" de acuerdo con el tamafno de los ejemplares juveniles (ver apartado
2.2.2.2, Capitulo 2). La muestra sanguinea recolectada a partir de cada animal fue
utilizada para la medicién de todos los parametros inmunoldgicos (ver apartado 4.2.5)

asi como para la medicién de los niveles de corticosterona (ver apartado 4.2.6).
4.2.5 Medicién de parametros inmunoldgicos

Pequefas alicuotas de la sangre extraida por cada animal se utilizaron para
determinaciones de RTGB, RDGB, H/L e IL. Aproximadamente 1 ml de la muestra
restante se centrifugé a 2500 xg durante 15 min y el plasma se almacené a -80 °C
hasta su uso para la determinacién de los niveles de AcN y actividad del SC (Siroski y
col.,, 2016). Los detalles de cada metodologia fueron desarrollados en el apartado
2.2.1 del Capitulo 2.

4.2.6 Medicion de niveles de corticosterona

La CORT es una hormona muy sensible que a temperatura ambiente puede sufrir
cambios en sus niveles, motivo por lo cual las muestras destinadas a este analisis,
fueron procesadas inmediatamente después de la extraccién sanguinea. Asi, dichas
muestras se centrifugaron a 2500 xg durante 15 min para la separacion del plasma, el
cual luego fue almacenado a -80 °C hasta su posterior uso. Previo a la determinacion
de los niveles de CORT, fue necesario aplicar un protocolo de extraccién de la
hormona. Dicho protocolo fue descrito inicialmente por Jahn y col., (1995) y luego
modificado para C. latirostris por Parachu Marco y col. (2015), y se describe a
continuacién:

Una vez descongelado el plasma obtenido a partir de cada muestra, se colocaron 250
pl de plasma dentro de un tubo largo de vidrio, se agregé 1 ml de éter etilico o éter
sulfurico, los tubos se agitaron empleando un vértex por 1 minuto y se llevaron a -80
°C durante 5 min. Posteriormente, se volco el sobrenadante en un tubo corto de vidrio
(Khan). El remanente congelado dentro del tubo largo se dejé descongelar, se le
agreg6é 1 ml mas de éter etilico y se lo volvié a agitar durante 1 min mas, llevandolo
luego nuevamente al ultrafreezer. Una vez congelado, se retir6 del freezer y se volco
el sobrenadante en el tubo de Khan. Este tubo se dej6é toda la noche bajo campana

para permitir la evaporacion del éter. Al dia siguiente, se colocd a cada tubo de Khan
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500 ul de buffer PBS gelatina y luego en bafio de agua térmico (37 °C) durante 2
horas, agitando cada 30 min. Finalmente, los tubos se taparon con Parafilm® para
conservarlos a -20°C hasta la determinacion de los niveles de corticosterona.

Los extractos de la hormona fueron enviados al Laboratorio de Reproduccion vy
Lactancia en el CRICYT-CONICET de la ciudad de Mendoza, Argentina, para medir la
concentracién de esta hormona por triplicado en cada muestra mediante la técnica de

radioinmunoensayo (RIA).
4.2.7 Medicién de peso y longitud de los animales

En cada ensayo, todos los animales utilizados fueron pesados (empleando balanza
electronica de 1 gr de precision (OHAUS® Compact scale CS 5000; Fig. 4.3) y
medidos en su longitud hocico-cloaca (LHC, precisién 0,1 cm; Fig. 4.4) antes y
después de cada exposicion. La diferencia entre estos valores (incremento en LHC y
peso) fue analizada entre los tratamientos expuestos en relaciéon a sus respectivos

controles.

Fig. 4 3: Pesaje de juvenil de iguana overa en balanza
electrénica
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Fig. 4.4 Medicion de longitud hocico-cloaca de un
juvenil de iguana overa

4.2 .8 Analisis estadisticos

Los datos obtenidos en relacion con los diferentes parametros inmunolédgicos,
enddcrinos y de crecimiento de todos los animales bajo estudio, fueron sometidos a
pruebas de homogeneidad de varianzas utilizando una prueba de Levene, y de
normalidad usando una prueba de Kolmogorov-Smirnov.

Para el ensayo 1, se determinaron las diferencias entre las réplicas de cada grupo
experimental, y entre los grupos control y tratados con la mezcla de plaguicidas (GLI-
RU, CIP y CPF) utilizando un test T. Para aquellas variables que no cumplieron con los
supuestos de normalidad y/o homogeneidad de varianzas, se utilizé una prueba no
paramétrica de Mann-Whitney.

Para los ensayos 2 y 3, se analizaron las diferencias entre los grupos tratados en
relacion a los controles de cada afio, mediante un ANOVA. Para aquellas variables
que no cumplieron los supuestos de normalidad y / o homogeneidad de varianzas, se
utilizé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida por una de Mann-
Whitney para determinar las diferencias entre grupos tratados en relacion a su

respectivo CN.
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Para los 3 ensayos, las correlaciones entre diferentes parametros inmunolégicos y de
crecimiento con los niveles de corticosterona, se analizaron mediante una prueba de
Pearson. Para determinar la correlaciéon entre aquellas variables que no cumplieron
con los supuestos de normalidad y / o homogeneidad de varianzas, se utilizé una
prueba no paramétrica de Spearman.

Las posibles interacciones entre plaguicidas cuando se utilizan en mezcla, se
analizaron mediante una prueba no paramétrica de Mann-Whitney, comparando las
medias obtenidas para cada parametro estudiado en grupos de animales tratados con
plaguicidas individuales en relacién a las obtenidas en los animales expuestos a la

mezcla.

4.3 Resultados

Los resultados de los diferentes parametros se informan por ensayo experimental en

sus valores de media £ E.E.
4.3.1 Efectos sobre los parametros inmunolégicos
Ensayo 1

Los datos no mostraron diferencias entre los animales pertenecientes a los grupos
control y los animales tratados en los valores de RTGB, pero revelaron una tendencia
ligeramente negativa en los organismos expuestos a la mezcla de plaguicidas
(27676,47 + 2069,64 leucocitos/mm?) en relacion con los controles (31000 + 3464

leucocitos/mm?; p= 0,07).

En el caso del recuento de los subtipos de leucocitos, tampoco se encontraron
diferencias entre grupos tratados en relacién a los CN. Del mismo modo, el indice H/L
no reveldé diferencias significativas, mostrando los siguientes valores para animales
expuestos y controles respectivamente: 0,58 + 0,1y 0,49 + 0,08.

Sin embargo, el indice de lobularidad (IL) fue diferente (p= 0,009) entre animales
tratados y controles, siendo mas frecuente la presencia de tres o0 mas I6bulos en los

animales expuestos que en los controles (Fig. 4.5).
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Fig. 4 5. Comparacion de los indices de Lobularidad (IL) entre los
animales del grupo control (CN) y tratados con MEZCLA de
plaguicidas (GLI-RU + CPF + CIP). *Estadisticamente significativo (p<

0,05)

Por otra parte, los anticuerpos naturales (AcN) también mostraron diferencias entre los

grupos experimentales, donde los titulos de AcN de los animales del grupo control

fueron mas altos que los de los expuestos a la mezcla de GLI-RU + CPF + CIP (p=

0,013; Fig. 4.6).
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Fig. 4.6; Comparacion de los titulos de anticuerpos naturales (AcN)
entre los grupos animales del grupo control (CN) y tratados con
MEZCLA de plaguicidas (GLI-RU + CPF + CIP). Los valores
corresponden a la media (+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente
significativo (p<0,05)

Finalmente, la actividad del SC determinada a través de la evaluacion del porcentaje
de maxima hemolisis (%MH), no mostré diferencias significativas entre los grupos
experimentales, debido a que la media de este parametro en los controles fue de
10,81 + 1,14 y en los expuestos de 8,71 + 1,04.

Ensayo 2

Los resultados de este ensayo experimental no mostraron diferencias estadisticas
entre los animales expuestos a GLI-RU ni a CPF en relacion al control negativo en la
mayoria de los parametros inmunoldgicos analizados (RTGB, RDGB, IL, AcN y SC).

El indice H/L fue el Unico parametro que reveld diferencias entre tratamientos, con una

disminucién en animales tratados respecto del CN (Fig. 4.7)
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Fig. 4.7 Indice de Heterdfilos/Linfocitos (H/L) por tratamiento en
organismos expuestos a Glifosato Roundup (GLI-RU) y a Clorpirifos
(CPF) en relacion al control negativo (CN). Los valores corresponden a
la media (+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Ensayo 3

Los resultados del ensayo de exposicién individual a GLI-PZ y CIP revelaron efectos
toxicos en los ejemplares de iguana overa expuestos. Los valores de RTGB resultaron

mas altos (p= 0,055) en los animales tratados con GLI-PZ respecto de los controles
(Fig. 4.8).

-101 -



90000 .

80000 T

70000

60000

50000 T
40000 T

30000

20000

10000

Leucocitos/mm?

CN GLI-PZ CIP
Grupos Experimentales

Fig. 4 8 Leucocitos/ mm? por tratamiento en organismos expuestos a

Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a Cipermetrina (CIP) en relacion al

control negativo (CN). Los valores corresponden a la media (£ EE) de
cada grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05).

En cuanto al RDGB, se observaron diferencias en las proporciones leucocitarias asi
como en el indice de heterdfilos/linfocitos en los animales tratados en relacién a los
controles. Se observé una mayor proporcién de linfocitos en animales expuestos a
GLI-PZ (Fig. 4.9) y un menor valor del indice H/L en animales expuestos a GLI-PZ asi
como a CIP en relaciéon a los controles (Fig. 4.10). Ademas se encontré un indice de
lobularidad mayor en los organismos expuestos a CIP respecto de los controles (Fig.
4.11).
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Fig. 4 9: Linfocitos/mm?® por tratamiento en organismos expuestos a
Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a Cipermetrina (CIP) en relacion al
control negativo {(CN). Los valores corresponden a la media (+ EE) de

cada grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05).
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Fig. 4.10: indice de Heterdfilos/Linfocitos (H/L) por tratamiento en
organismos expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) v a
Cipermetrina (CIP) en relacion al control negativo (CN). Los valores
corresponden a la media (+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente
significativo (p< 0,05)

-103 -



2,5 T

1,5

indice Lobularidad

0,5

CN GLI CIP
Grupos Experimentales

Fig. 4.11;: Indice de Lobularidad por tratamiento en organismos
expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a Cipermetrina (CIP) en
relacion al control negativo (CN). Los valores corresponden a la media

(+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente significativa (p< 0,05)

Los resultados de AcN también revelaron diferencias entre tratamientos, siendo

mayores los titulos de animales expuestos a CIP en relacién a los controles (Fig. 4.12).
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Fig. 4.12: Titulos de anticuerpos naturales (AcN) por tratamiento en
organismos expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a
Cipermetrina (CIP) en relacion al control negativo (CN). Los valores
corresponden a la media (+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente
significativo (p< 0,05)
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Respecto a la actividad del sistema de complemento se observdé un mayor porcentaje
de MH en iguanas tratadas con CIP respecto de los animales del grupo control (Fig.
4.13).
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Fig. 4.13: Actividad del Sistema de Complemento (Maxima Hemdlisis)
por tratamiento en organismaos expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-
PZ) y a Cipermetrina (CIP) en relacion al control negativo (CN). Los
valores corresponden a la media (+ EE) de cada grupo.
*Estadisticamente significativo (p< 0,05)

4.3.2 Efectos sobre el crecimiento

Ensayo 1

Los incrementos en peso y en LHC de los animales no mostraron diferencias entre
grupos experimentales. Las medias de ambos parametros para cada grupo se

muestran en la Tabla 4.4.
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Tabla 4 4: Comparacion del crecimiento en peso y Longitud Hocico Cloaca (LHC)
entre animales expuestos a la mezcla GLI-RU + CPF + CIP y controles. Los valores
representan la media (x EE) de cada grupo

Grupo experimental
Control Mezcla (GLI-RU + CPF + CIP)
LHC (cm)
Pre-experimental 13,37 £ 0,39 13,568 £ 0,35
Post-experimental 2092 £ 0,66 20,45+ 0,65
Peso (gramos)
Pre-expenmental 78,03 8,02 8226 +824
Post-experimental 455 14 + 57 .64 391,51 +48.12

Ensayo 2

Las medias para cada grupo experimental (GLI-RU, CPF y CN) en relacion al

crecimiento fueron las siguientes (Tabla 4.5):

Tabla 4.5. Comparacion del crecimiento en peso vy Longitud Hocico -Cloaca
(LHC) entre animales expuestos a GLI-RU y CPF en relacion al CN. Los
valores representan la media (* EE) de cada grupo pre- y post-tratamiento

Grupo experimental
Control GLI-RU CPF
LHC (cm)
Pre-experimental 16,66 + 0.2 16,3 = 31 1T AT 0. 42
Post-expernimental 226+042 23,2 0,63 23,91 = 48
Peso (gramos)
Pre-experimental 144 25 + 563 14229 +8 12 1423+ 1244
Post-experimental 472 35+ 29 92 560,92 + 47 4 597,88 + 45 4
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Los incrementos en el crecimiento respecto del peso de los animales de cada
tratamiento no mostraron diferencias; sin embargo, el incremento en la longitud hocico-
cloaca (LHC) calculado como la diferencia entre los valores medidos pre y post-
experimental, mostraron valores estadisticamente distintos entre los animales

expuestos a plaguicidas (GLI-RU y CPF) respecto a los controles (Fig. 4.14).

Incremento LHC
B == PN L & LR e = 88 S

CN GLI-RU CPF

Grupos Experimentales

Fig. 4 14. Comparacion de los incrementos en Longitud Hocico -
Cloaca (LHC) entre animales expuestos a Glifosato Roundup (GLI-
RU) y a Clorpirifos (CPF) en relacion al centrol negativo (CN). Los

valores representan la media (+ EE) de cada grupo.
*Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Ensayo 3

Las medias para cada grupo experimental (GLI-PZ, CIP y CN) en relacién al

crecimiento fueron las siguientes (Tabla 4.6):
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Tabla 4.6: Comparacion del crecimiento en peso v Longitud Hocico Cloaca
(LHC) entre animales expuestos a GLI-PZ y CIP respecto del CN. Los valores
representan la media (+ EE) de cada grupo pre- y post-tratamiento

Grupo experimental

Control GLI-PZ CIP
LHC (cm)
Pre-experimental 18,08 £ 0,87 1747 £ 0,64 16,63 £ 0,88
Post-experimental 56,7 + 27,73 2583 +1.43 28.89 + 1,48

Peso (gramos)
Pre-experimental 207.2 + 36,97 174,87 + 16,82 154,08 + 27,74

Post-experimental | 11746 + 207,63 7734 + 168,86 992,60 £ 117,49

Los incrementos de peso y longitud hocico-cloaca (LHC), entendidos como la
diferencia entre los valores medidos pre y post-experimental, revelaron diferencias
entre los animales expuestos a plaguicidas (GLI-PZ y CIP) respecto a los controles

(Fig. 4.15 y 4.16, respectivamente).
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Fig. 4.15: Comparacion de los incrementos en peso entre animales
expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) y a Cipermetrina (CIP) en
relacion al control negativo (CN). Los valores representan la media (x

EE) de cada grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05)
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Fig. 4.16: Comparacion de los incrementos en Longitud Hocico Cloaca
(LHC) entre animales expuestos a Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ) v a
Cipermetrina (CIP) en relacidn al control negativo (CN). Los valores
representan la media (+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente
significativo (p< 0,05)

4.3.3 Efectos sobre los niveles de corticosterona

Ensayo 1

Los resultados del RIA mostraron niveles significativamente mas altos de
corticosterona (ng / ml) en animales expuestos a la mezcla de plaguicidas en relacion
con el grupo control (p< 0,01; Fig. 4.17).
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Fig. 4. 17- Comparacion de los niveles de corticosterona de los
animales expuestos a la mezcla de plaguicidas (GLI-RU + CPF + CIP)
en relacion al control negativo (CN). Los valores representan la media

(+ EE) de cada grupo. *Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Cuando los niveles de corticosterona se correlacionaron con los otros parametros
evaluados, se observd una correlacion negativa con respecto a RTGB (indice de
correlacion [IC] = -0,433), a titulos de AcN (IC = -0,544) y a LHC (Cl = -0,752). Sin
embargo, se observé una correlacién positiva cuando se comparé con los otros
parametros analizados. Por lo tanto, el grupo de eosinéfilos y heteréfilos, asi como el
indice H/L, aumentaron cuando los niveles de corticosterona aumentaron (IC = 0,767;
IC = 0,919 e IC = 0,565; respectivamente).

Ensayo 2

Los valores de los niveles de corticosterona en animales expuestos a GLI-RU fueron

bajos en relacién con los del grupo control (Fig. 4.18).
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Fig. 4.18: Comparacidn de los niveles de corticosterona de los
animales expuestos a las formulaciones individuales de Glifosato
Roundup (GLI-RU) y Clorpinfos (CPF) en relacion al Control Negativo
(CN). Los valores representan la media (*+ EE) de cada grupo.
*Estadisticamente significativo (p< 0,05)

Se observé una correlacion negativa entre los niveles de esta hormona con los
monocitos (IC = -0,655); con la actividad del SC (IC = -0,524), asi como con LHC (IC =
-0,678) y el peso (IC =-0,667).

Ensayo 3

En este ensayo experimental, las comparaciones de los niveles de corticosterona no
revelaron diferencias estadisticas entre los tratamientos ni con las variables testeadas.
Sin embargo, se observé que los valores de esta hormona en animales expuestos a
GLI-PZ fueron de 90,03 + 25,934 ng / ml, mientras en los animales expuestos a CIP
fueron de 156,93 + 41,61 ng / ml, y los de animales del grupo control fueron de
128,204 + 25,535 ng / ml.

4.3.4 Interacciones entre formulados

Para evaluar la existencia de efectos aditivos o interacciones entre formulados cuando
se usan en mezcla, se analizé mediante un test de Mann-Whitney si los valores
obtenidos para la exposicién individual de los animales a cada compuesto fue menor,
mayor o igual a los de la mezcla. La comparacion entre los grupos control no fue

significativa para ninguna variable.
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Respecto al indice H/L se hall6 una diferencia significativa entre los animales
expuestos a CIP en relacion a la mezcla (p= 0,001), siendo los valores medios para
CIP inferiores a los registrados para la mezcla. La suma de las medias de H/L
obtenidas en animales expuestos a CPF (0,47 £ 0,12) y a CIP (0,11 + 0,02) dio como
resultado, exactamente el valor de la media obtenida en los animales expuestos a la
mezcla (0,58 + 0,1). Estos resultados conllevan a suponer una accién aditiva entre
dichos formulados, que determina un valor superior de H/L en animales sometidos al
tratamiento de mezcla.

Se encontraron indices de lobularidad diferentes para animales expuestos a los 3
formulados (GLI-RU, CPF y CIP) aplicados individualmente (p= 0,08; p< 0,001 y p=
0,002, respectivamente) respecto de los expuestos a la mezcla de los mismos para
este parametro. Los valores de IL hallados para los animales expuestos a la mezcla
(1,76 £ 0,1) fueron menores a los obtenidos para los expuestos a las formulaciones
individuales (GLI-RU= 2,69 + 0,52; CPF = 2,99 + 0,36 y CIP = 2,4 + 0,13), sugiriendo
un tipo de accién antagénica entre dichas formulaciones cuando se aplican
combinadas.

En relacién a los titulos de AcN, podria sospecharse la presencia de interacciones
antagonistas entre formulaciones debido a que los valores medios obtenidos en los
animales expuestos a cada formulado (GLI-RU = 26,18 £ 3,8, CPF =2229+2 8y CIP
= 49,78 £ 11,76) fueron mayores (p< 0,001 en todos los casos) en relacién a los
expuestos a la mezcla (11,09 + 1,37).

Se comprobd que los valores medios de maxima hemdlisis para animales tratados con
CPF (12,63 = 1,73) y CIP (49,83 £ 12,6) fueron significativamente superiores (p=
0,025; p= 0,009, respectivamente) al valor medio de dicho parametro en animales
pertenecientes al grupo expuesto a la mezcla (8,71 £ 1,04). Para el caso de GLI-RU,
las diferencias no fueron significativas pero mostraron la misma tendencia. En su
conjunto, los resultados sugieren una accién de antagonismo entre estos formulados
cuando se usan en mezcla.

Finalmente, la comparacién entre los efectos endocrinos producidos por los
compuestos separados en relacién a los de su mezcla, mostré6 menores niveles de
CORT para animales expuestos a la mezcla (171,19 + 14,76 ng/mm), aunque las

diferencias fueron significativas sélo cuando se compararon con GLI-RU (13,86 £ 3,65

ng/mm; p< 0,001). No obstante, la sumatoria entre la media de los valores de CORT

obtenidos en animales expuestos a GLI-RU y la de los animales expuestos a CIP
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(156,93 + 41,61 ng/mm) dio como resultado el valor correspondiente a la mezcla

(170,79 = 171 ng/mm), indicando una accién de tipo aditiva.
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4.4 Discusion

Diferentes contaminantes, incluso en niveles muy bajos, pueden causar
inmunotoxicidad en organismos no blanco. Por esta razén, algunos parametros
inmunolégicos podrian servir como indicadores de toxicidad altamente sensibles en
organismos expuestos a pequefias concentraciones de estos quimicos (Céspedes y
col., 2019). Sin embargo, si bien se han realizado estudios de estos efectos sobre el SI
de animales silvestres (apartado 1.5.5, Capitulo 1), muy pocos se han focalizado en
los efectos de los plaguicidas sobre el Sl de reptiles (Latorre y col., 2013, 2016; Siroski
y col., 2016) y menos aun sobre los efectos producidos por las mezclas complejas de
estos quimicos. En este estudio encontramos que los formulados de plaguicidas
comunmente utilizados en nuestro pais (GLI-RU, GLI-PZ, CIP y CPF) aplicados
individualmente y en mezcla, provocan alteraciones en algunos parametros
inmunolégicos y enddcrinos, asi como en el crecimiento corporal en ejemplares
juveniles de iguana overa.

Hemos mencionado también en capitulos anteriores que el perfil hematolégico puede
proporcionar informacién sobre la condicién interna del cuerpo de un animal antes de
que exista cualquier indicio notable de enfermedades, por lo que un extendido de
sangre periférica que permite analizar diferentes parametros -como el RDGB e indices
como el H/L e IL asi como el RTGB-, contintan siendo el "estandar de oro" del
diagnéstico hematolégico (Campuzano-Maya, 2014). En este estudio, el valor del
RTGB mostré un valor levemente menor (p< 0,07) en los organismos expuestos a la
mezcla de plaguicidas, lo que podria estar indicando un posible efecto téxico sobre
este parametro hematolégico. Cuando se analizé este parametro en los ensayos 2 y 3,
los totales de leucocitos/mm® registrados en animales expuestos a plaguicidas
aplicados individualmente, tampoco mostraron diferencias significativas en los
animales expuestos a GLI-RU, CIP y CPF en relacién a sus respectivos controles. De
manera similar, Arguedas y col. (2018) en Bothrops asper (vibora equis) no hallaron
variaciones importantes sobre el numero de leucocitos totales entre los grupos
tratados con clorpirifos, revelando una respuesta celular no significativa sobre los
organismos tratados con estos toxicos.

Sin embargo en el ensayo 3, las medias registradas para RTGB fueron
significativamente mayores en animales expuestos a la formulacién individual de GLI-
PZ respecto de los controles. Ademas, si se comparan los valores hallados de
leucocitos /mm?® para animales tratados con GLI-RU (ensayo 2) con los valores
obtenidos en animales expuestos a GLI-PZ (ensayo 3), se puede observar que ambos

superan los valores encontrados en los controles de ambos experimentos. No

-114 -



obstante, las diferencias no son significativas para los valores obtenidos en los
animales expuestos a GLI-RU respecto de los controles, suponiendo un efecto
particular del GLI-PZ relacionado a las caracteristicas propias de la formulacion.
Cuando se evaluan los efectos causados por herbicidas, es comun centrarse en la
toxicidad del principio activo (p.a.) en lugar de la correspondiente a las formulaciones
que incluyen dicho p.a., aunque se ha encontrado que estas ultimas pueden ser mas
toxicas que los p.a. (Lajmanovich y col., 2013; Reno y col., 2016). El formulado GLI-
RU por ejemplo, contiene agua, sal de isopropilamina y un porcentaje de
polioxietilenamina (POEA). La toxicidad de este herbicida no sbélo dependeria del
efecto del p.a. sino de la adicion de POEA asi como de otros aditivos usados en dicha
formulacién (Anguiano y Ferrari, 2019). Con el GLI-PZ ocurre lo mismo sélo que la
composiciéon quimica de su formulaciéon es distinta, de manera que las diferencias
encontradas entre animales expuestos a uno u otro formulado podrian estar
relacionadas a cualquiera de sus componentes constituyentes (ver apartado 3.3,
Capitulo 3). Ademas, como la mezcla analizada en el ensayo 1 contenia la formulaciéon
de GLI-RU y no GLI-PZ, |a diferencia estadistica encontrada en el RTGB en el ensayo
3 en animales expuestos a GLI-PZ, plantea nuevos interrogantes para futuras
investigaciones donde los estudios de mezclas de plaguicidas incluyan esta marca
comercial de GLI.

Distintos autores que han estudiado el efecto de formulados individuales, han
reportado diferentes resultados segun el tdéxico aplicado, y la especie modelo de
estudio analizada. En una exposicién de Tilapia guineensis a 2,2-diclorovinil dimetil
fosfato, Akinrotimi y col. (2018) encontraron una elevaciéon de los RTGB ante un
aumento de concentraciéon de dicha sustancia quimica. Segun estos autores, esto
podria ser un indicio de que el animal puede construir un “aparato defensivo” para
superar el estrés letal. Otros estudios reportan que un aumento en el RTGB podria
estar correlacionado con un aumento en la produccién de anticuerpos, que ayudaria
en la supervivencia y recuperacién de peces de las especies Heteropneustes fossilis y
Puntius ticto expuestos a concentraciones sub letales de plaguicidas (Malik y col.,
2015). Finalmente, Ware (2020) explica que la leucocitosis, o recuento elevado de
glébulos blancos, puede ser producto de infecciones, afecciones inflamatorias o
neoplasias, y que el tipo especifico de leucocito que esta elevado puede ayudar a
entender la causa de la leucocitosis. En el ensayo 3 se observé un niumero elevado en
los recuentos de leucocitos de animales expuestos a GLI-PZ asociado a un incremento
en la poblacion de linfocitos. Estos ultimos estan involucrados en la defensa contra las
infecciones virales y juegan un papel fundamental ante condiciones inflamatorias

cronicas (Glassy, 2018); por lo que los valores elevados del RTGB en estos animales
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podria ser consecuencia, por ejemplo, de inflamaciones crénicas causadas por accion
téxica de los plaguicidas aplicados.

Sin embargo, lo contrario ha sido reportado por diferentes autores en varias especies
de vertebrados. En ejemplares de Caiman latirostris (yacaré overo) expuestos a GLI-
RU (Siroski y col., 2016); de Bufo melanostictus (sapo comun) expuestos a malatién
(Mahananda y Mohanty, 2012), de Cyprinus carpio (carpa comun) expuestos a
diazinon (Ahmed 2012) y de Ambystoma tigrinum (salamandra tigre) expuestos a
atrazina (Forson y Storfer, 2006), se observaron niveles mas bajos de leucocitos
periféricos con respecto a los controles. En relacién con esos datos, en el ensayo de
mezcla se observé una tendencia a la disminucién en el RTGB en respuesta a la
mezcla de diferentes sustancias téxicas, lo cual podria estar relacionado a una
migracién de leucocitos hacia los 6rganos o sistemas afectados (Malik y col., 2015) o a
un “debilitamiento” del sistema inmunitario (Kumar Maurya y col., 2019) frente a la
accion toxica de algunos compuestos. Un estudio reciente sobre el analisis de este
parametro, sostiene que se pueden observar recuentos bajos de leucocitos
(leucopenia) en individuos después de la exposicion a ciertos farmacos (Ware, 2020).
En contraste con Latorre y col. (2013, 2016) y Siroski y col., (2016) quienes reportaron
diferencias significativas entre los valores de RDGB de C. latirostris, entre controles y
grupos tratados con formulaciones individuales de CPF, CIP y GLI-RU; en la presente
investigacion, estos parametros no mostraron diferencias significativas en los animales
expuestos a estos plaguicidas aplicados individualmente o en mezcla. Otros autores
tampoco encontraron diferencias en este parametro en sapos comunes (Rhinella
arenarum) expuestos a clorpirifos (Lajmanovich y col., 2018), ni en ejemplares de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) expuestos a malation (Alavinia y col., 2019). En
este estudio, s6lo cuando se analiz6 el efecto de la aplicacién de GLI-PZ (ensayo 3)
sobre el RDGB en animales expuestos, se observd un valor mayor de linfocitos en
circulacién en relacién a los controles.

Con respecto al indice H/L, se observaron valores significativamente menores de este
parametro, en animales expuestos a las formulaciones individuales de GLI-RU y GLI-
Pz, CPF y CIP, en relacién con los controles, posiblemente relacionados con los
valores mas elevados de linfocitos detectados y los valores de heteréfilos mas bajos
observados en todos los tratamientos en relacién a los controles. En el caso de los
animales expuestos a la mezcla de estos plaguicidas (GLI-RU, CPF y CIP), no se
encontraron diferencias significativas respecto de los CN, pero se observé una relacién
H/L inversa a la obtenida para animales expuestos a las formulaciones individuales.
Esto motivd el desarrollo de un analisis estadistico que mostré resultados compatibles

con efectos aditivos de los formulados cuando son usados en combinacion.
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El indice de Lobularidad (IL) fue mayor en animales expuestos a la mezcla de
plaguicidas en el ensayo 1 asi como para los animales del grupo experimental CIP del
ensayo 3, en relacion a sus respectivos controles. Esos elevados valores del IL
podrian estar relacionados con un entorno celular desfavorable (Boxer y Dale, 2002),
debido a que este indice da cuenta de la existencia de un mayor nimero de heteréfilos
maduros (con nucleos mas segmentados) en la circulacion sanguinea de los
individuos expuestos. De manera similar, Salinas y col. (2015) encontraron mayores
valores en los IL de ejemplares adultos de Rhinella arenarum (sapo comun) en sitios
mas contaminados (1,86 y 1,83) en relacibn a sitios menos intervenidos
antrépicamente (1,48 y 1,46). Por otra parte, cabe destacar que los valores de IL
encontrados en el presente trabajo para los animales expuestos a la mezcla, fueron
inferiores a todos los registrados para los animales expuestos a formulaciones
individuales, mostrando un posible efecto antagonista entre los compuestos que, no
obstante, sigue siendo mayor a su respectivo control.

Respecto a los niveles de anticuerpos naturales, los estudios sobre Trachemys scripta
(tortuga de orejas rojas) sustentan la hipétesis de que las respuestas de AcN, no
especificas, son una linea de defensa importante en los reptiles (Zimmerman y col.,
2013). En este estudio, los titulos de AcN mostraron diferencias entre los grupos
analizados en el ensayo 1, donde los valores de los animales expuestos a la mezcla
de plaguicidas fueron mas bajos que los de los controles, revelando algun tipo de
efecto sobre la produccion de AcN. En este sentido, las moléculas de los plaguicidas
podrian estar ejerciendo alguna alteracion en la produccion natural de los AcN; sin
embargo, los niveles de AcN en este ensayo nunca alcanzaron valores nulos, 1o que
sugiere que se mantiene una inmunidad basal incluso en estos casos. Areechon y
Plumb, 1990 reportaron resultados similares a los aqui mencionados, donde los titulos
de AcN fueron mas bajos en bagres de canal (/ctalurus punctatus) expuestos al
organofosforado Malatién en relacion a los de los animales control.

En lineas generales en los ensayos 2 y 3 donde se analizaron exposiciones de
animales a plaguicidas individuales no mostraron diferencias, en este parametro, con
respecto a los controles, con la excepcién de CIP, donde los valores de AcN fueron
significativamente mas altos. Resultados similares fueron reportados por Vermeulen y
col. (2015) quienes encontraron una tendencia positiva no significativa en Parus major
(Carbonero comun) expuesto al plomo. Nuevamente, al igual que lo observado en el
Capitulo 3 (apartado 3.3) se encontraron diferentes respuestas de este parametro
segun cual fue el plaguicida analizado. En los ensayos descritos en este Capitulo asi
como en los descritos en el Capitulo 3, los animales expuestos a CIP mostraron los

titulos de AcN mas altos; mientras que en aquellos animales expuestos a GLI-RU,
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como se describe en el Capitulo 3, y a la mezcla, en el presente Capitulo, fueron mas
bajos respecto de los controles. De esta manera, los resultados observados para este
parametro parecen sugerir que diferentes plaguicidas, y aplicaciones individuales o
mixtas de ellos, pueden ejercer distintas acciones sobre la produccién de los AcN.
Finalmente, los valores hallados para los animales expuestos a la mezcla fueron
significativamente inferiores a los registrados en los animales expuestos a los
plaguicidas individuales usados en ella, mostrando una interaccién antagonista entre
dichos compuestos.

Particularmente, el SC del plasma sanguineo es un elemento importante de la linea de
defensa inmune innata de animales contra agentes infecciosos (Siroski y col., 2010);
de tal modo que ciertas sustancias toxicas podrian alterar la respuesta inmune a
través de modificaciones en este sistema. Respecto a este parametro (SC), algunos
autores informaron que algunos téxicos podrian afectar su actividad, como el
pentaclorofenol en ratéon (White y Anderson, 1985) y la formulacion de GLI-RU en C.
latirostris (Siroski y col., 2016). A diferencia de los mencionados autores, nuestros
ensayos mostraron valores mas altos de la actividad del SC en animales expuestos a
la formulacion individual de CIP (ensayo 3) respecto de los controles. Dutta y col.,
(2008) reportaron una activacion de C3 y la generacién de los componentes del
complemento C3b, C3d y C3a mediante una via alterna del complemento, causada por
el insecticida DDT en suero de humanos. De la misma manera, se ha propuesto la
activacion directa de la cascada del SC después de la exposicion in vitro al
hexaclorobenceno (compuesto organoclorado) y malatién (compuesto
organofosforado) también en suero de humanos (Banerjee y col., 1996).

Al igual que lo informado por Li y col., (2013) sobre el pez Cyprinus carpio expuesto a
CPF, en este estudio no se encontraron diferencias entre los demas tratamientos
respecto del control, sobre la actividad del SC. Resulta interesante destacar que los
porcentajes de MH registrados para animales expuestos a la mezcla de plaguicidas,
fueron significativamente menores que los de los animales expuestos a CPF y CIP
mostrando una interaccion entre dichos plaguicidas cuando son utilizados en mezcla, o
al menos cuando son combinados con GLI-RU.

Los resultados de los diferentes ensayos experimentales realizados en esta Tesis,
mostraron diferentes respuestas en el crecimiento (LHC y peso) de los ejemplares
segun el plaguicida y si fueron aplicados individualmente o combinados. En el ensayo
1 no se encontraron diferencias en el crecimiento, entre animales expuestos a la
mezcla de plaguicidas con respecto a los animales de los controles. En animales
expuestos a las formulaciones individuales de GLI-RU y CPF (ensayo 2) se

encontraron mayores valores de LHC en animales expuestos. Finalmente, de manera
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semejante a lo hallado en ranas (Xenopus laevis) expuestas a una mezcla de
plaguicidas (Hayes y col., 2006), en el ensayo semicontrolado 3, los animales
expuestos a GLI-PZ mostraron un incremento menor de peso y LHC respecto a los
CN. Schoenle y col. (2018) han propuesto que la activacion experimental de las
respuestas inmunitarias puede provocar aumentos en la tasa metabdlica y pérdida de
masa corporal, indicando que la inmunidad tiene costos energéticos. En este sentido,
los menores tamarios corporales encontrados en animales expuestos podrian deberse
a una menor inversion de energia destinada a incrementar la masa corporal,
relacionada al costo energético elevado que requiere la respuesta inmune frente a
dichos toxicos.

En relacién a los incrementos en LHC y peso, algunos autores (Merrill y col., 2013;
Wolmarans y col.,, 2018) proponen que determinados compuestos téxicos pueden
causar efectos obesogénicos asi como caquexia (desnutricion, deterioro organico) en
animales expuestos. De igual manera, los mencionados autores afirman que pueden
existir correlaciones positivas y negativas entre los plaguicidas y la masa de tejido
adiposo, pero que estas correlaciones son especificas segun el compuesto y segun las
dosis utilizadas de dichos compuestos. En el mismo sentido, Bingnan y col., (2020)
indican que los plaguicidas tienen el potencial de inducir trastornos metabdlicos
energéticos al perturbar el proceso fisico de absorcion y almacenamiento de energia
en diferentes érganos en humanos; y que estos trastornos pueden generar sobrepeso
o bajo peso.

Puede notarse ademas que los resultados obtenidos en este Capitulo para LHC,
fueron opuestos para animales expuestos a GLI-RU respecto a los expuestos a GLI-
PZ, mostrando nuevamente, respuestas contrarias en relacién a la marca comercial
del plaguicida aplicada.

Hayes y col., (2006) reportaron un aumento en los niveles de corticosterona en el
plasma en ejemplares de X. laevis expuestos a una mezcla de plaguicidas. En este
estudio encontramos niveles significativamente mas altos de CORT en plasma de
animales expuestos a la mezcla de plaguicidas (ensayo 1) y, por el contrario, valores
mas bajos de dicha hormona en los animales expuestos a GLI-RU (ensayo 2) respecto
de los controles.

Se ha reportado que los plaguicidas pueden provocar una desregulacion aguda o
cronica de la CORT, representada por un aumento o disminucién a niveles muy bajos
de esta hormona que podria, en ambos casos, comprometer la salud de los
organismos expuestos (McMahon y col., 2017). Las diferentes respuestas podrian
estar relacionadas a una accion téxica de los plaguicidas sobre el eje hipotalamo-

pituitario-adrenal (HPA) (ver apartado 1.4, Capitulo 1).
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Por otra parte, estos resultados demuestran que los efectos sobre el sistema
endoécrino de los plaguicidas testeados individualmente fueron diferentes a los
causados por la mezcla. Esto refleja la importancia de la evaluacién de los efectos de
las mezclas de los plaguicidas, siendo ésta la forma predominante de su aplicacién en
cultivos modernos.

Los niveles de la CORT mostraron una correlacion positiva con los valores de
eosinofilos y heterdfilos, asi como con el indice H/L. La correlacion entre los niveles de
CORT con la proporcién H/L podria estar relacionado al aumento de esta hormona
frente al estrés, que puede desencadenar un incremento en el numero de heterofilos
como fuera reportado en Chelonia mydas (tortuga marina verde; Aguirre y col., 1995),
en alligator (Morici y col., 1997) y en otros vertebrados (Davis y col., 2008). Por otra
parte, el aumento de los niveles de CORT puede causar el efecto contrario en otros
componentes del sistema inmunolégico. Asi lo hemos observado en este trabajo para
parametros como AcN, SC y monocitos. Como se menciondé anteriormente para
tetrdpodos no mamiferos, el comportamiento de esta hormona podria establecer un
vinculo endocrino entre la inmunocompetencia y el estrés (Apanius, 1998).

Es importante destacar que la exposicién crénica a concentraciones subletales de
toxicos, que conducen a cambios estructurales y funcionales en el sistema inmune,
puede ademas dar como resultado una inmunosupresion que termina por reducir la
resistencia del huésped (Browne, 2004; Crawshaw y Weinkle, 2000). En resumen, los
contaminantes pueden causar inmunoestimulacién (a veces con hipersensibilidad
posterior), pero mas comunmente conducen a la inmunosupresion, lo que aumenta la
susceptibilidad a enfermedades infecciosas (Bigazzi, 1996; Gardner y Zelikoff, 1996).
Berger y col.,, (2005) sugieren que los glucocorticoides plasmaticos elevados
temporalmente pueden mejorar el sistema inmunolégico, mientras que las
concentraciones elevadas crénicas pueden ser inmunosupresoras.

En este estudio, donde las iguanas fueron expuestas a diferentes plaguicidas de
manera individual y en mezcla en condiciones subcrénicas, hemos encontrado efectos
opuestos de la CORT, segun el tipo de parametro inmunolégico analizado y el
plaguicida testeado. Teniendo en cuenta la alta complejidad del sistema inmunolégico,
se considera que se podrian obtener resultados mas concluyentes aumentando el
numero de parametros evaluados asi como realizando exposiciones de los ejemplares
a diferentes plaguicidas.

De modo similar a los datos reportados para Alligator mississippiensis por Morici y col.
(1997), los resultados del ensayo 1 mostraron que el nivel de corticosterona en plasma
se correlacion6 negativamente con la longitud hocico-cloaca. Hayes y col. (2006)

quienes también hallaron mayores valores de CORT en animales expuestos a mezclas
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de plaguicidas, sugirieron que dichos aumentos podrian estar produciendo
alteraciones en parametros tales como un desarrollo y crecimiento corporal mas lento.
En el ensayo 2 se observé que si bien el nivel de CORT se correlaciond también
negativamente respecto del crecimiento (peso y LHC), pero de manera inversa; es
decir, los bajos valores de la hormona en los animales expuestos a GLI-RU, estuvieron
en relaciéon a los mayores tamafos corporales registrados. Este resultado puede
deberse a efectos obesogénicos mencionados anteriormente.

Los resultados de este Capitulo proporcionan evidencia de efectos inmunotéxicos de
los plaguicidas analizados, pero también sobre un frade-off entre los niveles de CORT
y los pardmetros inmunolégicos, asi como entre las fluctuaciones de esta hormonay el
crecimiento. Ademas, estos resultados mostraron variadas respuestas inmunes y
enddcrinas de los animales frente a la exposicién a diferentes plaguicidas (asi como
frente a distintas formulaciones de un mismo plaguicida), o a su mezcla, revelando
diferentes interacciones. De esta manera, la variabilidad y relevancia de estos
resultados, resaltan la impredecibilidad de los efectos téxicos de los plaguicidas en las

especies animales silvestres.
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CAPITULO 5

Discusion general y conclusiones finales

-122 -



5.1 Discusion general

Como se ha mencionado en esta Tesis, el sistema agroproductivo actual, con
utilizacion de una superficie de terrenos cada vez mayor, con reduccion o ausencia de
rotaciones junto a una baja incorporaciéon de materia organica en los suelos y un uso
indiscriminado de plaguicidas, se ha vuelto cada vez menos sustentable desde el
punto de vista ecoldgico. Este tipo de agricultura se torné mas dependiente del aporte
permanente de fertilizantes y plaguicidas, lo que ha contribuido a una disminucién de
la capacidad de resistencia de los cultivos frente al ataque de insectos y enfermedades
(Souza Casadinho 2019).

Respecto a las consecuencias de este modelo agroproductivo, han quedado
registrados a lo largo de toda esta Tesis, diferentes efectos sobre ejemplares de
iguana overa, que se suman a investigaciones realizadas en diferentes especies.
Tales consecuencias de la exposicion de las poblaciones silvestres a estos productos
dependen de muchos factores, incluyendo el principio activo (p.a), la composicién de
la formulacién comercial, las concentraciones aplicadas, el momento y tipo de
aplicacion y las circunstancias de exposicién.

Los reptiles son modelos especialmente utiles para realizar evaluaciones del estado de
salud de un ambiente debido a su ecologia y fisiologia, pero, ademas, por su utilidad
para estudios de laboratorio y de campo (Smith y French 2017). La iguana overa
particularmente, es una especie que habita frecuentemente en zonas cercanas a
cultivos intensivos en nuestro pais; que constituyen sitios de alta exposicién a
plaguicidas. Por tales motivos, ha sido propuesta en este estudio como especie
modelo para el andlisis de efectos toxicos de los plaguicidas mas utilizados en la
agroindustria de Argentina.

Los biomarcadores son herramientas de diagndstico que permiten identificar y
determinar las respuestas de los organismos a diferentes condiciones de exposicion,
constituyendo una importante fuente de informacién para la evaluaciéon de efectos
ecotoxicolégicos (Ronco y col., 2008). A partir del uso de diferentes biomarcadores de
toxicidad, en los ultimos afos nuestro grupo de trabajo ha reportado numerosos
efectos producidos por las formulaciones de plaguicidas sobre reptiles estudiados en
diferentes etapas de vida, en condiciones controladas o semi-naturales, incluyendo
diferentes alteraciones sobre el desarrollo embrionario. Dichos estudios se focalizaron
en efectos genotdxicos (Schaumburg y col., 2014; 2016) e inmunotoéxicos (Siroski y
col., 2017; Mestre y col., 2019; 2020) asi como en la respuesta endécrina de la iguana
overa a diferentes plaguicidas o combinaciones de éstos (Mestre y col., 2019).

Ademas, en Caiman latirostris (yacaré overo), otro reptil autéctono, se han detectado
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numerosas modificaciones a nivel genético, enzimatico y/o metabdlico (Lopez
Gonzalez y col., 2013; 2017, Poletta y col., 2009; 2011a; 2011b; 2013; 2017; Burella y
col., 2016) asi como efectos toxicos sobre la respuesta inmune y/o endécrina (Siroski y
col., 2016; Latorre y col., 2016; 2018; Moleén y col.,, 2018; 2020) en animales
expuestos a una variedad de formulaciones de plaguicidas y/o mezclas de las mismas.
Los resultados de esta Tesis amplian y complementan dichos antecedentes, a la vez
que incluyen nuevos biomarcadores para la especie.

En este trabajo, inicialmente se determinaron valores basales para iguana overa en
seis parametros hematolégicos importantes: Recuento Total (RTGB) y Diferencial
(RDGB) de Glébulos Blancos, indice de Heteréfilos/Linfocitos (H/L), indice de
Lobularidad (IL), Titulos de AcN y actividad del Sistema de Complemento (SC);
contribuyendo al conocimiento del Sl de S. merianae. Del total de dichos parametros,
tres (RDGB, AcN y SC) mostraron diferencias entre las clases de edad resaltando la
importancia de considerar estos parametros como biomarcadores inmunolégicos para
la especie. Otros autores también han reportado diferencias en los valores
hematolégicos registrados para reptiles de diferentes edades. Stacy y col. (2011) y
Casal y col. (2009), describieron cambios en RDGB relacionados con la edad en los
porcentajes de algunas clases de glébulos blancos en tortugas C. caretta. Respecto a
la deteccion de AcN, otros autores también han detectado aumentos con la edad en
serpientes pitones (Ujvari y Madsen, 2011) y en tortugas de orejas rojas (Zimmerman y
col.,, 2013). Finalmente, en relacién a la actividad del SC, nuestros resultados
coinciden con lo reportado en mamiferos por Strasser y col. (2000), donde dicha
actividad fue mayor en animales adultos respecto de juveniles. La ausencia de
diferencias entre los parametros inmunolégicos evaluados en iguanas de distintos
sexos, coincide con lo reportado en tortugas Podocnemis expansa (Oliveira-Junior y
col., 2009) y Phrynops hilarii (Latorre y col., 2015) asi como en especies del género
Caiman (Troiano y col., 1996).

Para analizar los marcadores inmunoldégicos mencionados, asi como otros parametros:
endocrinos y de crecimiento (peso y longitud hocico-cloaca -LHC-) frente a la accion
de plaguicidas, se realizaron diferentes ensayos experimentales donde ejemplares de
S. merianae de distintas clases etarias, fueron expuestos a plaguicidas utilizados en la
actualidad en la agricultura: Glifosato (GLI), Clorpirifos (CPF) y Cipermetrina (CIP).
Particularmente del GLI, se evaluaron las dos marcas mas usadas en nuestro pais:
Glifosato Roundup (GLI-RU) y Glifosato Panzer Gold (GLI-PZ). Dichos ensayos
experimentales consistieron en variadas exposiciones a los mencionados plaguicidas,
tanto en etapas embrionarias por medio de topicaciéon de huevos, como en juveniles

bajo condiciones semicontroladas. Los resultados demostraron diferentes efectos
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sobre los parametros inmunolégicos, de crecimiento y sobre la concentracion de la
hormona corticosterona (testeada sélo en animales juveniles). Todos los parametros
analizados en cada ensayo revelaron diferencias significativas entre organismos
expuestos en relaciébn a los controles al menos en uno de los experimentales,
revelando la utilidad de cada uno de estos parametros para realizar una evaluacién
toxicoldgica. Los efectos dependieron de la clase de plaguicida testeado. En este
sentido, el RTGB mostré diferencias entre animales juveniles controles y aquellos
expuestos a GLI-PZ, mientras que el RDGB ademas de mostrar los mismos efectos
sobre juveniles del grupo GLI-PZ, revel6 también diferentes proporciones leucocitarias
en embriones expuestos a GLI-RU y a CIP, en relacion a sus controles. Estos
resultados demuestran la importancia del presente estudio, debido a que los
mencionados parametros han sido propuestos como buenos indicadores de salud de
un organismo (Campuzano-Maya, 2014). Otros autores han reportado efectos téxicos
sobre estos parametros en ejemplares de C. latirostris expuestos a GLI-RU (Siroski y
col., 2016; Latorre y col., 2016); en especimenes de Bufo melanostictus (sapo comun)
expuestos a malation (Mahananda y Mohanty, 2012), en ejemplares de Cyprinus
carpio (carpa comun) expuestos a diazinon (Ahmed 2012) y en peces de la especie
Heteropneustes fossilis contaminados con urea (Maitra y Nath, 2014). El indice de
lobularidad que informa acerca de la presencia de factores que causarian efectos
agudos o crénicos a través de la evaluacion del grado de madurez de los heteréfilos
(Garcia y col.,, 1997; Cabagna Zenklusen, 2012), revelé diferencias en juveniles
expuestos tanto a la formulacién de CIP como a la mezcla de plaguicidas testeadas.
Los elevados valores del IL encontrados en este estudio coinciden con lo informado
por Salinas y col. (2015), quienes encontraron mayores valores en los IL de
ejemplares adultos de Rhinella arenarum (sapo comun) en sitios contaminados en
relacién a sitios menos intervenidos antrépicamente. El indice H/L fue el parametro
que mostré diferencias en la mayor cantidad de los ensayos realizados, ya sea en
embriones topicados con GLI-RU y con CIP, como en juveniles expuestos a las
formulaciones individuales de todos los plaguicidas y marcas testeadas, en relacién a
sus controles. Estos resultados refuerzan la propuesta de que este indice puede ser
utilizado como una medida de la respuesta inmunoldgica de los individuos al estrés
(Davis y col., 2008). El otro pardmetro inmunolégico que mostré ser muy eficaz para
evaluacioén toxicologica fue el de titulos de AcN, que hasta el momento no habia sido
considerado para la especie. Los embriones topicados con CIP, GLI-RU y GLI-PZ, asi
como aquellos juveniles expuestos a la formulacién de CIP y a la mezcla de
plaguicidas, mostraron diferentes efectos sobre los titulos de AcN en relacién a sus

respectivos controles. Otros efectos similares fueron reportados en bagres de canal
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(Ictalurus punctatus) expuestos al organofosforado Malatién (Areechon y Plumb, 1990)
y en Parus major (Carbonero comun) expuesto a dosis de plomo (Vermeulen y col.
2015). Finalmente, de modo similar a lo reportado por White y Anderson (1985) en
ratones expuestos a pentaclorofenol y por Siroski y col. (2016) en C. latirostris
expuestos a la formulacion de GLI-RU, en este estudio la actividad del SC mostrd
efectos tdxicos en animales juveniles expuestos al plaguicida CIP; validando a la
actividad del SC, como un indicador de efectos téxicos sobre algunos organismos.
Asimismo, se encontraron diferentes niveles de correlacién entre la concentraciéon de
la corticosterona y los parametros inmunolédgicos y de crecimiento, revelando un frade
off entre dichas variables. Los resultados de este trabajo sugieren que el
comportamiento de esta hormona determina el vinculo entre el sistema endocrino, la
inmunocompetencia, el crecimiento y el estrés. Es muy importante destacar que los
efectos del estrés sobre la funcién inmune u otras variables, a menudo dependen del
contexto y pueden variar entre especies o incluso dentro de ellas, segun el tipo o la
duracién del factor estresante (Leung y Bloom, 2003; Love y col., 2017).

En nuestros ensayos semicontrolados sobre juveniles, asi como en los animales
nacidos de huevos topicados, se encontraron efectos diferenciales respecto de la
marca comercial aplicada de glifosato, mostrando mayor toxicidad el formulado Panzer
Gold (GLI-PZ) respecto a Roundup (GLI-RU), sobre los diferentes parametros
analizados. Ambas formulaciones testeadas en los diferentes ensayos experimentales,
poseen un porcentaje de p.a. declarado similar, siendo incluso menor en GLI-PZ, por
lo que a pesar de que la toxicidad del p.a. no fue testeada en este trabajo de Tesis, las
distintas composiciones quimicas de cada formulado parecen ser las responsables de
las diferencias encontradas. La toxicidad de este herbicida no sélo dependeria del
efecto del p.a. sino de la adicién de aditivos y coadyuvantes usados en dicha
formulacién (Anguiano y Ferrari, 2019). Es por esta razén que algunos autores
recomiendan centrarse en la toxicidad correspondiente a las formulaciones cuando se
evaluan los efectos causados por herbicidas, en lugar de la que representa solo el p.a.
(Lajmanovich y col., 2013; Reno y col., 2016).

Para el caso de los embriones, las exposiciones se realizaron por topicacién de
huevos de los plaguicidas en dos estadios diferentes de desarrollo. Los efectos
encontrados dependieron de la clase de plaguicida analizado (GLI, CPF o CIP), de las
concentraciones testeadas para cada uno y de la marca comercial de GLI empleada,
asi como también del desarrollo embrionario que poseian los animales al momento de
la exposicion. Se observaron mayores efectos cuando los animales fueron expuestos
en un estadio mas avanzado del desarrollo. Similares resultados han sido reportados

en embriones de ratas expuestos a plomo en una fase gestacién mas tardia respecto a
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los expuestos en una fase mas temprana (Bunn y col. 2001). Estas diferencias en la
respuestas entre animales expuestos a diferentes etapas del desarrollo embrionario,
podrian ser una consecuencia de la falta de desarrollo en algunos 6rganos o sistemas
de los animales expuestos en una etapa de gestacién mas incipiente; o bien debido al
mayor tiempo que tuvieron estos embriones para corregir los efectos causados por la
exposicion a través de mecanismos de reparacion (Burella 'y col., 2017).

Otro hallazgo importante, fue un mayor nimero de muertes embrionarias en huevos
expuestos en un estadio intermedio de desarrollo, a varias concentraciones de los tres
plaguicidas testeados. Khan y col. (2015) también reportaron mayor porcentaje de
muertes embrionarias en aves (Gallus gallus domesticus) nacidas de huevos
expuestos a la mezcla de los insecticidas CIP y CPF en relacién a los porcentajes
registrados para los controles. De la misma manera, en este mismo grupo de huevos
de S. merianae topicados a la mitad de su desarrollo embrionario, se detectaron
retrasos en los nacimientos respecto de los controles. Estos efectos no fueron
detectados en huevos topicados durante los primeros dias de desarrollo, sugiriendo
nuevamente que los resultados pueden ser diferentes dependiendo el momento en
que se realiza la aplicacién. Ademas, se encontré una relacién en las muertes de
embriones expuestos segun el nido de procedencia. Estas diferentes respuestas
cobran especial interés desde un punto de vista biolégico, revelando diferentes
susceptibilidades de cada nido conocidas como “efecto nido”. Nuestros resultados
mostraron dicha variacién entre nidos, validando la utilizacién de diferentes nidos y su
distribucién equitativa en los distintos grupos experimentales de cada ensayo.

En todos los ensayos de exposicion se analizaron tanto efectos individuales de los
plaguicidas como de las mezclas de tales formulados. Independientemente del tipo de
exposicion llevada a cabo (ensayos semicontrolados y de topicacién de huevos), las
mezclas de plaguicidas mostraron distintos efectos en relacion a los causados por los
compuestos individuales, evidenciando en algunos casos interacciones antagénicas,
efectos aditivos e incluso, independientes. Al respecto, las formulaciones testeadas
son aplicadas comunmente en mezclas terciarias en la agricultura moderna, pero
también existen actualmente otras combinaciones posibles, tanto de diferentes clases
de plaguicidas, como de marcas comerciales (Beyer y col., 2014). Esto plantea el
interrogante para futuras investigaciones acerca de cuales serian los resultados al
evaluar los parametros que revelaron diferentes interacciones, cuando sean
analizados animales expuestos a mezclas que incluyan otras marcas comerciales. Por
esta razon, el presente estudio podria considerarse como un punto de partida para
futuras investigaciones, donde sean considerados estos efectos diferenciales entre

formulaciones sumados a posibles interacciones entre los mismos.
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Los resultados de la presente Tesis también revelaron diferentes respuestas inmunes
frente a las exposiciones de los plaguicidas, observandose en ciertos casos una
disminucién en la respuesta de alguna variable respecto de los controles, asi como un
incremento en dicha respuesta en otros casos. En relacién a este punto, algunos
autores (Medzhitov y col., 2012; Smith y French 2017) sostienen que una respuesta
inmune agresiva no siempre resulta beneficiosa para la supervivencia y la aptitud en
animales silvestres, y que el aumento de la eficiencia inmune en lugar de maximizar la
robustez de la respuesta, es probablemente la estrategia mas eficaz ante situaciones
de estrés ambiental. De lo anterior se desprende que el sistema inmune es complejo y
que involucra tanto coordinacién como interacciones antagénicas entre diferentes
componentes inmunes (Zimmerman y col., 2018). Ademas, mientras estas respuestas
inmunes son criticas para la supervivencia del huésped ante el ingreso de cualquier
sustancia ajena al organismo, se cree que la participacién de cada componente de la
inmunidad puede variar segun el medio ambiente en que se encuentra el animal
(Martin y col.,, 2009). En este contexto, en un mundo dominado por el cambio
antropogénico, es crucial entender como los individuos informan a través de sus
respuestas inmunes las dinamicas de una poblacién, que a su vez, determinan la

persistencia de su especie (Smith y French 2017).
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5.2 Conclusiones finales

La variabilidad y relevancia de los resultados encontrados en esta Tesis, se suman a
las evidencias informadas en otras especies, resaltando la impredecibilidad de los
efectos téxicos de los plaguicidas en las especies animales silvestres. En lineas
generales, los hallazgos de este estudio contribuyen al conocimiento de los efectos de
la exposicion a diferentes plaguicidas en distintas clases etarias de S. merianae,
ademas de validar el uso de diferentes biomarcadores para el analisis de dichos
efectos. A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis, asi como
mediante comunicaciones volcadas en distintos articulos de revistas cientificas
especializadas y en congresos nacionales e internacionales, se han generado valiosos
conocimientos que intentan alertar sobre los efectos de plaguicidas sobre los animales
silvestres e impactan potencialmente sobre las estrategias de uso sustentable para S.
merianae, asi como de especies similares. Debido al rol ecolégico que desempefa la
iguana overa como indicador ambiental y a su rol socioeconémico de importancia
regional (Siroski y col.,, 2017), la informacién generada por este trabajo de Tesis
resulta de gran utilidad para el programa de conservacién (Pl), aportando al
conocimiento de la biologia de la especie y al estado de salud de sus ambientes. En
este contexto, se sugiere continuar con la evaluacién de los efectos de estos
plaguicidas, empleando biomarcadores que permitan identificar las condiciones reales
de exposicidn en las que se encuentra esta especie en su ambiente natural. Al
respecto, resulta crucial que aquellos estudios futuros en relacion con esta
problematica vinculada al modelo productivo actual, se centren en fomentar la
interaccion entre la comunidad cientifica y quienes elaboran y aplican las normas, para
que la informacién basada en investigaciones sea integrada a leyes progresivas que
permitan proteger las especies silvestres potencialmente afectadas (Croteau y col.,
2008). En nuestro pais, existen legislaciones y normativas que promueven y
recomiendan una aplicacion responsable para una produccién sustentable, pero no se
efectian los controles necesarios para el cumplimiento de las mismas (Tomasoni,
2013).

Por otra parte, al abordar las causas y consecuencias de la variacién inmune en el
contexto de cambio antropogénico, la ecoinmunologia podria proporcionar ideas que
tengan implicancias para la salud publica y la conservacion, al colocar a la
inmunologia en contextos evolutivos y ecoldgicos en los diferentes niveles de
organizacion biolégica, desde el organismo a las interacciones a nivel comunitario
(Schoenle y col., 2018). En este sentido, se podria proponer combinar medidas de

control biolégico y cultural, adoptando técnicas no quimicas conocidas para controlar o
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eliminar las poblaciones de plagas, incluyendo la aplicacién de productos biolégicos
como bioplaguicidas, variedades resistentes de plantas y rotacion de cultivos (Wagner
y col., 2015; Abubakar 2020). Concluyentemente, se podria pensar la agroecologia
como un paradigma civilizatorio, con mayor profundidad conceptual y practica que un
modo de produccién agrario, tanto para la sustitucién de plaguicidas, como para la

recreacion de sistemas productivos viables y sustentables (Souza Casadinho 2019).

Por ultimo, considerando los objetivos planteados para el presente trabajo de Tesis
Doctoral y los resultados obtenidos, se resumen a continuacién las siguientes

conclusiones finales:

- Se incorporaron y caracterizaron nuevos biomarcadores de inmunotoxicidad para
evaluar exposicion de S. merianae a diferentes formulaciones de plaguicidas, los

cuales mostraron ser variables y sensibles ante dichas exposiciones.

- Los resultados sugieren un dafio inmunotéxico inducido por formulaciones de los
insecticidas Cipermetrina y Clorpirifos y del herbicida Glifosato, asi como por su
mezcla, en embriones y juveniles de S. merianae, bajo condiciones controladas de

exposicion (in ovo y semicontroladas respectivamente).

- En todos los ensayos experimentales las diferentes respuestas inmunolégicas,
endécrinas y de crecimiento -segun corresponda- de los organismos a las
exposiciones a plaguicidas dependieron del compuesto aplicado, de la marca
comercial de Glifosato probada y del método de exposicién: individual 0 combinada.

- Las mezclas de plaguicidas mostraron menores, iguales o mayores efectos en
relacién a los causados por los compuestos individuales, evidenciando en algunos
casos interacciones antagonicas o efectos aditivos entre dichos formulados, asi como

efectos independientes en otros.

- En juveniles expuestos en condiciones semicontroladas a mezcla de plaguicidas asi
como a algunas formulaciones individuales de estos, se encontraron efectos sobre la
hormona corticosterona y diferentes tipos de correlacion entre ésta y algunos
parametros inmunoldgicos y de crecimiento, revelando un ftrade off entre dichas

variables.

- En las exposiciones in ovo las respuestas inmunoldgicas dependieron ademas del
plaguicida testeado, su marca comercial y aplicacién individual o en mezcla, de las
diferentes concentraciones testeadas y de la etapa embrionaria al momento de la

aplicacion tépica.
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- Se observaron mayores muertes embrionarias en huevos topicados con algunas
concentraciones de plaguicidas que dependieron de la sensibilidad del nido de
procedencia, aun cuando las concentraciones aplicadas fueron siempre inferiores a las
recomendadas y aplicadas en campo.

- En base a estos estudios, es necesario continuar con la evaluacion de los efectos de
plaguicidas, atendiendo también a las diversas marcas comerciales asi como a las
diferentes combinaciones de los mismos utilizadas en la agricultura moderna,
mediante el uso de biomarcadores que nos permitan identificar las condiciones reales

de exposicién en las que se encuentra esta especie en su ambiente natural.
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