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1. Abreviaturas y simbolos

ACh: Acetilcolina

ACAhE: Acetilcolinesterasa

ADN: Acido desoxirribonucleico
AMPA: Acido aminometilfosfénico
ANOVA: Andlisis de la Varianza
AOX: Sistema antioxidante

ARN: Acido ribonucleico

CAT: Catalasa

cat: Gen que codifica para catalasa
CIP: Cipermetrina

CIP1: Cipermetrina concentracion al 0.12%
CIP2: Cipermetrina al 0.06%

cm: Centimetros

CN: Control negativo

CPF: Clorpirifés

CPF1: Clorpirifés concentracion al 0.8%
CPF2: Clorpirifés al 0.4%

CV: Control de vehiculo

DL50: Dosis letal 50

E1: Experimento 1

E2: Experimento 2

E3: Experimento 3

E4: Experimento 4



EC: Ensayo cometa

EE: Error estandar

ENDO IlI: Endonucleasa Il

EO: Estrés oxidativo

EPSPS: Enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintetasa:
EROs: Especies reactivas de oxigeno
FISH: Hibridacion in situ fluorescente

FPG: Formamido pirimidina ADN glicosilasa
g: Gramos

°C: Grados centigrados

GLlI: Glifosato

GLI1: Glifosato concentracion al 2%

GLI2: Glifosato al 1%

gst: gen que codifica para GST

H20.: Peréxido de hidrégeno

Ha: Hectarea
LPO: Lipoperoxidacion
LT: Longitud total

LHC: Longitud hocico-cloaca
Mx3: Mezcla de las tres formulaciones (GLI + CIP + CPF)
m: Metro

PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa
PUFA: Acidos grasos poliinsaturados

gPCR: PCR en tiempo real

R2: Coeficiente de correlacion lineal



SOD: Superdxido dismutasa

sod: Gen que codifica para superoxido dismutasa
TAE: Tris-acetato-EDTA

Tm: Temperatura de melting

TBARS: Sustancias Reactivas al el Acido Tiobarbittrico

tn: Toneladas



2. Resumen

El yacaré overo (Caiman latirostris; Crocodylia, Alligatoridae) es una de las dos especies
de cocodrilianos que habitan en la Republica Argentina, distribuyéndose en un area
considerablemente amplia del centro-norte del pais. Es considerada una especie de vital
importancia ecologica y econémica en gran parte de América del Sur. Desde hace varios
anos, muchas de las poblaciones naturales de caimanes se ven afectadas por la pérdida
de habitat como consecuencia de la expansion agricola y la constante exposicién a
plaguicidas. El objetivo general de este trabajo de Tesis Doctoral fue identificar
respuestas de dano oxidativo, genotéxico y moleculares de expresidn génica
especificas como biomarcadores sensibles de exposicion a plaguicidas en C. latirostris.
En una primera instancia, se estandariz6 la técnica de extraccién de ARN en sangre
para determinar la presencia de los siguientes genes mediante PCR convencional:
catalasa (cat), superdxido dismutasa (sod), glutation-S-transferasa (gst), citocromo p450
(p450), y la familia de genes implicados en la via intrinseca de la apoptosis celular (bclz,
baxy p53). Luego, se valido la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real para genes
caty sod, con el fin de proponer el analisis de su expresion génica como biomarcadores
del estrés oxidativo inducido por estresores ambientales.

Posteriormente, se evaluaron los efectos de las formulaciones de glifosato (GLI),
cipermetrina (CIP) y clorpirifos (CPF) por separado y en forma de mezclas durante el
periodo embrionario (experimento 1 y 2) al igual que en juveniles y neonatos en
condiciones semi-naturales (experimento 3 y 4). Se realizaron cuatro ensayos de
exposicién a concentraciones recomendadas para su aplicacion en cultivos de soja con
los siguientes grupos experimentales: experimento 1y 2): GLI (Roundup® Full 11): 2%
y 1%; CIP (Atanor®): 0.12% y 0.06%; CPF (Lorsban®): 0.8% y 0.4%; 3 grupos
expuestos a mezclas binarias, un grupo expuesto a la mezcla de las tres formulaciones
(mezcla ternaria), un control negativo y un control de vehiculo; experimento 3y 4): GLI
(Roundup® Full Il): 2%:; CIP (Atanor®): 0.12%; CPF (Lorsban®): 0.8%, mezcla ternaria
y un control negativo.

Para las aplicaciones se tuvieron en cuenta como area a fumigar la superficie de la batea
de incubacién (0.034 m?) en el ensayo de exposicion embrionaria, y la superficie del
recinto de experimentacion (4.5 m?) en el ensayo de exposicion semi-natural de C.
latirostris.

Se tomaron muestras de sangre y se determiné el dafo al ADN mediante la metodologia
del ensayo del cometa alcalino (EC), en su variante alcalina, el dafio oxidativo al ADN

a traves del ensayo cometa modificado con enzimas de reparacion Endonucleasa I
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(ENDO 1ll) y Formamido pirimidina ADN glicosilasa (fpg), al igual que la estimaciéon de
procesos de lipoperoxidacion (LPO) y la actividad de enzimas antioxidantes catalasa
(CAT) y superdxido dismutasa (SOD) y la expresién de sus genes correspondientes (cat
y sod). Ademas, se analiz6 el posible efecto sobre el desarrollo de los individuos.

Los resultados indicaron dafio en el ADN, con una fuerte incidencia en la oxidacién de
purinas y pirimidinas en el caso de exposicion a formulaciones de GLI, CIP y CPF, asi
como en todas las mezclas ensayadas. No se observo efecto sobre la LPO ni
modificacion de las enzimas antioxidantes en ninguno de los ensayos.

Sin embargo, encontramos variaciones significativas en los patrones de expresién de
los genes caty sod. Este es el primer andlisis de expresidén de genes asociados al estrés
oxidativo y a defensas antioxidantes en C. latirostris y el primer reporte de su utilizacion
como biomarcadores en respuesta a condiciones de estrés en este caso, ejercida por la
exposicién a plaguicidas.

Con respecto a las diferentes mezclas testadas, se observaron distintos tipos de
interacciones entre los plaguicidas constituyentes, dependiendo el marcador analizado.
Los ensayos realizados a lo largo de este trabajo de Tesis Doctoral representaron un
modelo de exposicién que intenta simular la situacién ambiental que atraviesan durante
el desarrollo embrionario y su primer afo de vida las poblaciones naturales de caimanes
qgue habitan en ambientes fragmentados. Se demostré que el uso de las formulaciones
de plaguicidas a bajas concentraciones produce alteraciones del balance oxidativo y
genéticas tanto a nivel celular como molecular en esta especie, que pueden amenazar,
a largo plazo, el estado de salud y supervivencia de las poblaciones silvestres. El uso
de biomarcadores sensibles es esencial para evaluar en profundidad el dafo genético y
el estrés oxidativo, que podrian tener consecuencias significativas a corto y largo plazo
para las especies silvestres.



ABSTRACT

The broad snouted caiman (Caiman latirostris; Crocodylia, Alligatoridae) is one of the
two species of crocodilians that inhabit in Argentina, distributed in a considerably wide
area of the north-central part of the country. It is considered a species of vital ecological
and economic importance for many countries in South America. For several years, many
of the natural populations of the broad snouted caiman have been affected by habitat
loss as a result of agricultural expansion and constant exposure to pesticides. The
general aim of this thesis was to identify molecular responses of gene expression and
specific genotoxic damage as sensitive biomarkers of exposure to pesticides in C.
latirostris.

In the first instance, the RNA extraction technique from blood was standardized to
determine the presence of the following genes by conventional PCR: catalase (cat),
superoxide dismutase (sod), glutation-S-transferase (gst), cytochrome p450 (p450), B-
cell ymphoma 2 (bclz), bax and p53. Then, the quantitative real-time PCR technique was
validating for cat and sod genes, in order to propose its expression level as biomarkers
of oxidative stress induced by environmental stressors.

Subsequently, the effects of Glyphosate (GLY), Cypermethrin (CYP) and Chlorpyrifos
(CPF) formulations were evaluated separately and in mixtures during the embryonic
period (experiments 1 and 2) and in juveniles and neonates under semi-natural
conditions experiments 3 and 4). For this, four experiments were carried out at
concentrations of pesticides recommended for their application in soybean crops,
including the following experimental groups: experiments 1 and 2): GLY (Roundup®
Full 1): 2% and 1%; CYP (Atanor®): 0.12% and 0.06%; CPF (Lorsban®): 0.8% and 0.4%;
3 groups exposed to binary mixtures, one group exposed to the mixture of the three
formulations (ternary mixture), a negative control and a vehicle control; experiments 3
and 4): GLY (Roundup® Full ll): 2%; CYP (Atanor®): 0.12%; CPF (Lorsban®*): 0.8%,
ternary mixture and a negative control

For the applications, the area taken into account to be fumigated was the surface of the
incubation tray (0.034 m?) in the embryonic exposure assay, and the surface of the
experimentation area (4.5 m?) in the semi-natural exposure assay.

Blood samples were taken, and DNA damage was determined by the alkaline comet
assay (CA), oxidative DNA damage by the modified comet assay with Endonuclease Il
(ENDO Ill) and Formamidopyrimidine DNA glycosylase (fpg), lipoperoxidation (LPO), the
activity of antioxidant enzymes catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) and the



expression of their corresponding genes (cat and sod). In addition, the possible effect on
growth of individuals was analyzed.

The results indicated DNA damage, with a strong incidence in the oxidation of purines
and pyrimidines in the groups exposed to GLY, CYP and CPF formulations, as well as
in all the mixtures tested. No effect on LPO or modification of antioxidant enzymes was
observed in any of the tests.

However, we found significant variations in the expression level of cat and sod genes.
This is the first analysis of the expression of genes associated with oxidative stress and
antioxidant defenses in C. latirostris and the first report of their use as biomarkers of
exposure to a stressful situation, in this case pesticide exposure, for all crocodilians.
With respect to the different mixtures tested, different types of interaction were observed
between the constituent pesticides, depending on the marker analyzed.

The experiments carried out tried to simulate the environmental situation that natural
populations of caiman that inhabit in fragmented environments suffer during embryonic
development and their first year of life.

The use of pesticide formulations at low concentrations has shown to produce genetic
alterations at cellular and molecular level in this species, and can threaten, in the long
term, the health status of wild populations. The use of sensitive biomarkers is essential
to assess deeply genetic damage and oxidative stress, which could have significant
short- and long-term consequences for wild species.



3. Introduccion

3.1 Expansidon de la frontera agricola en la
Argentina

A fines del siglo XIX la Argentina inici6 su etapa agroexportadora, convirtiéndose en uno
de los principales paises en exportar alimentos y materias primas [1]. En el siguiente
siglo, la actividad agricola incorporé grandes cambios tecnolégicos con el objetivo de
mejorar la calidad y la cantidad de los alimentos [2]. En este sentido, se introduce en la
Argentina la primera variedad de semillas genéticamente modificadas (soja resistente al
glifosato o soja RR) y la introduccion masiva de insumos como herbicidas
(principalmente glifosato) y fertilizantes [3].

Especificamente, la utilizacién inicial de estas variedades de soja ocurrié en 1996, y
luego en 1999, representaba el 90% de las variedades sembradas con este cultivo
[4],[5]. Durante la década del 90 se observd un aumento en la superficie sembrada con
soja del 160%, ocupandose aproximadamente 5 a 8 millones de hectareas (Ha). En la
década siguiente, este nimero aument6 de 8.8 a 20 millones para la campana
2015/2016 (55% aproximadamente de la superficie total sembrada) estabilizandose
actualmente en aproximadamente 17 millones (45% aproximadamente de la superficie
total sembrada [6]. En la ultima campana se registré un descenso en la superficie debido
a los problemas climaticos que afectaron a toda la regidén agricola.

La tendencia al monocultivo de soja producto de la mecanizacion, el mejoramiento de
las variedades de cultivos, y la disponibilidad y desarrollo de plaguicidas que simplifican
la siembra directa trajo como consecuencias un efecto concentrador [1]. Un menor
numero de actores intervinientes en la cadena de valor, un aumento en la escala de
produccion, especializacién (servicios profesionales y empresas privadas, como las
companias de semillas y productos quimicos) y homogenizacién productiva permiteron
el avance de la soja, su produccién y comercializacién a lo largo de todos estos afios
[1,7]. De esta manera, la soja llega a ocupar cerca de la mitad del total del area
sembrada del pais [6]. A su vez, la especializacion en el monocultivo trajo
consecuencias ecoldgicas tales como la disminucion de la materia organica y diversas
formas de deterioro estructural que favorecen el desarrollo de procesos erosivos en

suelos descubiertos [7].



Este gran aumento refleja no solo la transicion desde cultivos menos lucrativos como el
trigo o el maiz que son reemplazados por soja, sino también un aumento en la
produccion general de tierra cultivable mediante la conversion de pastizales, la
deforestacion intensa y el consecuente aumento en el uso de agroquimicos [7], [8]. En
toda la Argentina, se redujo en gran medida la diversidad de los sistemas de cultivo,
especialmente en la zona nucleo, donde la soja RR representa ahora mas de la mitad
de la tierra cultivable [5], [9], [10]. Se conoce como zona nucleo a la regién donde la
productividad es mayor para el cultivo extensivo. La misma comprende al noroeste de
la Provincia de Buenos Aires, sur de la Pronvincia de Santa Fe y sureste de la Provincia
de Cérdoba. Puntualmente esta zona presenta calidad de suelo, abundantes lluvias y
proximidad a los puertos y cursos navegables permitiendo que la produccion sea
destacablemente rentable. Al mismo tiempo esta incorporada social y politicamente

como un recurso central en el desarrollo econdémico de la Argentina [6].

Favorecida por un conjunto de regulaciones legales e institucionales, la introduccion de
la soja RR desarrollada por la compafnia Monsanto fue el punto de partida de una nueva
era tecnolégica [11]. La incorporacion rapida y generalizada de semillas hibridas,
insumos quimicos sintéticos y maquinaria permitieron mejorar exponencialmente el

rendimiento y la produccién de soja en la Argentina a lo largo de los anos [12], [10],

(Figura 1).
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Figura 1. —®- Rendimiento/Area cosechada en la Argentina desde 1990 hasta 2018. Expresado
en tn. —®— Produccion de soja en Argentina desde 1990 hasta 2018. Expresado en Ha. Fuente:
FAQ, [10].

Esta nueva tecnologia de semillas permite acortar los ciclos de siembra a cosecha, y
que la produccion se amplie mas alla del historico cinturdn de granos [13], [14], [15]. En
la Figura 2 se muestra geograficamente cémo fue el avance de la superficie de



sembrada de soja en el territorio argentino, asi como las mejoras en la produccion y el
rendimiento desde el afio 1976 al 2010 [16]:

VOLUMEN PRODUCCION SUPERFICIE SEMBRADA

RENDIMIENTO POR Ha

1976 - 1980 1991 - 1995 2006 - 2010

NG

Referencia: | punto : 2000 tn

Referencio:  Rendimiento (kg'ha)
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1801 - 2100
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2401+

Figura 2. Mapa de la evolucion histérica del cultivo de soja en Argentina 1976-2010 (Figura
modificada del Instituto Multidisciplinario de Historia y Ciencias Humanas [16)]. A) Evolucion de
la superficie sembrada. B) Evolucion de la produccion. C) Evolucion del rendimiento.

La incorporacion de semillas de soja RR, condujo a cambios en el uso de la tierra, la

intensificacion de la produccién y la expansion de las fronteras agricolas [17], [18], [19],

[20]. Asociado al cultivo de soja RR, el uso de plaguicidas tuvo su consecuente aumento,

entre los cuales se encuentran los herbicidas GLI y el &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,2

D) y los insecticidas CPF y CIP, clorantraniliprol e imidacloprid [21], [22], [23].
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Como hemos visto hasta ahora, la incorporacion de variedades de soja RR, ha sido
extremadamente rapida en Argentina, convirtiéndola en el tercer pais productor de soja
en el mundo, después de Estados Unidos y Brasil [10]. En 2019, a nivel mundial, la
produccion de soja superé los 362 millones de tn y el aceite de soja alcanzé los 56.5
millones de tn. Tanto los aceites como las harinas muestran una produccién creciente a
nivel mundial, con una tasa de crecimiento acumulada anual del 3.8% y 3.7%,
respectivamente [10]. Hoy en dia, las diversas formas comerciales de soja (granos,
harina, pasteles, aceite, etc) representan aproximadamente el 60% de las exportaciones
de Argentina [24].

La soja se siembra en dos regiones diferentes del pais que tienen potenciales
productivos distintos [25]. La Regién Pampeana, con suelos muy fértiles y un clima
favorable, tiene una alta aptitud agricola. Por otro lado, la regién del Chaco es menos
productiva, y los suelos y clima son menos Optimos para el cultivo de soja [26].
Generalmente, la campana de soja se inicia en el mes de septiembre con la siembra de
los suelos y finaliza en mayo con la cosecha (soja de 1ra). Algunos establecimientos
productores de trigo incluyen la produccidn de soja en su sistema de rotacion de cultivos
conocido como soja de 2da. La época de siembra se inicia durante los meses de
noviembre-enero y la cosecha se extiende hasta julio y suele tener un rendimiento

menor a la soja de 1ra por sembrase tardiamente a su mas optima (Figura 3) [27].

Soja 1° SIEMBRA COSECHA
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Figura 3. Fechas de siembra y cosecha de la soja de 1ra, y soja de 2da, en Argentina (Figura
modificada de Zeolla, [27]).
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3.2 Plaguicidas

3.2.1 Caracteristicas generales

La FAO [28] define a los plaguicidas 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
animales que causan perjuicio o que interfieren de cualquier otra forma en la produccion,
elaboracion, almacenamiento, transporte o comercializacion de alimentos, productos
agricolas, madera y productos de madera o alimentos para animales, o que pueden
administrarse a los animales para combatir insectos, aracnidos u otras plagas en o sobre
sus cuerpos. 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 la

deterioracion durante el almacenamiento y transporte”.

El uso de estas sustancias para la mitigacién de plagas se ha convertido en una practica
comun, aumentando sustancialmente en las ultimas décadas a nivel mundial [29], [30].
Segun una estimacién de la FAO [10], se usan alrededor de 4 millones de tn de
plaguicidas en todo el mundo por afo. A partir de 1990, el uso de plaguicidas comenz6
a expandirse en la Argentina. En ese afio, se registr6 una aplicacion de 26156 tn
llegando en 2017 a una aplicacion de 196008 tn anuales [10]. Esto representa un
aumento aproximado del 800% de plaguicidas aplicados en los ultimos 27 afos.

Los plaguicidas suelen ser sustancias quimicas y pueden categorizarse como
herbicidas, insecticidas, fungicidas, acaricidas, raticidas, etc segun el tipo de plaga que
buscan controlar, prevenir, repeler o mitigar [31], [32], [33, [34]. Los mismos se
comercializan en el mercado como formulaciones constituidas por el principio activo, y
una combinacidén de varios ingredientes, denominados excipientes que deberian ser
inertes o inactivos, tedricamente por su falta de accidén biocida [35]. Sin embargo,
diversos trabajos han demostrado un efecto geno y/o citotdéxico aditivo mayor por parte
de los componentes de los excipientes que el principio activo [36],[37], [38]. En general,
los excipientes actian como solventes, coadyuvantes, emulsionantes, tensoactivos y/o
conservantes del principio activo, mejorando su penetracién en la planta, extendiendo
su vida util o minimizando su degradacion en la planta [39]. El principio o ingrediente
activo es la parte biol6gicamente activa del plaguicida presente en la formulacion, es
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decir, es el quimico responsable de controlar la plaga [40]. También forma parte de la
formulacién el vehiculo o diluyente que en la mayoria de las formulaciones es agua. No
obstante, existen algunas formulaciones cuyos diluyentes son solventes orgénicos (por
ejemplo, xileno) en un solvente polar (Ej.: acetona, metanol, isopropanol, etc.) o no polar

(hexano, tolueno, xileno, clorobenceno, etc.) [35].

3.2.2 Clasificacion y consideraciones toxicologicas

La toxicidad se define como una “propiedad fisiolégica o bioldgica que determina la
capacidad de una sustancia quimica para causar perjuicio o producir danos a un
organismo vivo por medios no mecanicos” [41]. Por su naturaleza, los plaguicidas son
potencialmente toxicos para los organismos, incluidos los seres humanos, y deben
usarse de manera segura y eliminarse adecuadamente. En 2009 la OMS [42]
recomendd la clasificacién de plaguicidas segun su peligrosidad (Tabla 1). Esta
clasificacién se basa en la toxicidad aguda (DL50) oral y dérmica para rata, ya que estas
determinaciones son procedimientos estandar en toxicologia. El valor DL50 es una
estimacion estadistica del niumero de mg de téxico por kg de peso corporal requerido
para matar al 50% de una poblaciéon de animales de prueba [43].

Tabla 1. Clasificacién toxicolégica general de los plaguicidas segun la Organizacién
Mundial de la Salud.

Clase toxicoldgica DL50 para rata [mg/kg de peso corporal]
Oral Dérmica
la Extremadamente peligroso <5 <50
Ib Muy peligroso 5-50 50-200
Il Moderadamente peligroso 50-2000 200-2000
1 Poco peligroso por arriba de 2000 por arriba de 2000
v Poco probable de presentar peligro 5000 o superior
agudo

Fuente: The WHO Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to
Classification, 2009.

Actualmente, el Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de Clasificacion y Etiquetado
de Productos Quimicos de las Naciones Unidas proporciona los criterios para abordar
la clasificacion de productos quimicos, etiquetas y hojas de datos de seguridad en todo
el mundo [44] (Tabla 2). ElI SGA tiene como objetivo proporcionar una aproximaciéon

comun para definir y clasificar los peligros y comunicar la informacion sobre éstos en
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etiquetas y hojas de seguridad. Los criterios se basan en el peligro intrinseco, y no en

el riesgo [31].

Tabla 2. Clasificacién toxicologica general de productos quimicos segun el SGA

Categoria SGA Criterio de clasificacion
Oral Dérmica
DL50 Indicacion de DL50 Indicacion de riesgo
[mg/kg peso riesgo [mg/kg
vivo] peso vivo]
Categoria 1 <5 Letal por <50 Letal por contacto con piel
ingestion
Categoria 2 5-50 Letal por 50 — 200 Letal por contacto con piel
ingestion
Categoria 3 50 - 300 Téxico por 200 —1000 Toxico por contacto con piel
ingestion
Categoria 4 300 - 2000 Nocivo por 1000 — 2000  Nocivo por contacto con piel
ingestion
Categoria 5 2000 - 5000  Puede ser nocivo 2000 - 5000 Puede ser nocivo por

por ingestion

contacto con piel

Fuente: Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals, 2011.

En Argentina, el servicio Nacional de Sanidad y calidad agroalimentaria (SENASA)

clasifica los productos formulados y principios activos teniendo en cuenta los estudios

toxicolégicos presentados por los registrantes. Los estudios toxicol6gicos considerados

son de toxicologia oral aguda (DL50), de toxicologia dermal aguda (DL50), de

toxicologia inhalatoria aguda (CL50), estudio de irritacién ocular; de irritacion dermal y

de sensibilizacion [31].

Especificamente en este trabajo de tesis se utilizarén las formulaciones en base a GLI,

CPF y CIP para llevar a cabo los ensayos. A continuacién, se muestra la clasificacion

toxicolégica segun la OMS, de acuerdo con las categorias de peligro de toxicidad aguda

del SGA de estas tres formulaciones y de la Agencia de Proteccion Ambiental de los
Estados Unidos de Norteamérica (USEPA) (tabla 3):
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Tabla 3. Clasificaciéon toxicol6gica de algunos de los plaguicidas mas utilizados en
cultivos extensivos de Argentina, segun la OMS, SGA y USEPA evaluados en este
trabajo de Tesis Doctoral.

Compuesto  N°. CAS Clase quimica  Estado Uso Principales SGA3 USEPA* DL50
fisico ! principal formulaciones
de Argentina
Ingredientes activos de grado técnico moderadamente peligrosos (Clase ) 2
CPF 2921-88-2  Organofosforad Sélido Insecticida Lorsban®, 3 GrupoC 135
o] Huagro®,
Sinplag®,
InsuAgro®
CIP 52315-07-8 Piretroide Liquido Insecticida Atanor®, 3 Grupo E  ¢250
Glextrin®,
Huagro®,
Aranami®
(AraCiper)
Ingredientes activos de grado técnico ligeramente peligroso (Clase ) 2
GLlI 1071-83-6  Fosfonoglicina  Solido Herbicida Roundup®, 5 P 4230

Power plus II®,
Panzer® Gold,
Glifoglex®

'Estado fisico se refiere solo al ingrediente activo. 2Clasificacién de la OMS. ¢ indica que es un
valor dentro de un rango mas amplio que el habitual, adoptado con fines de clasificacién.?
Clasificacion del SGA. 4 Clasificacion de USEPA: Grupo C: Posible carcinégeno humano, Grupo
E: Evidencia de no carcinogenicidad para humanos, P: Probable carcinégeno. Fuente: The WHO
Recommended Classification of Pesticides by Hazard and Guidelines to Classification, 2009.

Como hemos visto en la seccion 3.1, las formulaciones en base a GLI, CIP y CPF se
encuentran entre los plaguicidas méas utilizados en el sistema de siembra directa de
cultivos genéticamente modificados en Argentina. En el afio 2017 se aplicaron 183685
tn de GLI, 2211 tn de CPF y 591 tn de CIP [10].

3.2.2.1Herbicidas

Los herbicidas pertenecen a una clase de plaguicidas que se utilizan en el manejo de
plantas no deseadas en las areas de agricultura, paisajismo, silvicultura, jardineria e
industria [45]. Se clasifican en funcién de diferentes aspectos, como el modo de accién,
el sitio de accidn, las familias quimicas, el tiempo de aplicacion, la selectividad, etc. [46],
[47]. Segun el momento de la aplicacidn, los herbicidas se clasifican como pre-
emergentes o post- emergentes [48]. Los denominados pre-emergentes, se aplican
antes de la nacencia del cultivo y pueden ser efectivos contra malezas de hoja ancha
[49], [50]. Por otro lado, cuando se aplican después de la nacencia (post- emergentes),
pueden ser selectivos (objetivo especifico) o no selectivos (objetivo amplio) [50]. Los
herbicidas selectivos son altamente especificos y son los mas adecuados para el control
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de una maleza asociada con un cultivo especifico [51]. Los herbicidas no selectivos, por
otro lado, se aplican al suelo cuando debe ser eliminada toda la vegetacién, o donde las
malezas estan localizadas, lejos de las plantas de interés [51].

3.2.2.1.1  Glifosato

El GLI [C3HsNOsP; N-(fosfonometil) glicina; Figura 4] es un herbicida de amplio espectro
y post- emergente que se utiliza en todo el mundo para el control de malezas anuales y
perennes y es el ingrediente activo de mas de 750 formulaciones herbicidas a nivel
mundial [52], [53]. El GLI es soluble en agua (12 g/L a 25 °C y 60 g/L a 100 °C), e
insoluble en otros solventes [43]. Las formulaciones comerciales generalmente estan en
forma de sal para garantizar una mayor solubilidad y al mismo tiempo mantener las
propiedades herbicidas del compuesto parental [54]. Las formulaciones de GLI en forma
de sal incluyen: sal de monoamonio, sal de diamonio, sal de isopropilamina, sal de
potasio, sal de sodio y sal de trimetilsulfonio o trimesio. De estos, las formas de sal de
isopropilamina, sodio y monoamonio se usan comunmente en productos herbicidas
formulados [55]. Los herbicidas a base de GLI, representados principalmente por la
marca comercial Roundup®, tanto en Argentina como a nivel mundial, son las
formulaciones comerciales de plaguicidas mas utilizadas, cuyo principal ingrediente
activo es la sal de isopropilamina. Su control de maleza perenne de amplio espectro lo
convierte en un producto muy efectivo [52]. Las formulaciones a base de GLI, se aplican
principalmente en los cultivos de soja, maiz, trigo, girasol, algodén, arroz, trigo, frutales
y su uso ha ido aumentado enormemente en los Ultimos afnos, en particular en los paises
donde se utilizan cultivos genéticamente modificados, resistentes al glifosato [56], [57],
[58].

Las plantas sintetizan los aminoacidos de anillo aromatico triptéfano, fenilalanina y
tirosina, a través de la via del acido shikimico [59]. Particularmente el GLI actua sobre
la via shikimato mediante la inhibicion de la enzima 5-enolpiruvil-shikimato-3-fosfato
sintetasa (EPSPS) [60]. La inhibicion de EPSPS por parte del GLI causa la disminucién
de la sintesis de proteinas que son esenciales para la supervivencia y crecimiento de la
planta. Dado que esta via no existe en los vertebrados, se supone que el GLI es seguro

para los mamiferos, incluidos los humanos [61].

Las distintas formulaciones en base a GLI pueden contenermuchas impurezas, donde
la cantidad y el tipo dependen de la tecnologia de produccion del plaguicida [62]. El
acido aminometilfosfonico (AMPA) es el principal producto de degradacion de los
formulados de GLI [63], [64]. Este metabolito se ha observado en cantidades
significativas durante la degradacion del herbicida GLI en el suelo. En consecuencia, el
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AMPA se ha incluido en los programas de monitoreo de aguas superficiales y se detecta
con el mismo método analitico que el GLI [65]. EI AMPA tiene una mayor persistencia
ambiental que el GLI, 76-240 y 2-197 dias de vida media del suelo para ambos,
respectivamente [66]. A su vez hay evidencia que indica que el AMPA también puede

representar un riesgo de contaminacion de las aguas subterraneas [67].

Las formulaciones de los herbicidas contienen sustancias llamadas adyuvantes vy
tensioactivos que aumentan el efecto de la actividad de un herbicida. Un excelente
tensioactivo es la polioxietileno amina (POEA), que facilita la adsorcién y aumenta la
eficiencia de penetracién de la formulacion en el tejido vegetal [62]. En diversos trabajos
se ha observado que las formulaciones comerciales de GLI revelan una toxicidad mas

alta que la sustancia activa en si debido a la presencia del POEA [68], [69], [70].

En 2015, la Agencia Internacional de Investigacion sobre el Cancer (IARC) clasificé al
GLI como un compuesto probablemente carcinégeno para humanos (Clase 2 A)
basandose en evidencia limitada en humanos y evidencia suficiente en animales de
experimentacion. También se concluy6 que habia una fuerte evidencia de genotoxicidad
y estrés oxidativo. Esto a su vez generd preocupacion publica sobre su presencia en el
medio ambiente [53].
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Figura 4. Estructura quimica de Glifosato: N- (fosfonometil) glicina.
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3.2.2.2 Insecticidas

Los cultivos pueden verse afectados por diversos insectos, causando dafos graves a
las plantas y, en consecuencia, importantes disminuciones de los rendimientos [71]. Por
lo tanto, los insecticidas se usan ampliamente para controlar estas plagas, ejercerciendo

su accion en uno o en diferentes estados del desarrollo del insecto [72].

3.2.2.2.1 Piretroides

Los piretroides son un grupo de insecticidas sintéticos derivados de las piretrinas, que
son las sustancias insecticidas activas en las flores de crisantemo (Chrysanthemum
cinerariaefolium). Se utilizan ampliamente en todo el mundo y representan el 25% del
mercado mundial de insecticidas [73]. Se pueden clasificar en dos grandes grupos. Los
piretroides tipo | no contienen un grupo ciano en sus moléculas, actian causando
hiperactividad e incoordinacién e incluyen aletrina, tetrametrina, permetrina y fenotrina.
[74]. Los piretroides tipo Il contienen un grupo ciano en la posiciéon de carbono aq,
inducen la despolarizacion de la neurona y, posteriormente, la pardlisis del insecto e
incluyen compuestos como deltametrina, cifenotrina, cipermetrina y fenvalerato [75]. Los
piretroides son neurotdxicos, actuan sobre los canales de sodio dependientes de voltaje
en los nervios y prolongan el tiempo de apertura de los mismos [76],[77].
Particularmente, interfieren en las sefales del sistema nervioso, modificando la
conduccion axonal dentro del sistema nervioso central de los insectos al alterar la

permeabilidad de la membrana nerviosa a los iones de sodio y potasio [59].

3.2.2.2.1.1 Cipermetrina

La CIP [ Cx2H19C2NQOs. (RS)-a-ciano-3-fenoxibencil (1RS)-cis-trans-3-(2,2-diclorovinil)-
2,2-dimetilciclopropancarboxilato; Figura 5] es un insecticida piretroide sintético tipo Il,
utilizado para controlar una amplia gama de insectos [78], [79]. Se ha convertido en uno
de los insecticidas mas importantes en el uso a gran escala y es ampliamente utilizada
en la agricultura, hogares y programas de salud publica. En la agricultura se utiliza
principalmente en los cultivos de soja, maiz, trigo, girasol, algodén, cereales, cebada,
alfalfa y frutales [80].

Las formulaciones de CIP se caracterizan por interactuar con los canales de sodio en
las células nerviosas a través de las cuales el sodio ingresa a la célula para transmitir
una sefal nerviosa. Bajo sus efectos estos canales pueden permanecer abiertos hasta
segundos en comparacion con el periodo normal de unos pocos milisegundos, después
de que se haya transmitido una sefal. La CIP también interfiere con otros receptores en
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el sistema nervioso [77]. Desafortunadamente, el uso repetitivo e indiscriminado de la
CIP da como resultado una exposicidén involuntaria a animales y humanos, lo que

aumenta el riesgo de intoxicacion en organismos no blanco [81].

La CIP esta considerada por su toxicidad aguada oral y dermica moderadamente toxica
en los mamimeros y altamente toxica en los invertabrados acuaticos y peces. Los peces
metabolizan y eliminan lentamente la CIP a diferencia de los mamiferos o aves [82],
[43]. La IARC no registra a la CIP como un pagluicida potencialmente carcinogeno en

humanos [53].

Histéricamente, ha habido preocupaciones con respecto a la toxicidad de la CIP para
los organismos acuaticos y como afecta a la cadena alimentaria [83]. La CIP tiende a
unirse rapida y extensamente a particulas en suspensién, sedimentos y plantas
acuaticas. Afecta a los organismos bentoénicos y la infauna. Los piretroides se adsorben
facilmente en los sedimentos, lo que reduce gravemente la biodisponibilidad de los
organismos en la columna de agua [83], [84]. A su vez, una vez asociados con
sedimentos, existe la posibilidad de exposicion de organismos bentonicos a través de
particulas de sedimentos (por ingestién o contacto) o agua intersticial [84].
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Figura 5. Estructura quimica de Cipermetrina: (R, S) -ciano-3-fenoxibencilo (1R, S) -cis-trans-3-
(2,2-diclorovinil) -2,2-dimetilciclopropano carboxilato.

3.2.2.2.2 Organofosforados

Los organofosforados (OFs) son de gran interés comercial debido a que presentan
efectividad, facilidad de aplicacion y bajo costo [85]. Los insecticidas OFs son
compuestos de hidrocarburos que contienen uno o mas atomos de fosforo en su
molécula [86]. Se utilizan para controlar a casi todas las especies de plagas de una
amplia variedad de érdenes de insectos, incluidos los lepidopteros, colebpteros,
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dipteros, hemipteros (incluidos los pulgones) y muchos mas [87]. Esta ventaja de accién
rapida y de amplio espectro convirtié a los OFs en un insecticida adecuado para el
control de insectos [71]. En contraste, estas propiedades conducen a las dos
desventajas principales en la mayoria de los OFs: su actividad contra los insectos
beneficiosos y su elevada toxicidad aguda para los vertebrados, incluidos los humanos
[88], [89], [90].

Los OFs tienen como objetivo inhibir una enzima llamada acetilcolinesterasa (AChE).
Esta enzima es un componente esencial del sistema nervioso y juega un papel
importante en los animales. La AChE hidroliza la acetilcolina (ACh), un éster liberado
cuando se transmiten los impulsos nerviosos. Las sinapsis, las funciones mioneurales y
los ganglios del sistema nervioso transmiten impulsos neuronales mediados por la ACh.
Los insecticidas OFs tienen la capacidad de fosforilar el sitio activo esteratico de la AChE
la enzima fosforilada se inhibe irreversiblemente y no puede llevar a cabo su funcion
normal de eliminacion rapida de la ACh. Como resultado, la ACh se acumula e
interrumpe el funcionamiento normal del sistema nervioso. Los carbamatos también son
fuertes inhibidores de la AChE y pueden tener un efecto directo sobre sus receptores,
pero a diferencia de los OFs esta unién es reversible [59].

20



3.2.2.2.2.1 Clorpirifos

El CPF [ CoH11CIsNOsPS; O, O-dietil O-3, 5, 6-tricloro-2-Piridil fésforo; Figura 6] es un
insecticida OFs de amplio espectro para controlar nimeros insectos plagas en campos
agricolas, casa, entre otros. Este insecticida se utiliza principalmente en los cultivos de

soja, trigo, maiz, girasol, algodén, cebada, alfalfa, arroz, frutales [91], [92].

El CPF ejerce sus principales efectos toxicos a través de la fosforilacién no reversible
de esterasas en el sistema nervioso central [93], que conducen a periodos prolongados
de excitacion nerviosa, lo que resulta en pardlisis y, posteriormente, muerte de los
insectos tratados [32]. EI CPF es clasificado por su toxicidad oral y dérmica como
moderadamente toxico en los mamiferos y altamente toxico en peces, anfibios,
invertebrados acuaticos y aves. Tiene el potencial de almacenarse en los tejidos grasos
de los organismos [43]. La IARC no registra al CPF como un pagluicida potencialmente

carcinogeno en humanos [53].

El CPF es persistente durante largos periodos en el suelo y el agua, debido a su
naturaleza no polar y es facilmente soluble en solventes organicos [94]. Su vida media
es por lo general entre 60 y 120 dias, dependiendo del suelo, clima, materia organica,
entre otras. Debido a su lenta tasa de degradacién, puede ser un riesgo sustancial para
los ecosistemas [95].

El clorpirifés—oxon (CPO) es el principal producto de degradacion del CPF que se forma
por metabolizacion en el organismo, y es el que genera el efecto inhibitorio en la AChE
[96], [97].
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Figura 6. Estructura quimica del Clorpirifos: O, O-dietil O-3, 5, 6-tricloro-2-Piridil fésforo.
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3.3 Problematica ambiental asociada a Ila
expansion agricola y al uso de plaguicidas

El incremento en el uso de plaguicidas ha generado una gran preocupacion por el dano
ambiental a nivel mundial, contribuyendo en gran media a la contaminacion del suelo,
del agua y del aire [98], [99], [100],[ 101] . Argentina no estuvo ni esta exenta de esta
situacion, dado que desde la década del 90 y en asociacién al incremento de la
superficie sembrada con soja, el uso de plaguicidas ha aumentado exponencialmente
en nuestro pais (Figura 7) [10].
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Figura 7. Uso de plaguicidas por superficie sembrada en la Argentina desde 1990 hasta 2017.
Fuente: FAO, [10].

Unas de las consecuencias mas graves del proceso de intensificacion de la agricultura
es su impacto sobre el ambiente, que ha desencadenado por un lado la destruccién del
hébitat por deforestacion y por otro la degradacién de los ecosistemas remanentes
(“parches”) por el uso masivo de agroquimicos [102], [103], [104]. Luego de la aplicacién,
un porcentaje importante de los plaguicidas aplicados se dispersa en el ambiente (agua,
suelo y aire), afectando la fauna y flora nativas, muchas de las cuales representan,
ademas de un componente ecolégico invaluable, un recurso de gran importancia

economica para la region [105], [106], [107].

Los plaguicidas son probablemente los contaminantes ambientales més estudiados
[108]. La gran mayoria de los plaguicidas aplicados se desplaza hacia el medio ambiente
circundante. Los métodos de aplicacion no especificos, como la fumigacién aérea desde
aviones o la aplicacién directa, y la falta de capacitacién, servicios técnicos, regulaciones
y control sobre el uso seguro de plaguicidas, son los principales contribuyentes a la
acumulacién de plaguicidas en el pais [109], [110].El destino de un plaguicida en el
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medio ambiente se ve afectado por una variedad de procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos que pueden afectar su degradacion, asi como sus interacciones con los
componentes ambientales [30]. A su vez, las condiciones de riego y la cantidad de
aplicaciones son factores que también influyen en el destino final de los plaguicidas
[111], [29].

Los plaguicidas se distribuyen en el medio ambiente por procesos fisicos tales como
sedimentacién, adsorcion y evaporacion, dependiendo del ingrediente activo o de la
formulacién del plaguicida. ComiUnmente ingresan a cuerpos de agua debido a la
escorrentia de los campos y caminos adyacentes. Particularmente la presencia de
plaguicidas en la atmésfera puede ocurrir como resultado de diferentes procesos tales
como la volatilizacién, la erosion edlica de suelos histéricamente contaminados y
durante las operaciones de aplicacion. Los procesos mencionados anteriormente suelen
ser los principales factores que controlan la presencia de plaguicidas en la atmésfera
[101]. Los plaguicidas pueden derivar directamente al medio acuatico por transporte
aéreo, o finalmente terminar alli a través de la escorrentia, la erosion, el drenaje, la
volatilizacién seguida de la deposicién humeda o la lixiviacién al agua subterranea [112].
La penetracion de plaguicidas en el agua subterranea esta controlada por dos factores:
el agua aplicada y la interaccién con organismos y particulas sélidas, es decir, un
equilibrio entre absorcién y adsorcién (Figura 8) [30] [113], [114].
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Figura 8. Movimiento de los plaguicidas en el ciclo hidrolégico (Figura modificada de Lushchak
et al. [30]). 1 - aplicacién del plaguicida ; 2 - absorcion por el cultivo; 3 — degradacion por la luz
ultravioleta; 4 - evaporacién (vaporizado a la atmdsfera); 5 - transporte de corta y larga distancia;
6 - deposicién por la lluvia; 7 - escorrentia; 8 - escorrentia superficial a lagos y rios; 9 - aguas
contaminadas; 10 - infiltracién; 11 - adherencia a las particulas del suelo; 12 - biodegradacién
(oxidacion bacteriana o hidrolisis quimica); 13 - lixiviacién (descarga de agua subterranea a
arroyos); 14 - contaminacién de los territorios circundantes.

Dependiendo de sus propiedades quimicas, los plaguicidas pueden filtrarse a las aguas
subterraneas y superficiales, persistir en el suelo o ingresar a los organismos e influir en
la salud de las distintas especies, bioacumulandose en algunos casos en la cadena
tréfica [115], [116], [34].

Diversos trabajos han estudiado la presencia de residuos de plaguicidas en aguas
superficiales y sedimentos en la Argentina. Aparicio et al. [114] estudiaron el destino
ambiental del GLI y cuantificaron su concentracién en las cuencas agricolas de la
Argentina. Este trabajo informd que los niveles de GLI en las aguas superficiales
oscilaron entre 0.5 a 7.6 ug/L™", mientras que las concentraciones en el suelo variaron
entre 35 a 1502 ug /kg-' en GLI y 299 a 2256 ug/ kg en AMPA. Primost et al. [117]
determinaron la presencia de GLI y AMPA en el suelo y agua en agroecosistemas de la
Pampa mesopotamica, Argentina. Los niveles de concentracién maximas reportados en
las muestras de suelo fueron 8105 y 38939 ug/kg en GLI y AMPA respectivamente. En
las muestras de agua se registré un valor maximo de 1.8 ug/L de GLIy 1.9 ug/L de
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AMPA. Hunt et al. [118] midieron las concentraciones de 17 insecticidas en sedimentos
recolectados de los arroyos pertenecientes a las principales regiones productoras de
soja de América del Sur (Argentina, Paraguay y Brasil) durante los periodos de elevada
aplicacion. Las concentraciones maximas encontradas oscilaron entre: 1.2 — 7.4 ng/g de
CPF; 0.9 — 8.3 ng/g de CIP; de 0.42 — 16.6 ng/g de lambda-cialotrina y de 0.49 — 2.1
ng/g de endosulfan (END). Etchegoyen et al. [119] determinaron la presencia de CPF,
CIP y END en las aguas superficiales y los sedimentos del fondo de los principales
afluentes y el principal curso de agua del rio Paraguay-Parana. Los rangos de las
concentraciones totales de plaguicidas medidas en el agua y los sedimentos fueron,
0.004-6.62 pg/L y 0.16-221.3 pg/kg en peso seco, respectivamente. A su vez, los
residuos de CIP han sido ampliamente detectados en muestras de aguas y sedimentos

de arroyos y rios que drenan los principales distritos agricolas [120], [121].

Las concentraciones de las plaguicidas registradas en los trabajos pueden inducir
efectos adversos en la biota terrestre y acuatica no blanco (invertebrados, peces,
anfibios, reptiles, entre otros).
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3.4 Organismos centinelas

3.4.1 Caracteristicas generales

El concepto de organismo centinela fue definido por Stahl (1997) como “cualquier
organismo no-humano que pueda reaccionar ante un acontecimiento ambiental antes
de que el contaminante impacte sobre los humanos”. La presencia/ausencia o
abundancia de estos organismos indican los efectos de un contaminante de forma
cualitativa. Esto quiere decir que los organismos centinela son, bioindicadores
particulares utilizados para revelar de manera temprana la presencia y la toxicidad de
uno o varios contaminantes en el medio ambiente [122], [123], [124]. Los xenobioticos
se definen como sustancias quimicas que se encuentran en un organismo determinado
pero que no son producidas naturalmente por ese organismo. Se encuentran tanto en
formas organicas como inorganicas y hay dos tipos de xenobiéticos, es decir, exdgenos
y enddgenos. Algunos compuestos xenobidticos son darinos para la vida humana, las
plantas y el medio ambiente [125]. Cuando se introduce un xenobi6tico en un entorno,
sus primeros efectos se observan a nivel del organismo, luego de la poblacion, la

comunidad y, en ultima instancia, a nivel de todo el ecosistema.

Cuanto antes se detecten estos disturbios, mayores son las posibilidades de
remediacién y la oportunidad de detectar la fuente de contaminantes (Figura 9) [126].
Los plaguicidas provocan cambios en varios niveles de organizacion biol6gica
(molecular, celular, fisiologico, individual, etc.) [127]. Por lo tanto, aunque permanecen
presentes en el medio ambiente, los organismos centinelas pueden revelar cambios en
su estado de salud o modificaciones de su comportamiento que podrian influir en su
capacidad de reproduccidn y su supervivencia a largo plazo en el entorno que habitan,
lo que podria conducir a la alteracion de la salud, estructura y funcionamiento del
ecosistema [128], [129], [130].
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Figura 9. Relacion entre las especies centinelas y los diversos niveles de organizacion biolégica.
(Figura modificada de Berthet, [126]).

Numeros estudios han elaborado criterios para la seleccion de especies centinelas
[131],[132], [133], [134], de los cuales los mas importantes se enumeran a continuacion:

- Conocimiento de su biologia, fisiologia y habitos nutricionales.

- Disponibilidad y abundancia. Es decir, un tamafo de poblacién suficiente para
que cualquier impacto de las colecciones regulares sea insignificante en la
estructura y densidad de la poblacion.

- Estabilidad genética y uniformidad de las poblaciones.

- Persistencia en el medio. Los animales que se mueven largas distancias o visitan
los sitios estudiados solo ocasionalmente no pueden reflejar especificamente el
nivel de contaminacién en el sitio de captura.

- Amplia distribucién geografica: un rango de distribucién amplio y conocido
permite hacer comparaciones entre varios sitios y aumenta la probabilidad de
encontrar sitios que estén muy afectados por la contaminacién, asi como otros
que sirvan de control o referencia.

- Organismos autdctonos, representativos del ecosistema que se evalua.

- Facilidad de identificacién, captura o recoleccién durante todo el afo, que
requieren un buen conocimiento de la ecologia de la especie y sus adaptaciones
a las variaciones espacio - temporales de los factores ambientales.

- Preferencia por especies de importancia recreativa, comercial y/o ecol6gica, de

tamano reducido.
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- Altay constante sensibilidad frente a los toxicos y/o cambios ambientales.
- Longevidad de varios afios y resistencia a los contaminantes en el medio

ambiente.

3.4.2 Biomarcadores del efecto de los plaguicidas en especies
centinelas

La definicién generalizada de biomarcador surge con Depledge en 1994 [135]: “un
biomarcador es un cambio bioquimico, celular, fisiolégico o de comportamiento que
puede medirse en tejidos o fluidos corporales o al nivel de todo el organismo que revela

la exposicion y/o los efectos de uno o mas contaminantes quimicos.”

Actualmente, son una herramienta crucial, porque pueden usarse como sefiales de
alerta temprana, antes del inicio de dafnos irreversibles a nivel poblacional [136]. La
evaluacion de los impactos de los contaminantes en la salud de los organismos y
ecosistemas acuaticos es un desafio debido a la presencia de multiples factores de
estrés y la complejidad de los ecosistemas [137], [138]. Los biomarcadores se han
utilizado y se utilizan ampliamente para proporcionar la conexién entre los niveles
externos de exposicién a contaminantes, los niveles internos de contaminacion tisular y
los efectos adversos tempranos en los organismos [139], [140], [141]. Como tales, se
consideran senales de "alerta temprana" que tienen el potencial de detectar un efecto
en la biota objetivo antes de que se observe a nivel de poblacion, comunidad o
ecosistema [137], [139]. Por lo tanto, el uso de biomarcadores puede ser una linea de
evidencia critica para comprender las relaciones entre los factores de estrés y los
efectos sobre los distintos recursos y para prevenir los impactos perjudiciales de la
contaminacién en la estructura y funcién del ecosistema [137], [138].

Como hemos visto, la fauna se encuentra integrada al ambiente que habita, pudiendo
ser esta indicativa de lo que sucede con los contaminantes. En este sentido, se pueden
emplear numerosas especies biolégicas para las evaluaciones de toxicidad de un
contaminante. Sobre la especie indicadora recaen los analisis y el estudio de los
biomarcadores cuya respuesta esta relacionada con la presencia de uno o mas
xenobidticos [142]. La condicion de las especies elegidas para la determinacidén de un
biomarcador puede resumir la historia del contaminante en ese ambiente en particular
[142], [143].

Segun Carballo y Mudry [142] para la eleccion de un biomarcador, no solo se debe tener

en cuenta a la especie centinela sino también los siguientes aspectos:
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- Especificidad
- Sensibilidad
- Relevancia

- Factibilidad

- Variacién interespecifica y estacional

Segun Kendall et al. [144] los biomarcadores pueden ser de exposicion, de efecto o de
susceptibilidad. A continuacion, se define a cada uno:

Biomarcador de exposicion: Es la presencia de un xenobiédtico o de sus metabolitos, asi
como el producto de su interaccién con una diana molecular o celular medido en un
compartimento de un organismo. Es decir, indica la exposicidon del organismo a un
contaminante, sin que sus valores alterados conlleven a un perjuicio significativo al
desempeno del individuo en cualquiera de sus actividades. Son considerados
“biomarcadores de dosis efectiva biolégica” y se obtienen midiendo su concentracién en
muestras apropiadas tales como orina, suero o sangre [142]. Se pueden mencionar
metabolitos en orina, aductos de ADN, aductos de hemoglobina, aductos de albumina.

Biomarcador de susceptibilidad: Es indicador de la sensibilidad particular de un

individuo, heredada o adquirida. Es uno o varios criterios de valoracion indicativos de
una alteracion bioquimica o fisiologia que puede predisponer al individuo a los efectos
de los agentes quimicos, fisicos o infecciosos. Se pueden mencionar el polimorfismo
de enzimas, polimorfismo de diferentes genes (polimorfismo de un solo nucle6tido,

insercion/deleciones a pequena escala — indels- microsatélites).

Biomarcador de efecto: No solo indica la exposicion a contaminantes sino también

alteraciones bioquimicas, fisiologicas, conductuales o de otro tipo que sufre el
organismo y que, dependiendo de su magnitud, se identifican como un trastorno de la
salud o una enfermedad potencial o definida, que puede o no ser irreversible. Dentro de
los biomarcadores de efecto existen diferentes tipos, que se desarrollan a continuacion.

3.4.2.1 Estrés oxidativo

El oxigeno (O2) es un elemento esencial para la supervivencia de los organismos vivos
y es utilizado por las células para la oxidacidon de compuestos organicos, respiracion
celular, produccion de energia, entre otros [145]. Sin embargo, en todos estos procesos
celulares el oxigeno genera radicales libres o especies reactivas de oxigeno (EROs),
que puede dafar al organismo vivo [146]. Las EROs se producen en la reduccién
completa del O al agua (Figura 10) [147]. Los productos de estas reacciones son el
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radical anion superéxido (O ), el peréxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo
(OH ) [148].

2H* H* H*
0, + 0, ) +¢ H,0, +e= OH*® L+e- H,0
H,O0

Figura 10. Vias en la reducciéon de oxigeno en agua que conducen a la generaciéon de EROs
(Figura modificada de Lushchak, [147]).

Tanto O2" - como OH" son radicales libres y se definen como especies quimicas que
tienen uno o mas electrones no apareados en su orbital mas externo. Para que un
compuesto quimico se convierta en un radical libre, es necesario que gane o pierda
electrones [149]. El O2"y el OH" son altamente reactivos y pueden causar dano

molecular severo [150].

El H-O> es un agente reductor y un oxidante débil. Por su naturaleza neutra le permite
penetrar en las membranas celulares. Su mayor importancia en el estrés oxidativo (EO)
se relaciona por la capacidad de servir como precursor del radical OH" [151].

Las EROs son muy reactivas y potencialmente deletéreas para los sistemas bioldgicos.
Para minimizar los efectos que pueden generar las EROs, los organismos aerdbicos
desarrollaron defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas. Las defensas no
enzimaticas incluyen a las vitaminas A, C y E, el glutation, la ferritina, entre otras. Las
defensas enzimaticas, como SOD, CAT, glutatibn peroxidasa, protegen eliminando
directamente los radicales superéxidos y el peréxido de hidrogeno, convirtiéndolos en
especies menos reactivas [152], [153], [154].

SOD es la primera enzima de desintoxicacion y el antioxidante mas poderoso en la
célula. Cataliza la dismutacién de dos moléculas de Oz""en H202 y Oo, lo que hace que
el Oz "~ potencialmente dafino sea menos peligroso. CAT cataliza la degradacién o
reduccion del peréxido de hidrogeno H202 en agua y oxigeno molecular, completando
asi el proceso de desintoxicacién. SOD y CAT son la primera linea de defensa
antioxidante [155], [156], [157]. A su vez, GPx, metaboliza una variedad de peroxidos,
incluido el H202. Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentra el tripéptido
glutatién en su forma reducida (GSH), que actiia como principal antioxidante en la célula
y es cofactor de la accion de glutatiéon-S-transferasa (GST) y GPx [154]. GST es una
enzima que actua en el proceso de biotransformacion, catalizando la conjugacion de

una variedad de metabolitos, incluyendo metabolitos xenobiodticos y productos de
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lipoperoxidacion con GSH, transformando el compuesto téxico en uno mas facilmente
excretable [153].

Las EROs como O, H2O2 y OH" se producen en todos los organismos aerébicos y
normalmente existen en las células en equilibrio con el sistema antioxidante (AOX)
(Figura 12) [145].

El EO se produce como resultados de un desequilibrio entre EROs y los mecanismos
antioxidantes, lo que conduce a una variedad de cambios fisiolégicos y bioquimicos que
causan deterioro celular y muerte [158], [159]. Esto ocurre debido a una disminucién de
las enzimas antioxidantes o a la acumulacién excesiva de las EROs, 0 a ambos (Figura
11) [160], [161]. El EO puede causar dafios a muchos componentes de la célula,
incluidas las proteinas, los lipidos, el ADN y el ARN [162], [163], [164].

1

Equilibrio
(ADX = EROs)

Estrés oxidativo
(exceso de EROs)

Estrés oxidativo
(disminuciéon de AOX)

Figura 11. Las células normalmente pueden equilibrar la produccién de oxidantes y antioxidantes
para mantener el equilibrio redox (Figura modificada de Scandalios, [145]). El EO resulta del
desequilibrio entre el AOX y EROs. EI EO ocurre cuando este equilibrio se ve alterado por los
niveles excesivos de EROS o por la disminucién de las defensas antioxidantes.

Uno de los procesos biolégicos mas importantes relacionados con la actividad de EROs
es la peroxidacion lipidica (LPO). En las membranas celulares tiene lugar cuando se
alcanzan niveles de EROs por encima del umbral, lo que no solo afecta directamente al
funcionamiento celular normal, sino que también agrava el EO a través de la produccién

de radicales derivados de los lipidos [165], [166].
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La LPO es una reaccion compleja de ataques de radicales libres sobre acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) que se conjugan con el glicerol o los fosfolipidos en la bicapa
lipidica de las membranas bioldgicas, lo que resulta en una reaccién en cadena debido
a intermediarios inestables. Esta reaccion puede conducir a una pérdida de propiedades
de membrana y productos finales reactivos, que pueden interactuar aun mas con otras

moléculas causando dano a las proteinas y al ADN [167], [168],[153].

Los plaguicidas pueden actuar como potentes inductores de EO (Figura12) [169], [170].
En este sentido, actian como prooxidantes en una variedad de tejidos; produciendo
acumulacién de EROs, dafo en el ADN, alteracion de las defensas antioxidantes y LPO,
causando grandes perturbaciones a la homeostasis intra e intercelular [171], [159],
[172], [173]. Un gran nimero de estudios llevados a cabo en mamiferos, anfibios y peces
han demostrado que la exposicion a estos compuestos produce EROs y dafo oxidativo,
generando asi deficiencias en los organismos expuestos, como por ejemplo inhibicion o
sobreproduccién de las defensas antioxidantes, reduccién de la fluidez de la membrana
hepatica, lesiones hepaticas y tejido adiposo dafnado junto con un aumento de la LPO
[174], [175], [176], [177], [178], [179], [180], [181], [182], [183].
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Figura 12. Representacion esquematica del EO mediado por la accidn de los plaguicidas (Figura
modificada de Bhardwaj et al. [170]). Se produce un aumento de las especies oxidativas y
deterioro del sistema de defensa antioxidante dentro de una célula. Oz"-: anién superdxido; H202:
peroxido de hidrégeno; OH': radical hidroxilo; SOD: superéxido dismutasa; CAT: catalasa; GPx:
glutation peroxidasa; GSR: glutatién reductasa; GSSG: glutation oxidado; GSH: glutation
reducido.
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Estudios previos sobre GLI, CIP y CPF en diferentes especies y tejidos informaron que
su toxicidad esté relacionada con diferentes mecanismos, incluidos el dafio oxidativo a
lipidos y alteraciones de las defensas antioxidantes [184], [185], [186]. Por tal motivo,

estos fueron los biomarcadores de EO seleccionados en este trabajo de Tesis Doctoral.
3.4.2.2 Daio al ADN

Los danos genéticos producidos por diferentes compuestos tdéxicos pueden interrumpir
los procesos celulares normales e interactuar directa o indirectamente con el ADN,
causando inestabilidad genética [142]. Las alteraciones en la integridad del ADN se
clasifican en tres grupos: 1. Dafos premutagénicos como roturas simples o dobles de
cadenas de ADN, formacion de aductos al ADN o sintesis no programada de ADN no
programada; 2. Dafio mutagénico; 3. Aberraciones cromosomicas, incluida la pérdida o
ganancia de un cromosoma completo (aneuploidia), delecion o roturas de brazos
cromosomicos (clastogenicidad) y segmentos o reordenamientos cromosémicos (Figura
13) [187].
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Figura 13. Esquema de la induccion de dafos genéticos que incluye efectos premutagénicos,
mutagénicos y cromosémicos por exposicion a plaguicidas (Figura modificada de Mostafalou et
al., [187]).

Como hemos visto, la genotoxicidad de muchos contaminantes puede generar diversas
alteraciones estructurales en la secuencia y disposicion del ADN [187]. Dichas
alteraciones se pueden detectar mediante distintos tipos de pruebas de genotoxicidad
[188], [189]. El ensayo cometa (EC) es una técnica sensible, rapida y simple para la
deteccion de las primeras etapas del dafo del ADN a nivel de una célula individual [190].
Es utilizada para analizar roturas de la molécula de ADN de simple o doble cadena,
sitios sensibles al alcali, uniones cruzadas de ADN-AND y ADN-proteina y roturas de
cadena simple asociadas a mecanismos de reparacién del ADN [191], [192]. La técnica
se basa en lisar las células, separando al ADN de los demas componentes celulares y
de la envoltura nuclear, quedando una estructura en forma de “nucleoide” [193]. El dafo

al ADN se puede analizar en células individuales las cuales son embebidas en una capa
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de gel de agarosa y posteriormente sometidas a un proceso de electroforesis; el dafio
al ADN es atraido hacia el anodo, formando una cola de cometa. El mismo esta formado
por una cabeza (regién nuclear) y una cola (formada por los fragmentos de ADN que
han migrado en direccién del anodo), La intensidad de la cola (generalmente medida
por microscopia de fluorescencia) va a depender de la frecuencia de roturas, en el cual
migran los bucles de ADN que contienen la ruptura [193], [194]. La migracion es
directamente proporcional al dafo producido en la molécula de ADN. Cuantas mas
roturas de la molécula de ADN simple haya mas sera el desenrollamiento de la molécula
de ADN y su alargamiento. [195]. Las principales ventajas del EC son: la recopilacién
de datos a nivel de celula individual, lo que permite andlisis estadisticos mas sélidos; un
numero pequeno de células por muestra de tejido; sensibilidad para detectar dario en el
ADN; el uso de cualquier poblacion de células individuales eucariotas tanto in vitrocomo
in vivo [196], [197], [198], [199].

Las EROs estan involucradas en varios tipos de lesiones en el ADN, incluyendo rotura
de simple y doble cadena, sitios alcalinos- labiles, asi como la oxidacién de purinas y
pirimidinas [200]. EI O2""y el H202no influyen directamente en los componentes del acido
nucleico [201]. EI OH" es en gran parte responsable del dafo oxidativo al ADN,
provocando dafo en las bases nitrogenadas [202]. Dos de las modificaciones mas
comunes en la base del ADN son 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-oxoGua) y 2,6-diamino-
4-hidroxi-5-formamidopirimidina [202]. Se acepta que las alteraciones en el ADN
debidas a 8-oxodGua son parte del sitio de reconocimiento utilizado por las glicosilasas
de ADN para detectar bases de guanina danadas [203]. La interaccién del radical OH"
con pirimidinas (timina y citosina), puede producir varias lesiones en las bases y general
productos reactivos como la 5,6-dihidroxi-5,6-dihidrotimina (timina glicol, Tg) y la 5,6-
dihidroxi-5,6-dihidrocitosina (citosina glicol) [204].

El EC en combinacibn con ciertas enzimas bacterianas (por ejemplo,
formamidopirimidina glicosilasa, endonucleasa lll, glicosilasas de uracilo-ADN, etc.)
reconocen la oxidacion de las bases de purinas y pirimidinas. Tal es asi, que el EC se
puede utilizar para determinar el dafio oxidativo al ADN [205]. Con el fin de dilucidar el
posible mecanismo de accién de los plaguicidas seleccionados, incluimos el EC
modificado con el agregado de formamidopirimidina ADN glicosilasa (fpg), que detecta
bases dafnadas de ADN, principalmente 8-oxoGua y otros productos de oxidacion de
purinas y endonucleasa Il (Endo Ill) que reconoce las pirimidinas oxidadas. La
adaptacion del EC incorporando estas enzimas, aumenta su especificidad y sensibilidad
(en términos de la capacidad de detectar una gama mas amplia de danos en general) a

través del reconocimiento de lesiones especificas para revelar la presencia de
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pirimidinas y purinas oxidadas [206]. Fpg actla sobre 8-oxoGua y también sobre
derivados de purina de anillo abierto o formamidopirimidinas, tales como 2,6-diamino-4-
hidroxi-5-formamidopirimidina (FaPyGua), 4,6-diamino-5-formamidopirimidina
(FaPyAde) y en menor medida, 8-oxoadenina. Las pirimidinas oxidadas, que incluyen
timina glicol y uracil glicol, se reconocen con Endo lll. Las glicosilasas tienen una
actividad AP (sitios apurinicos / apirimidinicos) liasa o AP endonucleasa asociada, es
decir, escinden el ADN en los sitios AP o azlcares sin base que quedan como
intermediarios de la reparacion de escisién de base después de la eliminacién de la
base danada. Pero otros sitios AP, no relacionados con el dafo por oxidacion, pueden
estar presentes en el ADN, y estos también son detectados y escindidos por fpg o Endo
[ll. Por tanto, la especificidad de la enzima no es absoluta. Los sitios AP son labiles a
los alcalis, por lo que, en principio, se espera que aparezcan entre las roturas de hebras
detectadas en el ensayo cometa estandar (alcalino) [194].

Diversos trabajos, en distintas especies centinelas tales como anfibios (Bufo bufo
gargarizans, Rhinella arenarum, Hypsiboas pulchellus), reptiles (Salvator merianae) y
peces (Cnesterodon decemmculatus) han relacionado el dano al ADN y dafo oxidativo
al ADN con la exposicién a plaguicidas [207], [207], [208], [209], [210] [211].

El ensayo de micronicleos (MN) es otro método para evaluar dafno ejercido en la
molécula de ADN a nivel cromosémico [142]. ComUnmente se utiliza para detectar de
forma temprana el dafo inducido por agentes clastogénicos y/o aneugénicos sobre el
material genético y la maquinaria mitética asociada, siendo muy empleado en
biomonitoreo ambiental [142], [187]. Especificamente, durante fase S del ciclo celular,
el material genético se replica para luego dividirse de manera equitativa y equilibrada en
los nucleos de las dos células hijas. Los MN se manifiestan en células en divisién que
contienen roturas cromosémicas que carecen de centrémeros (fragmentos acéntricos)
y/0 cromosomas completos que no pueden migrar a los polos del huso durante la
mitosis. En la telofase, se forma una envoltura nuclear alrededor de los cromosomas y
fragmentos rezagados, que luego asumen gradualmente la morfologia de un nucleo en
interfase con la excepcion de que son mas pequefios que los nucleos principales de la

célula, de ahi el término “Micronucleo” [212].

Tanto el EC como el ensayo de MN se utilizan ampliamente como marcadores
inespecificos de genotoxicidad en diversas especies. Recientemente, estas técnicas
fueron modificadas para detectar dafio genotoxico especifico mediante su combinacién
con la técnica de hibridacién in situ fluorescente (FISH). El EC-FISH es un método que
permite detectar el dafo y la reparacion del ADN en regiones genéticas especificas en
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relacion con el genoma general [213]. Su propésito es determinar si el dafo primario
que detecta el EC afecta a un gen especifico (u otra secuencia) de interés [214]. La
sefal detectada en la cola del cometa indica dafo a la secuencia de ADN de interés. El
EC-FISH se ha utilizado en varios estudios que han localizado con éxito el dafio del ADN
dentro de los cometas utilizando sondas especificas de genes y cromosomas [215]. La
capacidad de obtener este tipo de informacion es util porque podria beneficiar a muchas
areas de investigacién proporcionando informacion valiosa sobre las caracteristicas
intrinsecas del ADN de las células individuales y sus respuestas a diversos xenobioticos
tales como la exposicién a plaguicidas [216]. Por su parte, el ensayo de MN-FISH
permite caracterizar dafo clastogénico/aneugénico y blancos de ataque cromosémico
especificos, favoreciendo el entendimiento de los mecanismos de formacion de MN
[217].

3.4.2.3 Expresion génica

La determinacion de los niveles de expresion génica pertenece una nueva familia de
biomarcadores, basados en el analisis de la transcripcion de genes relacionados al
estrés celular, que pueden ser utilizados para detectar exposicion a xenobioticos,
actuando como sensores de alerta temprana [218]. Las respuestas a los contaminantes
pueden manifestarse no solo en forma de un cambio en uno o en un pequefio nimero
de genes, sino que también pueden involucrar una cascada de interacciones genéticas
[219]. Esta demostrado que la expresidn génica se altera directa o indirectamente como
resultado de la exposicion a xenobiéticos [220]. Particularmente, diversos trabajos han
demostrado que los plaguicidas, provocan cambios en los niveles de expresion de los
genes que codifican para los sistemas antioxidantes, asi como aquellos intervinientes
en procesos de biotransformacion, reguladores del ciclo celular y de reparacion del
dano, entre otros [89], [221], [222], [223], [224]

Como hemos visto en la seccién la 3.4.2.1 SOD y CAT son dos enzimas que contribuyen
a la primera linea de defensa antioxidante [225]. Cuando la produccién de radicales
libres excede el nivel que los mecanismos naturales de defensa antioxidante pueden
hacer frente, se crea un entorno oxidativo celular [154]. Esta alteracion en la respuesta
del AOX puede modificar la expresion de los genes que codifican estas enzimas [145],
[176]. Especificamente, la exposicion a plaguicidas puede alterar la respuesta del AOX,
modificando la expresién de los genes que codifican para estas enzimas [176]. Estos
cambios son inmediatos y mas sensibles que los puntos finales de uso tradicional en
toxicologia, por lo que constituyen marcadores de relevancia en situaciones de estrés

[218]. Aunque muchos estudios indican que las células tienen los medios para detectar
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las EROs, el mecanismo de acciéon de los xenobidticos y de los reguladores de EROs
que activan la expresidén de ciertos genes aun no estan totalmente dilucidados [227],
[228], [229], [226], [224]. La red transcripcional que responde a las EROs en eucariotas
se estd descifrando en la actualidad. Una gran cantidad de respuestas biolégicas y vias
de senalizacion celular estan involucradas en los efectos toxicologicos inducidos por el
EO. Durante el proceso, se observan cambios significativos en la expresion génica y la
estimulacion o inhibicion de la transduccién de sefales [145]. En muchas especies de
peces y mamiferos se ha informado que la expresion alterada de los genes caty sod es
una respuesta a la exposicion a plaguicidas (atrazina, organoclorado, cipermetrina e
indoxacarb) en diferentes tejidos como higado, rifdn, ovario y branquias [176], [230],
[223], [224].

Los genes citocromo p450 y glutatién-S transferasa (gst) estan involucrados en los
procesos de detoxificacion. La superfamilia del citocromo p450 (cyp) presenta una gran
cantidad de genes que codifican enzimas p450[231]. Las cyp se encuentran presentes
en todos los dominios de la vida y actuan generalmente como agentes oxidantes en una
variedad de reacciones metabodlicas y biosintéticas, que incluyen procesos de
desintoxicacion y regulacién [232]. Estan involucradas en reacciones de
monooxigenacion de una amplia gama de compuestos enddgenos y exdgenos en
diversas especies de mamiferos y peces [232], [234]. Se ha demostrado que las familias
cyp1, cyp2 y cyp3 son las responsables de una variedad de funciones del metabolismo
xenobidtico, principalmente en el higado [235]. La presencia y el nivel de expresion de
estas enzimas influyen en la capacidad del tejido para metabolizar y/o desintoxicar los
xenobidticos [235]. Por otro lado, GST se encuentra entre las principales enzimas
antioxidantes y los indicadores de primera linea del estado antioxidante [236]. En la fase
Il de la biotransformacién, GST juega un papel central a través de la desintoxicacion y
excrecidon de xenobidticos como los herbicidas y compuestos enddgenos que se
conjugan con el glutation [237]. Numerosos estudios en peces y mamiferos han
demostrado la utilidad de los genes cyp y gst como marcadores de expresion génica,
estableciéndolos como una herramienta Gtil para los ensayos de biomononitoreo y
ecotoxicologia [89], [222], [238]

La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso altamente regulado por el
cual un organismo elimina las células no deseadas sin provocar una respuesta
inflamatoria [239], [240]. La apoptosis inducida por distintos xenobiéticos, incluidos los
plaguicidas, se registro en diversos trabajos publicados anteriormente [241], [242], [243].
Los procesos de sefalizacion apoptoética estan relacionados con alteraciones de
moléculas relacionadas con la apoptosis, como los genes p53, bcle, bax, entre otros
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[221]. El gen supresor de tumores p53 juega un papel fundamental en la apoptosis y en
la proliferacion celular tras el dafo del ADN [244]. Diversos trabajos han demostrado
gue la modulacién del gen p53 es un biomarcador potencial de la apoptosis inducido por
contaminantes ambientales, entre ellos los plaguicidas [245], [246], [247], [248], [243].

El analisis de los patrones de expresién génica en respuesta al impacto negativo que
puede llegar a producir distintos xenobiéticos puede proporcionar una visibn mas
completa del origen del dafio tanto a nivel molecular como celular y [249]. Los estudios
han demostrado que los compuestos tdxicos, incluidos los plaguicidas, tienen diversos
efectos sobre la modulacién en los niveles de expresion génica, incluyendo alteraciones
en la expresibn de enzimas detoxificadoras, enzimas antioxidantes, enzimas de
reparacion del ADN [250], [251], [176].

3.4.2.4 Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento son una respuesta integrada a numerosos procesos
fisiolégicos que influyen en la produccién del individuo. Se usan como un indice de salud
individual, que integra aquellos factores que tienen efectos positivos y negativos en el
balance de produccion [252]. Durante la ultima década ha habido un interés renovado
en la aplicacion de los pardmetros de crecimiento como biomarcador en respuesta a la
exposicién a plaguicidas [253], [254], [255], [256], [257]. Los parametros de crecimiento
pueden proporcionar la clave para integrar diversas respuestas moleculares y celulares
en un organismo con una aptitud fisica deteriorada, porque estos procesos deben ser
funcionales para que un organismo sobreviva [253].

Diversos trabajos han informado alteraciones en el crecimiento como consecuencia de
la exposicién a plaguicidas, indicando distintas estrategias fisiolégicas dependiendo la
situacién de estrés [257], [258], [259].

Teniendo en cuenta el uso extensivo de formulaciones de plaguicidas en los entornos
agricolas actuales en Argentina, la deteccién temprana de sus efectos a través de
biomarcadores sensibles proporciona herramientas de gran valor para la evaluacién de
los efectos a mediano y largo plazo en la vida silvestre. La contaminacion por plaguicidas
afecta no solo a los suelos y a la biota directamente relacionados con los cultivos donde
se aplican estos quimicos, sino que también produce efectos adversos en los
ecosistemas que rodean las areas de cultivo y a los organismos que viven alli [260].
Diversos trabajos han demostrado que la exposicidn a plaguicidas influye en la
morfologia, fisiologia, metabolismo y/o integridad del ADN de un organismo vy, por lo
tanto, afecta a la capacidad de adquirir recursos, crecer y reproducirse [261], [262]. La
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posibilidad de integrar biomarcadores de crecimiento con marcadores de EO,
genotoxicidad y de expresion génica mejorard la capacidad para para predecir las
consecuencias de exposicion a distintos xenobibticos y nuestra comprensién sobre los

mecanismos a través de los cuales las plaguicidas afectan a las distintas especies [253].
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3.5 Caiman latirostris: especie centinela en la
Provincia de Santa Fe

3.5.1 Caracteristicas y distribucion

Los reptiles son modelos importantes en la historia evolutiva y tienen una gran
importancia ecolégica, socioldgica y comercial [263], [264]. Son trascendentales en los
ecosistemas naturales, como presas, depredadores, herbivoros, dispersores de

semillas y como bioindicadores de la salud ambiental [265], [266].

Caiman latirostris (vulgarmente conocido como yacaré overo), pertenece al orden
Crocodylia, familia Alligatoridae, es una especie autdctona en la Argentina y tiene gran
interés comercial y ecoldgico para gran parte de América del Sur (Bolivia, Paraguay,
Uruguay y Brasil) [267].

La distribucién geografica de esta especie incluye a los efluentes del rio Parana,
Paraguay, Uruguay y Séo Francisco, que se extienden por las regiones del noreste de
Argentina, sureste de Bolivia, Paraguay, Brasil y norte de Uruguay. También incluye una
gran cantidad de pequenos efluentes de la costa atlantica desde Natal, en el extremo

oriental de Brasil, hasta el noreste de Uruguay (Figura 14) [268].
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Figura 14. Distribucion de C. latirostris. Paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay, Uruguay.
Fuente: Siroski et al., [268].
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Particularmente en Argentina, C. latirostris se distribuye en las provincias de Formosa,
Santa Fe, Misiones, Corrientes, Entre Rios, Chaco, Santiago del Estero, Salta y Jujuy
[267]. Es una especie ectotérmica con un ciclo estacional bien definido que depende de
factores climaticos (temperatura exterior y régimen hidrolégico). En Argentina, su
reproduccion tiene lugar entre los meses de noviembre y enero, con un periodo
incubacién de 65-75 dias aproximadamente a 31°C [267]. Cuando nacen las crias pesan
unos 40 g y miden aproximadamente 22 cm. El tamano de los adultos macho esta en el
orden de los 2.60 m de longitud y unos 80 kg de peso (Figura 15) [269].

Figura 15. Caiman latirostris adulto. Tamafo aproximado del animal de 1.5 m.

A partir del afo 1990 las poblaciones silvestres de yacaré overo de la provincia de Santa
Fe comenzaron a ser objeto de manejo a través de un programa para la preservacién
de la especie y la explotacién racional de productos de interés comercial (Res 283/00,
Sec. Amb. Des. Sust. Nac.). Este programa, basado en la técnica de “rancheo” (cosecha
de huevos en la naturaleza, cria en cautiverio y devolucion a la naturaleza), permitié una
importante recuperacion de las poblaciones naturales, de manera que la especie fue
transferida en el afno 1997 al Apéndice Il de CITES (Convencion sobre el Comercio
Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres), permitiendo la
comercializaciébn de productos de esta especie cuando provengan de programas
debidamente habilitados [267]. La implementacion de esta metodologia de manejo evita
la pérdida de huevos producidos en la naturaleza y la gran mortandad de individuos con
menos de un ano de edad, contemplandose la reintroduccion a la naturaleza de un
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namero de animales superior a aquellos que hubieran sobrevivido de forma natural,
asegurando la conservacion de la especie para beneficio de las futuras generaciones.
Estos programas involucran activamente a los pobladores locales en la identificacion y
conservacion de las areas de nidificacion, lo cual significa un beneficio, no sélo para las

especies bajo manejo, sino para todos los taxa que comparten el habitat [267].

3.5.2 Antecedentes en el area sobre Caiman latirostris

A pesar de la recuperacion lograda en las poblaciones naturales de caimanes gracias a
la implementacién de estos programas en Argentina, hoy en dia estos animales
atraviesan una de las principales problematicas que afectan, desde hace varios afos, a
muchas especies silvestres: la pérdida de hébitat como consecuencia de la presion
antropica, tendiente a destinar cada vez mas tierras a la produccion agricola. Esto
conlleva a una constante exposicion a los agroquimicos utilizados para el control de
plagas, principalmente formulaciones de GLI, CIP y CPF, entre otras [270]. Por otra
parte, el periodo del afio de maxima aplicacién de plaguicidas coincide con la temporada
reproductiva de esta especie, implicando un riesgo de contaminacién particularmente

importante durante los primeros meses de vida de estos animales [254].

C. latirostris es una especie considerada centinela para evaluar el efecto inducido por
los plaguicidas [271]. La exposicién a plaguicidas en las poblaciones naturales de C.
latirostris es de gran preocupacion. Atendiendo a esta problematica, se ha comenzado
a estudiar, hace mas de 14 afos, los posibles efectos de plaguicidas ampliamente
utilizados en la actividad agricola. Se demostro el efecto genotdxico y menor crecimiento
luego de exposicion embrionaria y postnatal a la formulacién Roundup® (glifosato
66.2%) [254], [272]. A su vez, la mezcla de formulaciones de GLI, END y CIP
comunmente utilizada en las practicas agricolas, produjo un efecto genotoxico mayor
sobre los neonatos, ademas de inducir alteraciones bioquimico-enzimaticas luego de
una exposicion semi-controlada. A su vez, report6é diferencias en los parametros de
crecimiento de C. latirostris eclosionados en diferentes nidadas durante el primer afo
de vida, basadas en mediciones de longitud total, longitud hocico-cloaca y peso al nacer,
3 y 12 meses después de la exposicion durante el desarrollo embrionario a GLI y la
mezcla (CIP + END + GLI) [273]. Estos hallazgos fueron los primeros registros de
efectos genotodxicos en todas las especies de cocodrilianos e incluso de reptiles [271],
[254], [273]. Lopez Gonzalez et al. [274] informaron la induccién de genotoxicidad en
eritrocitos de C. latirostris expuestos a concentraciones subletales de dos formulaciones
de GLI: PanzerGold® y Roundup® Full Il (500, 750, 1000 pg / huevo); a la formulacion
a base de END Galgofan® y de CIP Atanor® (1, 10, 100 y 1000 ug/ huevo) por aplicacion
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tépica a través de la cascara del huevo desde la primera semana del periodo de
incubacién. Posteriormente, se estudiaron los efectos de tres mezclas binarias de
formulaciones de CIP, CPF y GLY, reportando un aumento significativo de la frecuencia

de micronucleos [256].

A partir de antecedentes sobre el dafno oxidativo a biomoléculas (proteinas, lipidos y
acidos nucleicos) generado por plaguicidas por un exceso en la produccion de EROs o
por dafno a las moléculas que intervienen en sistemas de defensa antioxidante, se
pusieron a punto las técnicas de determinacion de dafo oxidativo a lipidos (sustancias
reactivas al &cido tiobarbiturico - TBARS) y al ADN (EC con enzimas fpg y ENDO Ill) y
actividad enzimatica (CAT, SOD y Glutation) en sangre, para el estudio de los posibles
mecanismos de dano de los plaguicidas de interés. Este también fue el primer reporte
de la aplicacion de estas técnicas en sangre periférica de reptiles, lo cual representa
una ventaja enorme para el estudio de poblaciones silvestres, ya que pueden obtenerse
muestras de sangre sin dafno a los animales [275]. Burella et al. [276] aplicd estos
biomarcadores para la evaluacion del impacto de los plaguicidas en C. latirostris. Los
autores informaron desequilibrios en el estado oxidativo a través de la LPO y el dafio al
ADN, asi como en las actividades de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en
embriones de C. latirostris después de una exposicidn topica a concentraciones
subletales (1-1000 pg/huevo) de las formulaciones antes mencionadas.
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3.6 Aporte original

La mayoria de los biomarcadores utilizados hasta el momento para identificar estrés por
contaminacién se basan en alteraciones de parametros bioquimicos y/o anormalidades
citologicas o histolégicas que pueden correlacionarse con la presencia de toéxicos en el
ambiente [115], [277].

Los marcadores tales como EC, EC modificado, enzimas antioxidantes, TBARS tienen
un procesamiento relativamente rapido, generando mucha informacién en poco tiempo.
Estos puntos finales toxicolégicos son herramientas Utiles y convenientes para
monitorear la calidad ambiental, evaluar los riesgos quimicos y la seguridad, investigar
los valores umbral y evaluar la vulnerabilidad de los organismos a quimicos o téxicos

especificos, como los plaguicidas [183].

Las alteraciones en los patrones de expresion del ARNm ofrecen nuevas perspectivas
sobre el papel de los genes en el contexto de toxicidad [219]. Estos cambios son
inmediatos y generalmente mas sensibles que los puntos finales utilizados
tradicionalmente en toxicologia, por lo que son marcadores relevantes en diversas
condiciones de estrés [224]. En este sentido, la alteracion de la expresion génica puede
usarse para detectar toxicidad biolégica y/o monitorear el impacto de diferentes
xenobidticos en ambientes naturales [278]. Varios estudios en peces y mamiferos han
demostrado su utilidad como marcadores de expresién génica, estableciéndolos como
una herramienta util para las pruebas de biomonitoreo y ecotoxicologia [228], [89], [222],
[279], [280].

Estudios recientes han caracterizado al gen que codifica para la enzima sod y los
patrones de expresion del mismo en diferentes tejidos en la especie Crocodilus
siamensis [281]. Sin embargo, no existe informacion sobre los cambios en los niveles
de expresién de los genes cat'y sod como respuesta a la exposicion a plaguicidas en
ninguna especie de cocodriliano, considerandose este un aporte original y relevante, de
gran valor explicativo junto a los demas biomarcadores, para interpretar integralmente
los efectos téxicos de los plaguicidas sobre C. latirostris, tal como lo plantea en esta
Tesis Doctoral.

La posibilidad de aplicar marcadores moleculares de expresién génica en yacaré overo
permitird comprender el significado especifico de muchas alteraciones producidas por
los plaguicidas y observadas mediante marcadores de dano al ADN, EO, alteraciones
inmunoldgicas, entre otros. Ademas, estos se han puesto a punto en sangre para evitar

el sacrificio de los animales.
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La determinacién de todos los marcadores mencionados anteriormente puede
proporcionar informacion integrada sobre las consecuencias ecotoxicologias del uso de

plaguicidas [282].

En el presente estudio, las condiciones controladas de exposicién utilizadas pretenden
simular la situacion real de exposicién que tiene lugar en las poblaciones naturales de
caimanes durante la temporada reproductiva, tanto para las concentraciones aplicadas
de las formulaciones a base de GLI, CPF y CIP (recomendadas para los cultivos de
soja) como el método de aplicacion de los plaguicidas utilizados.

Teniendo en cuenta la amplia utilizacién de las formulaciones plaguicidas antes
nombradas en los ambientes agricolas actuales, la deteccién temprana de sus efectos
mediante marcadores sensibles provee herramientas de gran valor para la conservacion
a mediano y largo plazo de las especies silvestres. Esto permite la identificacién de
problemas ambientales antes de que los sistemas biol6gicos se vean seriamente
afectados [277], considerandose de importancia primordial para la sustentabilidad de los

ambientes naturales.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general

El impacto biolégico de los plaguicidas es el resultado de una cascada de eventos que
puede manifestarse a distintos niveles de organizacién bioldgica, ejerciendo a largo
plazo un efecto marcado sobre las poblaciones. Las células responden a estas
alteraciones mediante un reajuste en el metabolismo, normalmente activando o
sintetizando proteinas especificas para compensar el dano, a partir de los ARNm que
codifican para estas proteinas. Asi, los biomarcadores de expresion génica pueden ser
utilizados para detectar exposicién a xenobibticos, actuando como sensores de alerta
temprana. El objetivo de este trabajo es identificar respuestas moleculares de expresién
génica y dano genotdxico especifico como biomarcadores potenciales de exposicién a
los plaguicidas GLI, CIP y CPF en Caiman latirostris.

4.2 Objetivos especificos

1- Evaluar el dafio oxidativo a lipidos y ADN, y la modulacién de defensas antioxidantes
en sangre periférica de yacaré overo por exposicidon embrionaria y durante los primeros

meses de vida a formulaciones de glifosato, cipermetrina y clorpirifés.

2- Estudiar los niveles de expresién de genes que codifican enzimas que participan en
la respuesta antioxidante, para identificar marcadores sensibles de exposicion a
plaguicidas y relacionarlos con el perfil de estrés oxidativo evaluado en iguales

condiciones.

3- Identificar otros genes que codifiquen proteinas de interés intervinientes en sistemas
de defensa antioxidante, reparacién del dafo y reguladores del ciclo celular, para el

desarrollo de nuevos marcadores de expresion génica.

4- Promover la formacién de recursos humanos calificados en las principales
problematicas que afectan a las especies de fauna silvestre, favoreciendo asi las
estrategias de conservacion, manejo y concientizacién en el uso sustentable de esta

especie tan importante para nuestra region.
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5. Materiales y metodos

El presente estudio fue evaluado y aprobado por el Comité Asesor de Etica y Seguridad
de la Investigacion de la Facultad de Bioguimica y Ciencias Biologicas, Universidad
Nacional del Litoral (Santa Fe, Argentina) (Acta N2 01-15).

5.1 Identificacion de genes de interés por PCR
convencional

Esta seccion se relaciona principalmente con los objetivos especificos 2 y 3 de esta
Tesis Doctoral.

5.1.1 Ejemplares de C. latirostris

Se utilizaron ocho crias (cinco dias de edad) de C. latirostris, provenientes de dos nidos
distintos, del programa de uso sustentable Proyecto Yacaré (PY). Cinco dias después
de la eclosién, se tomaron muestras de sangre (0.5 ml) de la vena espinal con jeringas
heparinizadas y agujas de 25G x 5/8 [283].

5.1.2 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

En una primera etapa se procedié a estandarizar la técnica de preservacion y
aislamiento de ARN de alta calidad en sangre periférica de C. latirostris (Figura 16 A'y
B) [284].

Se utiliz6 el reactivo TRIzol® LS (Ambion, Life Technologies) para la extraccion de ARN
de sangre entera en una proporcion 1:4 a 1:5. En primer lugar, se afadieron 200 pl de
cloroformo a cada muestra, se homogeniz6 y se centrifugd a 4 °C. Luego, la fase
superior se transfiri6 a un nuevo tubo y se realizd una segunda extraccion.
Posteriormente se agreg6 isopropanol (0.5 ml) y se dej6 precipitar el ARN durante toda
la noche a -20°C, lo cual aumenta la eficiencia del proceso y mejora en gran medida la
relacion 260-230 nm. Posteriormente se centrifugd durante 45 min a 4 °C y se procedié
a lavar dos veces con etanol al 75%. Finalmente se descart6 el sobrenadante y se dejo
secar durante 1-2 h bajo campana de extraccion. Para la reconstitucion de ARN, se
anadié una cantidad apropiada (15-20 pl) de ARNsecure™ (Invitrogen, reactivo de
inactivacion de ARNasa), y se incub6 durante 10 min a 60 °C para solubilizar el ARN e

inactivar la contaminacién por ARNasa.
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Figura 16. A) Representacién esquematica de la técnica de extraccion de ARN segun protocolo
adaptado en sangre periférica para C. latirostris. B) Imagen correspondiente a las distintas etapas
de la extracciéon de ARN. Marcador de tamafo molecular: 100 pb (Plus DNA - TransGen Biotech).

Posteriormente se realiz6 el tratamiento con DNasa | libre de ARNasa (PBL Productos
Bio-Logicos) para eliminar cualquier ADN gendmico remanente, siguiendo el
procedimiento detallado por el fabricante. La calidad del ARN se verific6 mediante la
medicién de absorbancia a 260 nm-280 nm en cada muestra. A su vez, se realizé una
una electroforesis en gel de agarosa al 2%. Finalmente, se uso el kit RevertAid First
Strand (Thermo Scientific®) para la sintesis de ADNc (RT), siguiendo los procedimientos
detallados por los fabricantes.

5.1.3 Diseno de primers

Se determiné la presencia/ausencia a través de una PCR convencional de genes de
interés tales como B -actina, cat, sod, gst, citocromo p450, bclz, baxy p53 en sangre de
C. latirostris. Los primers se disefiaron a través de la pagina de Integrated DNA
Technologies [285] (IDT - https:/www.idtdna.com/pages; Tabla 4).

A partir del genoma de Alligator mississippiensis se disefiaron los siguientes primers: 3
-actina ARNm (GenBanck DQ421415.1), cat ARNm (GenBanck XM_006259972.3) y
bcl-ARNm (GenBank: XM_019490401.1).

49



A partir del genoma de Alligator sinensis se disefaron los primers de: bax ARNm
(GenBank: XM_014517177.1), p53 ARNm (GenBank: XM_006038654.2), p450 ARNm
(GenBank: XM_014523553.1) y gst ARNm (GenBank: XM_006030870.2).

Para el gen sod, se utilizaron los primers informados por Sujiwattanarat et al. [281] de
Crocodylus siamensis.

El gen de referencia seleccionado fue validado para C. latirostris en el trabajo de
Paravani et al. [286]. A su vez, este gen fue utilizado previamente en otros trabajos con
cocodrilianos [287], [281], [288].

Tabla 4. Informacién de genes estudiados y primers utilizados.

Genes Forward (F) y Reverse (R) Tamano del Contenido Tm (°C)
Secuencia del primer (5'-3") amplicon (pb) GC%
Gen de referencia
B -actina F: TCACGAGACCACTTTCAACTC 138 F:47.62 59.4
R: AGGGCTGTGATTTCCTTCTG R: 50 58.4
Genes involucrados en sistema antioxidante
sod F: GATGAGAGGCATGTTGGAG 124 F:52.6 60.9
R: CCACCATGGTACGTCCA R:58.8 61.6
cat F: TGAGCCTAGCCCTGATAAAATG 135 F: 45.45 60.3
R: CTCTGATAGTTAGCGACACGAG R: 50 62.3
Genes involucrados en los procesos de biotransformacion
gst F: GGCAAGGCCATTCCACAAAG 838 F:55 60.5
R: CTACAACCCCCTCGGTTCAC R:60 62.5
p450 F: GGAATAAAAGCTCCTGCC 674 F:55 60.5
R: CCAACATGGCTAAATGCTGGC R:55 60.5
Genes reguladores del ciclo celular
bcl2 F: TGCTTATTTGTACCGGGCGT 842 F:50 58.4
R: GCCCCAACATTGTGGGTATG R:55 60.5
bax F: ACATCCTGCTCAAGGGGTTC 406 F:55 60.5
R: ATCCAGACCAAAACATGCTCG R:47.62 59.4
Genes relacionados con el sistema de reparacion del dafio
p53 F: GCCCAATCCTGGCTATCCTC 217 F:60 62.5
R: GGATTCGGGACTCGCTTCTT R:60 60.5

Tm: Temperatura de melting
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5.1.4 Identificacion de los genes mediante PCR convencional

La reaccion de PCR se llevé a cabo de la siguiente manera: 2.5 yL de buffer EasyTaq
(con Mg 2+), 0.5 uL de ADN polimerasa EasyTagq, 2 pL de dNTPS (2.5 uM), 1 uL de
forward (10 uM), 1 pL de reverse (10 uM), 2 yL de ADNc y 16 uL de H2O, con un volumen
final de 25 pl. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion durante 3 min a 95 °C;
35 ciclos de 30 s a 95 °C, 30sa57°Cy 90 s a 72 °C, y una extension final a 72 °C
durante 30 min. Para detectar la presencia de productos de PCR, se realiz6 una
electroforesis en gel de agarosa al 2% con TAE (Tris-acetato-EDTA), utilizando como

referencia un marcador de tamarno molecular de 100 pb (Plus DNA - TransGen Biotech).
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5.2 Ensayos experimentales in vivo

Esta seccion se relaciona principalmente con los objetivos especificos 1, 2 y 4 de esta
Tesis Doctoral.

5.2.1 Colecta de huevos de C. latirostris

Los huevos de C. latirostris fueron cosechados en la Reserva Natural Provincial
Manejada “El Fisco” (30° 15’ S; 60° 50’ W, Dpto. San Cristébal, Santa Fe; Figura 17).
Esta reserva es un Area Natural Protegida (Ley Provincial 12.930, 2008) situada a mas
de 20 km de cualquier actividad agricola que implique aplicacién de plaguicidas u otra
actividad contaminante, y es parte de la distribucién natural de la especie [267].

La misma ha sido empleada en numerosos estudios previos como area control [271],
[254], [255], [272], [274], [256], [276]. Después de la recoleccién, los huevos fueron
transportados segun procedimientos de rutina a las instalaciones del Proyecto Yacaré
(PY-Laboratorio de Zoologia Aplicada: Anexo Vertebrados, FHUC — UNL/MMA,) situado
en la ciudad de Santa Fe, Provincia de Santa Fe.

Una vez alli, se seleccionaron por ovoscopia los huevos viables [289] para llevar a cabo
los ensayos experimentales. La incubacién artificial se realizd en condiciones
controladas de temperatura (31.5 £ 0.5 °C) y humedad (95 %).
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Figura 17. A) Localizacion de la Reserva Natural Manejada “El Fisco” (Dpto. San Cristobal, Santa
Fe, Argentina). B) Nido y técnica de rancheo.
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5.2.2 Evaluacién in vivo de los efectos de las formulaciones de
GLI, CIP y CPF por separado y en mezclas durante el
periodo embrionario y el primer aino de vida.

Como hemos visto en la seccion de introduccion, C. latirostris se puede emplear como
un indicador biologico para las evaluaciones del efecto deletéreo que inducen los
plaguicidas. En nuestra regién, el periodo del aiio de maxima aplicacion de plaguicidas
asociado principalmente al cultivo de soja coincide con la temporada reproductiva de
esta especie, e implica un riesgo de contaminacion particularmente importante durante
los primeros meses de vida (Figura 18) [271]. En este sentido, se realizaron dos tipos
de ensayos que buscaron simular la situacion de exposicion real que sucede en el

habitat natural de C. latirostris:

1) Ensayos durante el periddo embrionario por pulverizacién sobre el material del nido.
2) Ensayos de exposicion durante el primer afo de vida en neonatos y juveniles (7-8

meses de edad), bajo condiciones semi-controladas.
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Figura 18. Representacion esquematica de la relacién entre las fechas de siembra-cosecha de
soja y el periodo embrionario, peri y posnatal de C. latirostris.
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5.2.2.1 Ensayos de exposicidon embrionaria por pulverizaciéon
sobre el material del nido

Se realizaron dos experimentos en dos afos consecutivos durante el desarrollo

embrionario de C. latirostris.

La exposicién embrionaria se llevé a cabo con las formulaciones de GLI, CIP y CPF por
separado y sus mezclas mediante pulverizacion sobre el material del nido en contacto
con los huevos. Las concentraciones utilizadas en ambos experimentos fueron las

recomendadas para su aplicacién a campo en cultivos de soja y un 50% de las mismas.

5.2.2.1.1 Disefo experimental y tratamientos

Se realizaron dos experimentos (Experimento 1 y Experimento 2) con el objetivo de
evaluar la reproducibilidad de los resultados.

En el experimento 1 (E1) se utilizaron ciento veinte huevos de tres nidos diferentes (40
huevos por nido) distribuidos equitativamente en diez grupos experimentales con dos
réplicas de 6 huevos cada uno (Tabla 5).

En el experimento 2 (E2) se emplearon ciento ochenta huevos de cinco nidos (36 huevos
por nido) distribuidos equitativamente en doce grupos experimentales con tres réplicas
de 5 huevos cada uno (Tabla 5).

Las formulaciones de plaguicidas aplicadas fueron las siguientes:

1. Roundup® Full Il (66.2% - GLI), herbicida soluble en agua (12000 mg/L), que contiene
sal de potasio GLI [N-(fosfonometil) sal monopotasico de glicina, CsH7;KNOsP] como
ingrediente activo (a.i.) (CAS N° 70901-12-1) [43].

2. Cipermetrina Atanor® (25% - CIP), una mezcla insoluble en agua (0.01 mg/L) de
diferentes isdmeros de cipermetrina (C22H19Ci2NOs), (CAS N° 52315-07-8) [43].

3. Clorpirifés Lorsban® (48% - CPF) insecticida insoluble en agua (2 mg/L) (O, O-dietilo
0O-3, 5, 6-tricloro-2-piridyl fosforo) (CAS N°: 2921-88-2) [43].
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Tabla 5. Grupos experimentales correspondientes al experimento 1y 2 (E1 y E2).
Huevos de C. latirostris expuestos a formulaciones de plaguicidas a base a GLI, CIP y
CPF, y sus mezclas binarias y ternarias al inicio del desarrollo embrionario.

Tratamiento Compuesto Concentracion N° de N° de huevos
huevos por por grupo
replica experimento
E1 E2 E1 E2
CN Agua destilada - 6 5 12 15
cv Etanol 10 % 6 5 12 15
GLI Roundup® Full Il (GLI 2 % 6 5 12 15
66. 2 %)

GLI2 Roundup® Full Il (GLI 1 % 6 5 12 15
66. 2 %)

CPF1 Lorsban® (CPF 48 0.8 % 6 5 12 15
%)

CPF2 Lorsban® (CPF 48 0.4 % 6 5 12 15
%)

CIP1 Atanor® (CIP 25%) 0.12% 6 5 12 15

CIP2 Atanor® (CIP 25%) 0.06 % 6 5 12 15

M1 GLI1 + CIP1 2% + 0.12% - 5 - 15

M2 CPF1 + CIP1 0.8% +0.12 % - 5 - 15

M3 GLI1 + CPF1 2% + 0.8 % 5 - 15

Mx3.1 GLM1 +CIP1+CPF1 2% + 0.12% + 6 5 12 15

0.8%
Mx3.2 GLI2 +CIP2+CPF2 1% + 0.06% + 6 - 12 -
0.4%

CN: Control negativo; CV: Control de vehiculo; GLI1: Formulacién de glifosato al 2%; GLI2:
Formulacion de glifosato al 1%; CPF1: Formulacion de clorpirifés al 0.8%; CPF2: Formulacion de
clorpirifés al 0.4%; CIP1: Formulacion de cipermetrina al 0.12%; CIP2: Formulacion de
cipermetrina al 0.06%; M1: Mezcla GLI1 + CIP1; M2: Mezcla CPF1 + CIP1: M3: Mezcla CPF1 +
GLI1; Mx3.1: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de campo: CIP1 + CPF1 +
GLI1; Mx3.2: Mezcla de las tres formulaciones al 50% de las concentraciones de campo: CIP2 +
CPF2 + GLI2.

Las concentraciones aplicadas corresponden a las recomendadas para su aplicacion en
cultivos de soja. Por lo tanto, como se muestra en la tabla 5, en el caso de la formulacién
basada en GLI - Roundup®, la concentracién mas alta aplicada fue del 2% (2L de RU
en 100L H20 por Ha. de cultivo), considerando la superficie de la bandeja de incubacion
(0.034 m?) como el area a fumigar, y aplicando la cantidad correspondiente de plaguicida
diluido en la cantidad correspondiente de agua o solucion etandlica (10%) segun fueran

0 no solubles en agua, respectivamente.

Se incluyeron dos controles: para los grupos expuestos a las formulaciones GLI
(solubles en agua) se us6 agua destilada (control negativo—CN), mientras que para CPF,
CIP y todas las mezclas ensayadas (insolubles en agua) se us6 etanol como control de
vehiculo (CV).
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La exposicion de los huevos a los plaguicidas se llevo a cabo en una etapa temprana
del desarrollo embrionario (dentro de los 5 dias posteriores a la puesta). Se realiz6 una
Unica aplicacién, en la cual se rocié (durante 2 min) el material del nido con el

contaminante correspondiente mediante un pulverizador (Figura 19).

Utilizamos huevos de diferentes nidos en cada grupo experimental para homogeneizar
cualquier efecto asociado al nido de origen, considerando que el efecto de nidada es
una de las causas mas importantes de variabilidad observada en los cocodrilianos [290],
[291].

Cada réplica se colocé en un recipiente de plastico por separado, usando vermiculita
(mineral formado por silicatos de hierro o magnesio de los grupos de micas) como
sustrato y cubriéndolos con material vegetal similar al material de anidacion, libre de
cualquier sustancia exdgena (Figura 19). Todos los huevos fueron incubados, a una
temperatura de 31.5 £ 0.5 °C y 95% de humedad en la incubadora del PY.

Figura 19. Pasos para el armado de los diferentes grupos experimentales (réplicas en cada
bandeja) con huevos de C. latirostris. A) Ovoscopia para determinar la viabilidad; B) Llenado de
bandejas plasticas con vermiculita; C) E1 — Distribucion equitativa de los huevos pertenecientes
a diferentes nidadas en cada grupo experimental; D) Aplicacion por pulverizacién sobre material
de nido de las soluciones correspondientes en cada grupo.
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Una semana antes de la fecha estimada de eclosion cada huevo fue envuelto en tul para
impedir que los animales provenientes de distintos nidos se mezclen en caso de
eclosionar al mismo tiempo. Cuando las crias estuvieron listas para nacer, comenzaron
a vocalizar dentro de los huevos y fueron retiradas de la incubadora. Si la eclosion no
se producia espontdneamente durante las siguientes 24 hs, se procedia a asistirlos en
el nacimiento de acuerdo con la técnica descrita por Larriera et al. [267] (Figura 20).

Figura 20. A) Nacimiento de C. /atirostris; B y C) registro de los parametros de crecimiento; D)
neonato de C. latriostris luego de su individualizacion mediante corte de verticilos caudales.
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5.2.2.2 Ensayos de exposicion in vivo de neonatos y juveniles en
condiciones semi-naturales.

En este experimento se evalué el posible efecto de las formulaciones de GLI, CIP y CPF
y sus mezclas sobre neonatos y juveniles de C. latirostris en condiciones similares a las

que podrian ocurrir en la naturaleza durante el primer afio de vida de estos animales.

5.2.2.2.1 Disefo experimental y tratamientos

Se realizaron dos experimentos (Experimento 3 y 4) en iguales condiciones a excepcion
de la edad de los animales que fue diferente, pero en ambos casos durante el primer
ano de vida:

Experimento 3 (E3): se utilizaron 100 ejemplares de C. latirostris de 7 a 8 meses de
edad (juveniles), nacidos de huevos cosechados de cinco nidos diferentes (de mas de
20 huevos cada uno) recolectados durante la temporada reproductiva 2016-2017.

Experimento 4 (E4): se utilizaron 100 ejemplares de C. latirostris de 20 dias de edad
nacidos de huevos cosechados de cinco nidos diferentes (de mas de 20 huevos cada
uno) recolectados durante la temporada reproductiva 2017-2018.

Las cosechas se realizaron en el marco del programa de uso sustentable PY (Gob.
Santa Fe -MUPCN).

Después de la eclosion, en ambos experimentales, los animales de cada nido fueron
identificados individualmente mediante una combinacién de cortes de los verticilos
caudales dobles y simples (Figura 21) [292]. Estos animales se mantuvieron bajo
condiciones controladas hasta el comienzo del estudio.
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Figura 21. Sistema de marcacion por corte de verticilos caudales utilizado para la
individualizacién de los neonatos y juveniles. Barra=1cm.

Los experimentos se llevaron a cabo durante los meses calidos, con una duracion de
dos meses y medio. Cada nido se distribuyd equitativamente en 5 recintos, cada uno
con 20 animales (n=100) (Tabla 6). Los tratamientos del E3 y E4 fueron los siguientes:

1) un CN sin exposicién a plaguicidas, rociado con agua potable;

2) un grupo expuesto a la formulacién de GLI (2%);

3) un grupo expuesto a la formulacion de CIP (0.12 %);

4) un grupo expuesto a la formulacién de CPF (0.8%) y

5) un grupo expuesto a la mezcla de los tres plaguicidas (CIP+ CPF+ GLI).

Las concentraciones fueron equivalentes a las recomendadas para su aplicacion en

cultivos de soja, como fue descripto en la seccién 5.2.2.1.1.

60



Tabla 6. Grupos experimentales de C. latirostris expuestos a formulaciones de
plaguicidas a base de GLI, CIP, CPF, y su mezcla ternaria en juveniles y neonatos
evaluados en el experimento 3y 4 (E3, E4, respectivamente).

Tratamiento Compuesto Concentracién N° de N° total de
animales animales por
por nido grupo

experimental
CN Agua potable 100 mL 4 20
GLlI Roundup® Full Il (GLI 2% 4 20
66. 2 %)
CPF Lorsban® (CPF 48 %) 0.8% 4 20
CIP Atanor® (CIP 25 %) 0.12% 4 20
Mx3 GLI + CIP + CPF 2%+0.8%+ 0.12% 4 20

CN: Control negativo; GLI: Formulacién de glifosato al 2%; CPF: formulacién de clorpirifos al
0.8%; CIP: Formulacién de cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres formulaciones a
concentraciones de campo: CIP+ CPF+ GLI.

Los experimentos 3 y 4 se llevaron a cabo en condiciones seminaturales (ex situ). Los
recintos estuvieron a la intemperie dentro de las instalaciones del PY, separados unos
de otros por una distancia suficiente para evitar la contaminacion cruzada (més de 50
m). Los recintos presentaron un tamano aproximado de 4.5 m?, cerrados en la parte
superior con tejido de trama pequena para evitar el ingreso de depredadores (Figura
22).

Cada recinto cont6 con un cuerpo de agua artificial, un comedero, un bebedero y una
cubierta para generar sombra. Durante todo el experimento, los animales fueron
alimentados cada 2 dias con una mezcla que consiste en 50% de cabeza de pollo molida
y 50% de pellets secos para reptiles [267], suministrados ad libitum. El agua fue
renovada y rellenada todos los dias.
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Figura 22. A) Ejemplares juveniles; B) Ejemplares recién nacidos; C) Recinto a la intemperie. Se
puede observar el efecto de la aplicacién del herbicida por fuera del recinto y D) Recinto con
bebedero y cubierta parcial para generar sombra.

El E3 se llevo a cabo durante los meses de octubre-diciembre mientras que el E4 se
realizé en febrero-abril, coincidiendo en ambos casos con el momento de maxima
aplicacién de plaguicidas en cultivos de soja de primera y segunda en nuestra region,

respectivamente.

Todos los caimanes se aclimataron durante 10 dias en cada recinto en condiciones
naturales de temperatura, régimen de lluvia, humedad y fotoperiodo.

Después de aclimatarse e inmediatamente antes de la pulverizacion con los plaguicidas,
los animales fueron retirados de los recintos para evitar la pulverizacion directa sobre
ellos, y se los coloc6 nuevamente 24 h mas tarde (Figura 23). El grupo de control
también se retird6 para mantener las mismas condiciones en todos los grupos. Se
realizaron dos aplicaciones mediante un pulverizador manual, rociando toda la
superficie del recinto desde una altura de 60 cm. El GLI, que es un herbicida de amplio
espectro y no selectivo, se aplica en distintas etapas del ciclo del cultivo, generalmente
en la pre-siembra para la desecaciéon de las malezas y después de la nacencia (post-
emergencia) para controlar las malezas antes de la cosecha [56]. Los insecticidas, como
el CIP o el CPF, suelen aplicarse antes de la floracién de la soja o cuando aparece

alguna plaga puntual durante el cultivo, en general, por unica vez [80], [91].
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dia 1

Se colocan los individuos
en los recintos para
aclimatar.
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Mx3

dia 75

Finalizacion
del ensayo

Figura 23. Esquema representativo del cronograma seguido en los experimentos 3y 4.
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5.2.2.3 Variables registradas

5.2.2.3.1 Andlisis de los plaguicidas

En el ensayo de exposicidon embrionaria por pulverizacién sobre el material del nido la
determinacién de GLI se realiz6 mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) con derivatizacion previa a la columna usando cloroformiato de 9-fluorenilmetilo
(FMOC-CI), como esta descrito en Poletta et al. [255]. Las determinaciones de CIP y
CPF se realizaron por el método de cromatografia de gases (GC-TOF) con un limite de
detecciéon de 0.10 pg/L. Las determinaciones se realizaron sobre las soluciones
preparadas inmediatamente antes de la aplicacion y fueron analizadas en los
Laboratorios Fox (Venado Tuerto, Santa Fe, Argentina).

Para el ensayo de exposicion en condiciones semi-naturales se recolectaron muestras
de suelo y agua de los recintos correspondiente a GLI, CIP y CPF luego de 15 dias
después de la aplicacion de cada formulacién de plaguicida. Las muestras fueron
analizadas en el laboratorio PRINARC de la Facultad de Ingenieria Quimica
(Universidad Nacional del Litoral). La determinacion de GLI y AMPA se realiz6 mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa en tandem (UHPLC MS/MS)
siguiendo la metodologia de Demonte et al. [293]. Las determinaciones de CIP y CPF
se llevaron a cabo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masa en
tandem (GC-MS/MS) segun procedimiento de Regaldo et al. [294]. Las metodologias
se validaron de acuerdo al documento de orientacion de la Comision Europea sobre el
control de calidad analitico y el procedimiento de validacion de métodos para residuos
de plaguicidas, SANTE /2017/11813 [295].
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5.2.2.3.2 Obtencién de la muestra de sangre

En los experimentos 1y 2 se procedi6 a la toma de muestras de sangre inmediatamente
después de la eclosién, mientras que en los experimentos 3 y 4 las muestras de sangre

se tomaron al finalizar el ensayo.

Se tomd un 1 ml de sangre periférica de la vena espinal [283] de cada ejemplar con
jeringa heparinizada y aguja TERUMO® 25G x 5/8"- (0.5 mm) para recién nacidos y
neonatos de 20 dias de edad y aguja TERUMO® 21G x 1 12"- (5 mL) para los juveniles.
Esta demostrado que este método no causa dafno a los animales, incluso a los recién
nacidos, si se realiza con el debido cuidado (Figura 24) [274], [276].

Para la técnica de EC estandar y modificado la sangre fue inmediatamente colocada en
un buffer fosfato salino (PBS), en una dilucién 1:20 [271], [275].

Para la extraccion de ARN, la sangre (300 pl) fue inmediatamente preservada en
TRIzol® LS Reagent (1:4, Ambion, Life Technologies), congelada instantaneamente en
nitrégeno liquido (LN2) y luego almacenada a -80° C hasta su posterior analisis [284].

Para las técnicas de evaluacion de EO se centrifugaron las muestras de sangre entera
y los globulos rojos fueron lavados 2 veces con solucién fisiolégica, lisados mediante
agua bidestilada fria (1:5) y luego mantenidos a -20°C hasta su analisis [296], [275].

Figura 24. Extraccién de sangre de la vena espinal a un ejemplar recién nacido. Técnica de
Myburgh et al., 2014
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5.2.2.3.3 Deteccién del dafio al ADN y dafo oxidativo al ADN a
través del ensayo cometa estandar y modificado con
endonucleasas

El EC estandar se llevo a cabo en eritrocitos de C. latirostris segun el protocolo adaptado
para la especie por Poletta et al. [271]. Para discriminar el dafio al ADN producido por
la oxidacion de bases se aplico la técnica de EC modificado utilizando las
endonucleasas fpg y ENDO Ill, siguiendo el protocolo de Poletta et al. [275] (Figura 25).

. \ Células embebidas en agarosa, sobre portaobjetos

s = = u B
\ Lisis
Nucleoides: . ~- , EC con incorporaciéon de enzimas
ADN superenrollado J B FrG y ENDO 1lI
A Incubacion de las enzimas
EC estandar /

sin incorporacion de enzimas .
=~ Electroforésis

\

Neutralizacion

\

tefiido y visualizacién mediante
microscopio de fluorescencia

Andlisis de imagen EC estandar y EC modificado

Figura 25. Representacién esquematica de la técnica del EC (modificado de Azqueta y Collins,
[194]). A) EC estandar. B) Ensayo cometa modificado.

Todas las muestras fueron codificadas para un andlisis a ciegas, los portaobjetos se
tineron con naranja de acridina y las imagenes se analizaron bajo un microscopio de
fluorescencia (Olympus CX 40 equipado con un filtro de excitacion U RFLT 50). Las
imagenes de 100 nucleoides seleccionados al azar se clasificaron visualmente en cuatro
categorias arbitrarias de dafo de acuerdo con el tamano y la intensidad de la cola.
Teniendo en cuenta el trabajo de Collins, [205] se calcul6 el indice de dafo en el ADN
(ID=n1+2n2+ 3n3 + 4 n4) para cada animal, donde n es el niumero de nucleoides
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de cada categoria (1 a 4): 1= dano leve (cola de longitud menor al diametro del
nucleoide); 2= dafio moderado (longitud de la cola mayor al diametro de un nucleoide
pero menor al diametro de dos; 3= dano alto (cola de longitud mayor al didmetro de dos
nucleoides y menor al de tres) y 4= dano extremadamente alto (cola de longitud mayor
al diametro de tres nucleoides). El dafio oxidativo al ADN se calcul6 restando las roturas
observadas con buffer de aquellas observadas con fpg o ENDO Il y se designa como
“sitios fpg o ENDO III” de la siguiente manera: sitios fpg/Endo Ill = ID con fpg/Endo Il -
ID con buffer [Figura 26].

Figura 26. Andlisis de imagenes pertenecientes al EC estdndar y modificado. Diferentes clases
de dafo obtenidas de los eritrocitos de sangre periférica de C. latirostris: (a) clase 1, (b) clase 2,
(c) clase 3y (d) clase 4. Barra=10 um.
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5.2.2.3.4 Determinacién de los niveles de expresidén génica

La determinacién de los niveles de expresién a través de qPCR puede verse afectada
por varios factores, por lo que es extremadamente importante tener una buena cantidad
y calidad de ARN, una sintesis eficiente de ADNc, y un buen disefio de primers [297],
[298]. Las principales caracteristicas que deben cumplir los primers para poder realizar

una gPCR adecuada son las siguientes [299], [300]:

e La longitud del amplicén debe ser pequefia para garantizar la eficiencia de la
gPCR. Pueden estar entre 75- 200 pb.
e Tener un contenido de GC del 50-60%.
e No contener estructuras secundarias.
e Tener una temperatura de fusién de 55-65 °C.
En este trabajo de Tesis Doctoral los niveles de expresion génica se determinaron
especificamente en el E2 y EA4.

En el E2 se determinaron los niveles de expresion en seis muestras en los siguientes
grupos experimentales: CN, GLI1, CPF1, CIP1, M1, M2, M3 y Mx3.1, es decir no se

incluyeron los grupos expuestos al 50% de las concentraciones de campo.

En el E4 los niveles de expresién se determinaron en seis muestras de cada uno de los

grupos experimentales incluidos en el ensayo.

Los primers utilizados en los experimentos fueron B -actina, cat y sod cuyas
caracteristicas se especificaron en la seccidon 5.1.3. Los mismos se disenaron

especificamente para qPCR.

Para cada par de primers y en cada ensayo se realizaron las correspondientes curvas
de calibrado. Para ello, un conjunto de muestras de ADNc constituido por muestras
representantes de todos los tratamientos se diluyé en 5 preparaciones en base 10. Las
técnicas de extraccion de ARN y sintesis del ADNc fueron descriptas en la seccién 5.1.2.

Una vez establecida la concentracion de ADNc a utilizar, cada muestra se proceso por
triplicado bajo las siguientes condiciones: 4 uL 5x HOT FIREPol® EvaGreen® gqPCR
Mix Plus, 14 pL H>O para PCR, 0.5 uL de cada uno de los primers (forward y reverse:
10 uM), y 1 uL de molde de ADNc. El programa utilizado fue el siguiente: 95 °C durante
10 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 57 °C durante 20 s, 72 °C durante
20 s, 77 ° C durante 10 s, y finalmente, 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 miny 95 °C
durante 15 s. Se utiliz6 el equipo StepOne™- 48 PCR en tiempo real Sistema (Applied

Biosystem™).
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5.2.2.3.5 Determinacién del dafo oxidativo a lipidos

Se utilizé el método de TBARS de Buege and Aust [301] y adaptado para su aplicacion
en sangre de C. latirostris [275]. Esta técnica mide la formacién del color producido
durante la reaccién del acido tiobarbiturico con malondialdehido, principal producto de
la peroxidacion lipidica.

La absorbancia de la muestra se determin6 por espectrofotometro a 535 nm, la
concentracion de TBARS fue calculada usando el coeficiente de extincion: 1.56 x 10°
M'cmy referenciada a la cantidad de proteina de la muestra.

5.2.2.3.6 Actividad de Catalasa (CAT)

Se aplicoé el método descripto por Aebi [302] y adaptado para la especie en sangre por
Poletta et al. [275] que mide la disminucion de H202 a 240 nm, a 25 °C durante 60 s. en
un espectrofotometro.

Se considera que una unidad de CAT es equivalente a la cantidad de proteina necesaria
para descomponer 1uM de H2O: por minuto bajo condiciones especificas. La actividad
especifica de CAT fue referenciada a la cantidad de proteina de la muestra.

5.2.2.3.7 Actividad de Superdxido dismutasa (SOD)

La actividad de SOD se determiné utilizando el kit comercial 19160'KT (SIGMA) que
emplea una sal de tretrazolio altamente soluble en agua, que al reducirse con Oz~
produce un colorante formazan. La tasa de reduccion con Oz, esta relacionada
linealmente con la actividad de la xantina oxidasa y es inhibida por SOD. Ya que la
absorbancia a 440 nm es proporcional a la cantidad de anién superoxido, la actividad
de SOD, como una actividad inhibitoria, se cuantifica por la disminucién del color a 440
nm [275].

5.2.2.3.8 Determinacién de proteinas

La actividad especifica de CAT y la concentracion de TBARS se referenciaron a la
cantidad de proteina en la muestra, determinada con el kit comercial 1690007 Proti
U/LCR (Wiener Lab, Rosario, Argentina).
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5.2.2.3.9 Parametros de crecimiento

Se evaluaron los siguientes pardmetros de crecimiento en todos los animales:

- Peso: los recién nacidos (E1 y E2) y neonatos de 20 dias de edad (E4) se
pesaron mediante una balanza OHAUS® Compact scale CS200, precision 0.1
g. Los juveniles (E3) se pesaron mediante una balanza Electronic Compact
Scale, TH 5000, precision 0.1 g).
- Se midieron en longitud total (TL) y en longitud hocico - cloaca (LHC) (cinta
métrica, precision 0.1 cm).
En los experimentos 1y 2, las variables de crecimiento se registraron una vez nacidos

los neonatos.

En los experimentos 3 y 4 se registraron antes y después de la exposicidon para evaluar
los efectos de los plaguicidas en el crecimiento de los animales durante este periodo

(valor final - valor inicial).
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5.2.2.4 Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron a través del software SPSS version 22.0.
[303].

5.2.2.4.1 Ensayo de exposicion embrionaria por pulverizacién
sobre el material del nido.

Las réplicas se compararon para todas las variables utilizando la prueba t de Student en
el E1 y el ANOVA de una via en el E2. Como no hubo diferencias significativas entre las
réplicas en ninguno de los dos experimentos, todos los andlisis se realizaron

considerando los grupos experimentales como variable de agrupacion.

Para todos los parametros analizados, se calcularon los valores de la media * el error
estandar (EE) a partir de los datos de todos los neonatos de cada grupo experimental,
en los dos experimentos (E1y E2).

Los mismos fueron evaluados en normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov
y la homogeneidad de varianza entre los grupos fue verificada mediante el test de

Levene.

Se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey para las comparaciones
de SOD, EC, sitios fpg y ENDO lll en el E1, asi como el peso, LT, LHC, CAT y TBARS
en el E2.

Los datos no paramétricos fueron analizados mediante el test de Kruskal-Wallis seguido
de Mann-Whitney para los valores de LT, LHC, peso, TBARS y CAT en el E1; y EC,
sitios fpg y ENDO Il y la expresion génica de sody cat en el E2.

Los grupos control (CN y CV) se compararon entre si para todas las variables. Luego
cada grupo expuesto se compard con su control correspondiente: CN para los grupos
expuestos a las formulaciones GLI y CV (etanol) para los demés grupos.

Del mismo modo, las dos concentraciones aplicadas para cada compuesto se
compararon entre si. A su vez, se realizaron comparaciones de todas las mezclas con

los compuestos individuales que las constituyen.

Los valores se consideraron estadisticamente significativos con un p < 0.05.
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5.2.2.4.2 Ensayos de exposicién in vivo de neonatos y juveniles en
condiciones semi-naturales.

Para todos los parametros analizados, los datos se presentaron con los valores de la

media + el EE, calculados a partir de todos los animales de cada grupo experimental.

Los datos fueron evaluados en normalidad mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y

la homogeneidad de varianza entre los grupos fue verificada mediante el test de Levene.

Se utiliz6 ANOVA de una via, seguido de la prueba de Tukey, para las comparaciones
de peso, LT, TBARS, CAT y SOD en el E3, asi como TBARS, CAT, SOD, ID y sitios
ENDO Il y fpg en el E4.

En el caso de los datos no paramétricos, se utiliz6 la prueba de Mann-Whitney para los
sitios fpg y ENDO Ill, ID y LHC del E3 y en el E4 para las comparaciones de LT, peso y
la expresion de los genes sody cat.

Para todas las variables, los grupos expuestos se compararon con el CN. También se

compard la mezcla con los tres componentes individuales que la constituyen.

Los valores se consideraron estadisticamente significativos con un p < 0.05.
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6. Resultados

6.1 Identificacion de genes de interés por PCR
convencional

6.1.1 Gen de referencia (B -actina) y genes relacionados con vias
de defensa antioxidante (caty sod)

En una primera etapa se procedi6 a identificar y validar los genes B-actina, caty sod en
8 crias de C. latirostris para luego analizar los niveles de expresion en los animales bajo

las condiciones de experimentacion descriptas en la seccién 5.2.

La concentracién media de ARN en sangre después del tratamiento con ADNsa fue de
87.23 ng/ul £6.02 (media + EE). La relacion de densidad 6ptica de A260-280 nm medida
con un espectrofotdmetro Nanodrop fue de 1.89 + 0.06 (media A260/280 nm + EE). La
integridad del ARN se evalu6é mediante un gel de agarosa con el buffer de electroforesis

TAE, lo que indica dos bandas bien definidas correspondientes al ARNr (28s y 18s;
Figura 27).

Figura 27. Gel de agarosa al 2% con TAE 1x que muestra la extraccion de ARN obtenida de
sangre de 8 crias de C. latirostris, a partir del protocolo adaptado para la especie. Calles: 1-4 y
6—9: extraccion de ARN de sangre de distintos animales; Calle 5: marcador de tamano molecular
de 100 pb (Plus DNA - TransGen Biotech).
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Se procedio a la identificacion de los de los genes 8 -actina, sod y cat a través de una
PCR convencional. Los productos de PCR fueron sembrados en un gel de agarosa
convencional para verificar la presencia de los genes y la efectividad de los primers

disenados, antes de ser utilizados en la técnica qPCR (Figura 28).

Figura 28. Gel de agarosa (2%) con TAE 1x que muestra los productos de PCR especificos para
cada gen. Calle 1: marcador de tamafio molecular de 100 pb (Plus DNA - TransGen Biotech);
calle 2: B-actina - 138 pb; calle 3: cat - 135 pb calle 4: sod- 124 pb.
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6.1.2 Genes relacionados con sistemas de reparacién del danho
(p53), biotransformacion (p450 y gst) y reguladores del
ciclo celular (bcl: y bax)

Se llevd a cabo la visualizacion de los genes gst, bcls, bax, p53y p450 a través de una
electroforesis en gel de agarosa al 2% con TAE. En el mismo se determiné la presencia
de todos los genes mencionados (Figura 29)].

Figura 29. Gel de agarosa (2%) con TAE 1x que muestra el producto de PCR especifico para
los siguientes genes: A) Calle 1: marcador de tamafo molecular de 100 pb (Plus DNA - TransGen
Biotech); calle 2: gst— 838 pb; B) Calle 1: bax — 406 pb; Calle 2: marcador de tamario molecular
de 100 pb (Plus DNA - TransGen Biotech); C) Calle 1: marcador de tamafo molecular de 100 pb
(Plus DNA - TransGen Biotech); calle 2: p53 — 217 pb; calle 3: bcl> — 842 pb; Calle 4; p450- 674
pb.
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6.2Ensayo de exposicion embrionaria por
pulverizacion sobre el material del nido.

6.2.1 Analisis de los plaguicidas

Los resultados obtenidos de las determinaciones analiticas de plaguicidas se presentan
en la Tabla 7, como % de recuperacion segun la concentracion informada para el p.a.

en el marbete del producto.

Tabla 7. Determinacién analitica de glifosato, clorpirifés y cipermetrina.

Plaguicida Método % de recuperacion
GLI HPLC-FMOC-CI 97%
CPF GC-TOF 89%
CIP GC-TOF 95%

HPLC-FMOC-CI: Cromatografia liquida de alto rendimiento con derivatizacion previa a la
columna utilizando cloroformiato de 9-fluorenilmetilo. GC-TOF: Método de cromatografia de
gases-tiempo de vuelo. Porcentajes de recuperacidn en relacion con el porcentaje del principio
activo indicado en la formula.
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6.2.2 Deteccion del daino al ADN y daino oxidativo al ADN a través
del ensayo cometa estandar y modificado con
endonucleasas

La figura 30 muestra los resultados de la EC estandar (media EE).

En el E1 se observo un aumento significativo en el indice de dafo al ADN para todos
los grupos con respecto a sus controles correspondientes (p <0.05, ANOVA-Tukey,
Figura 30A).

En el E2 se observé un resultado similar, excepto en el caso de CPF2 y CIP2, respecto
al CV (p <0.05, prueba de Mann Whitney, Figura 30B).

Cuando se analizaron las diferentes concentraciones de los mismos compuestos (1
versus 2), encontramos diferencias significativas para GLI en ambos experimentos (E1
<0.0001, ANOVA-Tukey; E2: p =0.02, prueba de Mann Whitney, Figura 30Ay B) y para
CIP sélo en E2, con mayor dafno en la concentracion mas alta (p= 0.0122, prueba de
Mann Whitney, Figura 30B).

Cuando se compararon las mezclas con sus componentes individuales, encontramos
un dafo significativo en el ADN en la Mx3.1 en comparacion con CPF1 y CIP1 (p
<0.0001, prueba de Tukey, Figura 30A) en el E1. Sin embargo, en el E2 no observamos
diferencias entre las mezclas y los componentes individuales de las mismas. A su vez,
cuando en el E2 se compard cada una de las mezclas binarias con la mezcla ternaria
(Mx3.1) se encontraron diferencia significativa entre Mx3.1 y M2 (p=0.043, prueba de
Mann-Whitney, Figura 30B).
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Figura 30. indice de dafio del ADN en crias de C. latirostris con diferentes tratamientos.
Experimento 1 (A) y 2 (B). CN: Control negativo; CV: Control del vehiculo; GLI1: Formulacion de
glifosato al 2%; GLI2: Formulacién de glifosato al 1%; CPF1: Formulacién de clorpirifés al 0.8%;
CPF2: Formulacion de clorpirifés al 0.4%; CIP1: Formulacién de cipermetrina al 0.12%; CIP2:
Formulacion de cipermetrina al 0.06%; M1: mezcla GLI1 + CIP1; M2: mezcla CPF1 + CIP1: M3:
Mezcla CPF1 + GLI1; Mx3.1: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de campo:
CIP1 + CPF1 + GLI1; Mx3.2: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones al medio de las
recomendadas a campo: CIP2 + CPF2 + GLI2.

* p <0.05 estadisticamente significativo en comparacion con CN.

# p <0.05 estadisticamente significativo en comparacién con CV.

La ausencia de letras en comun (a, b, ¢ y d) indica diferencias significativas con p <0.05 (test
deTukey — E1- y Mann-Whitney — E2-) entre: 1) las mezclas ternarias y sus componentes
individuales constituyentes (A y B); 2) las dos concentraciones aplicadas para cada plaguicida
por separado (A y B); 3) las mezclas binarias (M1, M2 y M3) y sus componentes individuales
constituyentes (B); 4) la mezcla ternaria y las mezclas binaras (B)
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La figura 31 muestra los resultados observados en el EC modificado (media + EE). En
el E1 los sitios fpg y ENDO Il fueron significativamente mayores en todos los grupos
expuestos con respecto al CN y el CV (p <0.0001, prueba de Tukey, Figura 31A).

En el E2, la oxidacion de purinas y pirimidinas fue significativamente mayor en GLI1 en
comparacion con el CN (p=0.0159 y p= 0.0259, respectivamente) y en CPF1, CIP1, M1,
M2, M3 y Mx3.1 con respecto al CV (p <0.05, prueba de Mann-Whitney, Figura 31B).

En relaciéon con las mezclas, en el E1 observamos diferencias significativas solo en los
sitios ENDO Il entre Mx3.1 con GLI1 y CPF1, mostrando los componentes individuales,
mayor dafo que la mezcla (p <0.0001, prueba de Tukey, Figura 31A).

En el E2 los sitios fpg fueron significativamente mas altos en Mx3.1 que en CPF1 y CIP1
(p=0.0081 y p= 0.0122, respectivamente), pero no hubo diferencias con GLI1 (p>0.05,
prueba de Mann-Whitney, Figura 31B). En las mezclas binarias, GLI mostr6 un dafo
significativamente mayor que M1 (p=0.0081) y M3 (p=0.0472), y lo mismo se observo
entre CIP y M1 (p=0.0137); mientras que CPF caus6 un dafio menor que M3 (p =0.0106,
prueba de Mann-Whitney, Figura 31B). En el caso de ENDO IIl, M2 caus6 un dafo
significativamente menor que sus componentes constituyentes: CIP y CPF (p=0.0118y
p=0.0101, prueba de Mann-Whitney, Figura 31B).

Considerando las dos concentraciones aplicadas de cada compuesto individual, se
encontraron diferencias para los tres compuestos en ENDOIII y para los sitios fpg en
GLI y CPF en el E1 (p <0.0001, prueba de Tukey, Figura 31A); mientras que en el E2
los tres compuestos (GLI, CIP y CPF) mostraron diferencias tanto en los sitios fpg
(p<0.0137, prueba de Mann-Whitney, Figura 31B) como ENDO Il (p<0.0122; prueba de
Mann-Whitney, Figura 31B), siendo el dafo siempre mayor a la concentracion mas alta.
A su vez en el E2, particularmente en fpg se encontré diferencia significativa entre las
tres mezclas binarias (M1, M2 y M3) y la Mx3.1, siendo el dafio mayor en la mezcla de
las tres formulaciones (p<0.0079, prueba de Mann-Whitney, Figura 31B).
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Figura 31. Dano oxidativo del ADN detectado mediante el ensayo del cometa modificado en crias
de C. latirostris en diferentes tratamientos. Experimento 1 (A) y 2 (B). CN: Control negativo; CV:
Control del vehiculo; GLI1: Formulacion de glifosato al 2%; GLI2: Formulacién de glifosato al 1%;
CPF1: Formulacién de clorpirifos al 0.8%; CPF2: Formulacién de clorpirifés al 0.4%; CIP1:
Formulacion de cipermetrina al 0,12%; CIP2: Formulacion de cipermetrina al 0.06%; M1: Mezcla
GLI1 + CIP1; M2: Mezcla CPF1 + CIP1: M3: Mezcla CPF1 + GLI1; Mx3.1: Mezcla de las tres
formulaciones a concentraciones de campo: CIP1 + CPF1 + GLI1; Mx3.2: Mezcla de las tres
formulaciones a concentraciones al medio de las recomendadas a campo: CIP2 + CPF2 + GLI2.
* p <0.05 estadisticamente significativo en comparacion con CN.

# p <0.05 estadisticamente significativo en comparacién con CV.

La ausencia de letras compartidas (a, b, ¢, d y e) indica diferencia significativa con p <0.05 (test
deTukey — E1- y Mann-Whitney — E2-) entre: 1) las mezclas ternarias y sus componentes
individuales constituyentes (A y B); 2) las dos concentraciones aplicadas para cada plaguicida
por separado (A y B); 3) las mezclas binarias (M1, M2 y M3) y sus componentes individuales
constituyentes (B); 4) la mezcla ternaria y las mezclas binaras (B)
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6.2.2.1Determinacién de los niveles de expresion de los genes 8
-actina, sody cat mediante la técnica de qPCR

En el E2 se cuantificaron lo niveles de expresion de los genes sod, cat 'y B-actina

mediante la técnica de qPCR.

La concentracién media de ARN extraida de sangre de todas las muestras después del
tratamiento con ADNsa fue de 86.91 ng/ul £ 4.52 (media + EE). La relacién de densidad
Optica media de A260-280 nm medida con un espectrofotémetro Nanodrop fue de 1.92
+ 0.03 (mediat EE).

La Tabla 8 muestra las eficiencias de las reacciones de gPCR para este estudio. Los
porcentajes de eficiencia de los genes oscilaron entre 96% y 103%, el coeficiente de
correlacion lineal (R?) vari6 de 0.996 a 0.999 y la pendiente entre -3.256 y -3.399.

Tabla 8. Eficiencia de las reacciones de qPCR para B-actina, sody cat en ejemplares
de C. latirostris del E2.

Genes Curva de eficiencia R2 Pendiente
de amplificacion (%).
Gen de referencia

B-actina 102.83 0.999 -3.256
Genes involucrados en el sistema antioxidante

sod 96.86 0.999 -3.999

cat 101.53 0.996 - 3.28

Los niveles de expresién se determinaron en los siguientes grupos experimentales: CN,
GLI1, CPF1, CIP1, M1, M2, M3 y Mx3.1.

La Figura 32 muestra los niveles de expresidon de los genes sod y cat. Los resultados
obtenidos muestran que la expresion génica de sod y cat fue significativamente mas
baja en M3 en relacién al CV (p= 0.0357 y p=0.0357, respectivamente prueba de Mann
Whitney, Figura 32) y lo mismo se observé para sod en M1y M2 (p=0.0357 y p=0.0286,
prueba de Mann Whitney, Figura 32). No se observé efecto estadisticamente

significativo en ninguno de los compuestos por separado.

En la comparacion de las mezclas con los compuestos individuales, encontramos una
subexpresion de ambos genes (caty sod) en M3 en comparacién con GLI (p=0.0071y
p=0.0014, respectivamente; prueba de Mann Whitney, Figura 32).

81



#

Expresion génica relativa

a
H
GLI CPF Mx31 M1 M2 M3
Tratamientos Bt [ s

2] -
; Iu | I D Iﬁ o iﬁ [ E
CN cVv CIP

Figura 32. Expresion del gen sody cat en crias de C. latirostris expuestas durante el desarrollo
embrionario a diferentes tratamientos. CN: Control negativo; CV: Control del vehiculo; GLI:
Formulacién de glifosato al 2%; CPF: Formulacién de clorpirifés al 0.8%; CIP: Formulacion de
cipermetrina al 0.12%; M: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de campo: CIP +
CPF + GLI; M1: Mezcla GLI + CIP; M2: Mezcla CPF + CIP; M3: Mezcla CPF + GLI.

# p <0.05 estadisticamente significativo en comparacién con CV.

La letra “a” indica diferencia significativa entre los compuestos individuales y la M3. P <0.05
(Mann-Whitney).
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6.2.3 Determinacion del dano oxidativo a lipidos y actividad
enzimatica de SOD y CAT

No se observaron diferencias significativas en los niveles de TBARS o actividades de
CAT y SOD entre todos los grupos expuestos y sus controles correspondientes en
ninguno los dos experimentos (E1y E2, Tabla 9).

Tabla 9. Parametros de estrés oxidativo evaluados en neonatos (E1) y juveniles (E2) de
C. latirostris Los valores se expresan como media + EE por grupo experimental.

Tratamientos TBARS [nmol/mg CAT [KU/mg prot] SOD
prot] [% inhibicion]

E1 CN 1.74 £ 0.11 207.02 £ 36.31 84.08 + 3.31

cVv 2.64 £0.49 190.25 + 40.52 85.19 +3.48

GLI 1.78 £0.15 303.42 £ 75.78 79.39 +12.73

GLI2 2.03+0.16 155.57 + 33.08 74.84 £4.59

CPF1 1.73£0.21 212.46 £ 34.11 87.23 + 3.51

CPF2 1.61 £0.16 205.39 £ 27.44 78.68 £ 3.68

CIP1 2.01+£0.15 196.73 + 33.96 85.66 £ 5.42

ClP2 1.87 £0.26 245.27 £ 32.69 77.98 £9.10

Mx31 1.86 £ 0.21 147.68 £ 25.60 80.88 + 10.46

Mx3.2 1.77 £0.22 137.16 £ 27.13 69.04 +4.77
E2 CN 411 +£0.76 130.60 + 17.01 -

Cv 5.49 £ 0.60 113.72 +11.98 -

GLI 4.28 +0.78 139.62 + 12.73 -

GLI2 3.02 £ 0.71 208.42 +30.59 -

CPF1 4.05 £ 0.53 68.77 +22.39 -

CPF2 3.27 £ 0.32 131.67 £ 47.01 -

CIP1 6.67 £ 1.94 97.13 £ 26.45 -

ClP2 4.01 £0.80 153.1 £44.24 -

M1 3.39 £0.93 182.99 £ 26.05 -

M2 4.82 £ 0.80 135.06 +38.20 -

M3 4.58 + 0.60 121.97 £13.20 -

Mx3.1 4.02+0.43 130.7 £ 41.27 -

TBARS: Sustancias Reactivas al Acido Tiobarbiturico; CAT: Actividad de la enzima catalasa;
SOD: Actividad de la enzima superoxido dismutasa. CN: Control negativo; CV: Control del
vehiculo; GLI1: Formulacion de glifosato al 2%; GLI2: Formulacion de glifosato al 1%; CPF1:
Formulacion de clorpirifés al 0.8%; CPF2: Formulacién de clorpirifés al 0.4%; CIP1: Formulacién
de cipermetrina al 0.12%; CIP2: Formulacion de cipermetrina al 0.06%; M1: Mezcla GLI1 + CIP1;
M2: Mezcla CPF1 + CIP1: M3: Mezcla CPF1 + GLI1; Mx3.1: Mezcla de las tres formulaciones a
concentraciones de campo: CIP1 + CPF1 + GLI1; Mx3.2: Mezcla de las tres formulaciones a
concentraciones de medio campo: CIP2 + CPF2 + GLI2.
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6.2.4 Parametros de crecimiento

No se observaron diferencias significativas en los parametros de crecimiento (Tabla 10)

entre todos los grupos expuestos y sus controles correspondientes en ninguno de los

dos experimentos (E1y E2).

Tabla 10. Parametros de crecimiento de C. latirostris evaluados al nacer en todos los
grupos experimentales del experimento 1 y 2. Todos los valores se expresan como

media * EE.

Tratamientos LT [cm] LHC [cm] Peso [g]

E1 CN 23.47 £0.22 10.78 £0.22  25.77 +4.81
cv 23.82+0.14 11.05+0.18 28.71 +4.11
GLN 23.44 £0.28 10.5+0.25 42.69 +4.38
GLI2 23.67 £0.24 11.11+£0.25 2547 +4.24
CPF1 23.22+0.18 10.9+0.15 22.74 +3.18
CPF2 23.4 £0.21 11 +£0.15 20.26 £ 1.67
CIP1 23.75+£0.13 10.75+£0.17  31.57 +3.71
CIP2 23.1 £0.40 10.6 £0.16 42.15 £ 3.97
Mx3.1 22.99 £ 0.71 10.68 £0.29  38.06 +4.31
Mx3.2 23.67 £0.13 11.08 +0.14 22.25+1.46

E2 CN 23.65+0.48 9.92 +0.08 4317 £1.17
cv 23.62+0.24 9.83 +0.21 42 £+1.97
GLN 22.93+0.72 9.83+0.17 40 + 2.03
GLI2 24.06 £ 0.33 10.43 £0.17 43 £ 1.31
CPF1 23.90 £ 0.21 10.09 £ 0.11 42.75+£1.19
CPF2 23.44 £0.29 10.06 £ 0.24 43 £2.38
CIP1 24.03 £0.25 10.21 £0.18 43.57 +1.13
CIP2 23.75+£0.14 10.15+0.08 43.20+1.32
M1 23.66 £0.18 10 £0.09 44.38 +1.68
M2 23.56 £ 0.21 10+£0.15 43.09 +1.28
M3 23.40 £0.35 9.88 £ 0.08 4213 £1.49
Mx3.1 23.44 +0.21 10.18+0.09 43.89+1.65

CN: Control negativo; CV: Control del vehiculo; GLI1: Formulacién de glifosato al 2%; GLI2:
Formulacion de glifosato al 1%; CPF1: Formulacion de clorpirifés al 0.8%; CPF2: Formulacion de
clorpirifos al 0.4%; CIP1: Formulacion de cipermetrina al 0.12%; CIP2: Formulacién de
cipermetrina al 0.06%; M1: Mezcla GLI1 + CIP1; M2: Mezcla de CPF1 + CIP1; M3: Mezcla CPF1
+ GLI1; Mx3.1: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de campo: CYP1 + CPF1 +
GLI1; Mx3.2: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de medio campo: CIP2 + CPF2
+ GLI2; LT: Longitud total; LHC: Longitud hocico—cloaca; cm: Centimetros; g: Gramos.
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6.4 Ensayos de exposicion in vivo de neonatos y
juveniles en condiciones semi-naturales.

6.4.1 Analisis de los plaguicidas

Los resultados obtenidos de las determinaciones analiticas de plaguicidas se presentan

enla Tabla 11.

Tabla 11. Determinacion analitica de glifosato, clorpirifés y cipermetrina.

Identificacion de la muestra

Principio activo - concentracion [mg/L]

GLI AMPA CIP CPF

AGUA CN ND ND ND ND
GLlI 19 2.0 ND ND

CIP na na 0.02 ND

CPF na na ND 0.35

Principio activo - concentracion [mg/Kg]

SUELO CN ND ND ND ND
GLlI 10 0.5 na na
CIP na na 0.12 ND
CPF na na ND 1.8

na: significa no analizado; ND: no detectado
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6.4.2 Deteccion del daino al ADN y daino oxidativo al ADN a través
del ensayo cometa estandar y modificado con
endonucleasas

La figura 33 muestra los resultados de la EC estandar (media + EE). Los resultados del
E3 y E4 mostraron un mayor dano al ADN en todos los grupos expuestos con respecto
al CN (E3: p < 0.01, prueba de Mann Whitney; E4: p=0.0002, prueba de Tukey, Figura
33 AyB).
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Figura 33. indice de dafio del ADN en neonatos y juveniles de C. latirostris con diferentes
tratamientos. Experimento 1 (A) y 2 (B). CN: Control negativo; CV: Control del vehiculo; GLI:
Formulacion de glifosato al 2%; CPF1: Formulacion de clorpirifés al 0.8%; CIP: Formulacién de
cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones de campo: CIP+
CPF+ GLI. * p <0.05 estadisticamente significativo en comparacion con CN.
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La Figura 34 muestra los resultados obtenidos en el EC modificado.

En el E3 los sitios fpg y ENDO Il fueron significativamente mayores en todos los grupos
expuestos con respecto al CN (p <0.01 en ambas determinaciones; prueba de Mann
Whitney, Figura 34 Ay B).

En el E4, la oxidacién de purinas y pirimidinas fue significativamente mayor en GLI y
Mx3 en comparacién con el CN (p=0.0004 y p=0.0011, respectivamente; prueba de
Tukey, Figura 34B), mientras que CPF y CIP mostraron diferencias solo en la oxidacion
de pirimidinas (p=0.0011, prueba de Tukey, Figura 34B).
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Figura 34. Dafo oxidativo del ADN detectado mediante el EC modificado en juveniles y neonatos
de C. latirostris en diferentes tratamientos. Experimento 3 (A) y 4 (B). CN: Control negativo; CV:
Control del vehiculo; GLI: Formulacion de glifosato al 2%; CPF1: Formulacion de clorpirifos al
0.8%; CIP: Formulacion de cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres formulaciones a
concentraciones de campo: CIP+ CPF+ GLI. * p <0.05 estadisticamente significativo en
comparacion con CN.
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6.4.3 Determinacion de los niveles de expresion génica de los
genes B-actina, sod y cat mediante qPCR

En el E4 se cuantificaron lo niveles de expresién de los genes sod, cat y B-actina
mediante la técnica de qPCR. La concentracion media de ARN en sangre después del
tratamiento con ADNasa fue de 86.05 ng/ul £ 3.02 (media + EE). La relacién de densidad
Optica A260/280 nm medida con un espectrofotémetro Nanodrop fue de 1.78 + 0.02
(media = EE).

La Tabla 12 muestra las eficiencias en las reacciones de qPCR para este trabajo. Los
porcentajes de eficiencia de los genes oscilaron entre 96% y 103%, el R? entre 0.996 y
0.989 y la pendiente entre -3.324 y -3.129.

Tabla 12. Eficiencias de las reacciones de qPCR para B-actina, sody cat en ejemplares
de C. latirostris del E4.

Genes Curva de eficiencia R? Pendiente
de amplificacion (%)
Gen de referencia

B-actina 99.93 0.989 -3.324
Genes involucrados en el sistema antioxidante

sod 108.75 0.966 -3.129

cat 103.71 0.966 - 3.26

Los niveles de expresidn se determinaron en todos los grupos experimentales. Los
resultados mostraron una sobreexpresion significativa del gen cat en CIP con respecto
al CN (p=0.0286, prueba de Mann Whitney, Figura 35) pero no en los demas grupos.
Cuando se compar6 la Mx3 con los compuestos por separado encontramos diferencias
con respecto a CIP en ambos genes, siendo la expresién en la mezcla significativamente
menor (sod: p=0.0100 y cat: p=0.0004; prueba de Mann Whitney, Figura 35).
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Figura 35. Expresion de los genes sody cat en neonatos de C. /atirostris expuestas a diferentes
tratamientos. CN: Control negativo; GLI: Formulacién de glifosato al 2%; CPF: Formulacién de
clorpirifos al 0.8%; CIP: Formulacion de cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres
formulaciones a concentraciones de campo: CIP + CPF + GLI. # p <0.05 estadisticamente
significativo en comparacién con CN. La letra a indica diferencia significativa entre los
compuestos individuales y la mezcla que constituyen: a estadisticamente significativo en
comparacion con Mx3.
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6.4.4 Determinacion del dano oxidativo a lipidos, actividad
enzimatica de SOD y CAT

Respecto a los parametros de EO no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de TBARS o actividades de CAT y SOD (Tabla 13) en
ninguno de los grupos expuestos (E3 y E4).

Tabla 13. Parametros de estrés oxidativo de C. latirostris evaluados en juveniles (E3) y
neonatos (E4). Todos los valores se expresan como media = EE por grupo experimental.

Tratamientos TBARS CAT SOD
[nmol/mg prot] [KU/mg prot] [% inhibicion]

E3 CN 2.27 + 0.36 215.86 £ 37.42 65.81 + 3.50
GLI 2.85+0.32 162.50 + 31.48 82.14 +4.72
CPF 2.95+0.40 191.53+ 34.61 71.52 +6.40
CIP 2.58 + 0.50 224.25 + 67.99 61.41 +1.49
Mx3 2.47 +0.26 166.87 + 25.92 67.21 +6.32
E4 CN 0.85+0.11 66.88 + 16.27 57.76 £ 8.82
GLI 0.62 = 0.08 106.21 £ 10.93 61.86 +2.34
CPF 0.84 +0.09 97.97 £17.53 73.42 +4.80
CIP 0.86 £ 0.11 94.32 + 16.96 63.18 +7.49
Mx3 0.78 £ 0.20 103.93 £9.32 64.86 + 6.93

TBARS: Sustancias Reactivas al el Acido Tiobarbittrico; CAT: Actividad de la enzima catalasa;
SOD: Actividad de la enzima superoxido dismutasa CN: Control negativo; CV: Control del
vehiculo; GLI: formulacién de glifosato al 2%; CPF: Formulacién de clorpirifos al 0.8%; CIP:
Formulacion de cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres formulaciones a concentraciones
de campo: CIP + CPF + GLI.
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6.4.5 Parametros de crecimiento

Los parametros de crecimiento de los animales se vieron afectados por la exposicién a

algunos de los plaguicidas (Tabla 14).

En el E3, la diferencia fue evidente en los pardmetros LHC y LT en la Mx3 en
comparacion con el CN (p=0.047 y p=0.036, respectivamente; prueba de Mann Whitney,
tabla 13) y en el grupo GLI en comparacién con la Mx3 (p=0.01 y p=0.011, prueba de
Mann Whitney, tabla 13). En el peso de los animales, pudimos observar valores
significativamente mas bajos en los grupos expuestos a GLI y CPF en comparacion con
la Mx3 (p=0.040 y 0.011, respectivamente; prueba de Mann Whitney, tabla 13).

En el E4, observamos valores significativamente mayores de LT y peso en GLI, CIP y
Mx3 en comparacion con el CN (p<0.0314, y p<0.0332, respectivamente, prueba de
Mann Whitney, tabla 13).

Tabla 14. Parametros de crecimiento (media + EE) analizados en juveniles y neonatos

de C. latirostris para los diferentes grupos experimentales expuestos a formulaciones de
GLlI, CIP, CPF y la mezcla ternaria en condiciones seminaturales.

Tratamientos LT [cm] LHC [cm] Peso [g]
E3 CN 1.36 £ 0.58 0.50+0.13 15.60 £ 5.85
GLlI 0.94+0.58 # 0.41+0.16 # 10.94 +6.48 *
CPF 2.04+0.78 1.19+0.26 14.08 +23.94 *
CIP 3+0.70 1.58+£0.35 52 + 27.51
Mx3 3.27+0.48* 1.58 +0.30 * 98.38 + 18
E4 CN 0.75+0.11 0.84 +0.13 0.00+1.16
GLlI 2.09+0.35* 1.64 + 0.31 12.63+2.87*
CPF 0.50 + 0.11 0.55+0.14 -1.50 +1.04
CIP 1.59+0.29 * 1.18 + 0.21 6+249*
Mx3 1.42+0.20* 1.02+0.17 8.22+2.86*

CN: Control negativo; GLI: Formulacién de glifosato al 2%; CPF: Formulacién de clorpirifés al
0.8%; CIP: Formulacion de cipermetrina al 0.12%; Mx3: Mezcla de las tres formulaciones a
concentraciones de campo: CIP + CPF + GLI. LT: Longitud total; LHC: Longitud hocico-cloaca;
cm: Centimetros; g: Gramos.

* p <0.05 estadisticamente significativo en comparacion con CN.

# p <0.05 estadisticamente significativo en comparacion con Mx3.
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7. Discusion

7.1 Identificacion de genes de interés por PCR
convencional

El rapido progreso producido en estos ultimos afos en el campo de la genémica ha
proporcionado herramientas que pueden ayudar a nuestra comprensién de como los
productos quimicos pueden tener un impacto en la salud humana y en el ecosistema
[304], [305]. Los pardmetros criticos para la homeostasis celular estan bajo vigilancia
continua mediante un conjunto de factores proteicos que actian como sensores
celulares. Las células responden a alteraciones en estos pardmetros mediante un
reajuste en el metabolismo, normalmente activando o sintetizando de novo proteinas
especificas para compensar el dafo por estrés, a partir de los ARNm que codifican para
estas proteinas. Con base en este principio y con el avance de la biologia molecular, se
desarroll6 una nueva familia de biomarcadores, basados en el analisis de la
transcripcién de genes relacionados al estrés celular, que pueden ser utilizados para
detectar exposicién a xenobioticos, actuando como sensores de alerta temprana.

La mayoria de los biomarcadores utilizados hasta el momento para identificar el impacto
de los plaguicidas en C. latirostris incluian marcadores de dano al ADN, dafio oxidativo
al ADN y lipidos, enzimas antioxidantes como CAT y SOD vy alteraciones inmunolégicas
[254], [273], [275], [306]. Con el fin de identificar respuestas moleculares de expresion
génica como biomarcadores potenciales de exposicién a plaguicidas, se adapté un
protocolo para la preservacion de muestras y extraccion de ARN a partir de sangre de
caiman [284]. Los avances en las tecnologias de ARN han tenido un impacto muy fuerte
en los estudios de ecologia molecular, proporcionando nuevas herramientas para
comprender la respuesta de los organismos al estrés ambiental [307]. La integridad
adecuada del ARN es el principal requisito para la posterior retrotranscripcion a ADNc y
asi la obtencion de datos adecuados sobre los niveles de expresién génica [308], [309],
[298], [300]. En este sentido, para evaluar cualquier cambio en la modulaciéon de los
genes es fundamental un procedimiento 6ptimo de extraccién de ARN, minimizando la
actividad de las ARNasas para prevenir su degradacion. El ARN es propenso a una
degradacidén muy rapida después de la toma de muestra y, por lo tanto, son obligatorios
los procedimientos especificos de conservacion de la muestra antes de la extraccion del
ARN. Ademas, las técnicas 6ptimas de muestreo, conservacién y extraccion de ARN
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pueden variar segun las aplicaciones posteriores, la disponibilidad de equipos de

laboratorio y el tamano y la naturaleza de los organismos o tejidos analizados [310].

Particularmente la sangre periférica es una muestra importante y menos invasiva en
comparacion con los tejidos sélidos o semi sélidos, para evaluar la salud de las especies
silvestres expuestas a factores ambientales estresantes. Ademas, este tejido permite
asociar las respuestas moleculares con respuestas fisiologicas mas amplias [311]. Al
mismo tiempo, la posibilidad de extraer ARN de sangre es relevante para las especies
amenazadas o en peligro de extinciéon en las que generalmente se puede obtener una
cantidad limitada de material y se debe evitar el sacrificio de los animales [312]. La
sangre es una muestra especialmente desafiante, particularmente en vertebrados no
mamiferos que poseen globulos rojos nucleados y, por lo tanto, un mayor contenido de
ADN y nucleasas, lo que hace que la degradacion del ARN sea extremadamente rapida
[312].

En sangre de C. latirostris se han probado varios protocolos de preservacién de ARN,
siendo el TRIzol® el reactivo més eficaz para obtener una calidad, cantidad e integridad
adecuada de ARN. El uso del reactivo TRIzol® para células recién recolectadas es una
solucién eficaz para mantener la integridad del ARN porque contiene altas
concentraciones de tiocianato de guanidina y fenol &cido para inhibir la actividad de las
ARNasas. Las ventajas de utilizar TRIzol® se basan en la ausencia de otras sustancias
extranas que podrian interponerse en los procedimientos posteriores [313], [314]. En
cuanto a los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis Doctoral. hemos observado
una buena integridad del ARN a través de un gel de agarosa, con una relacién de
densidad Optica A260/280 aproximada de 1.90, lo que indica un ARN de buena calidad
sin contaminacion proteica ni fendlica [299]. Los estudios sobre ARN en otras especies
de cocodrilos son muy escasos y la mayoria describid protocolos similares de extraccion
con Trizol® u otros reactivos [315], [316], [311].

En una segunda etapa se procedié a determinar la presencia/ausencia de genes
relacionados con vias de defensa antioxidante (caty sod), de reparacion del dafio (p53),
biotrasnformacion (p450 y gst) y reguladores del ciclo celular (bcl2 y bax) en sangre
periférica de C. latirostris mediante la técnica de PCR convencional. La cuantificacion
de la expresién génica puede verse afectada por varios factores, por lo que es
sumamente importante contar con buena cantidad y calidad de ARN, una sintesis de
ADNc eficiente, un buen funcionamiento de los primers y el andlisis estadistico
adecuado [298]. Varios autores confirman que los primers son fundamentales para
garantizar una amplificacion especifica y eficiente de los productos [300], [317]. En
cuanto a los resultados, pudimos visualizar los genes 8 -actina, cat, sod, gst, p450, bcl.,
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baxy p53 sin inespecificidades en los geles de agarosa. La identificacién de estos genes
y la posibilidad de aplicarlos como marcadores sensibles de exposicion a plaguicidas
nos permitirda comprender de manera integral el significado especifico de muchas
alteraciones fisiolégicas producidas por los plaguicidas en estos animales. Esto aportara
nuevos conocimientos para contribuir a la proteccién de las poblaciones silvestres
ambientalmente expuestas y permitira identificar problemas ambientales antes de que

los sistemas bioldgicos se vean seriamente afectados [277].
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7.2Ensayo de exposicion embrionaria por
pulverizacion sobre el material del nido.

C. latirostris se considera un organismo centinela para la evaluacion del efecto inducido
por plaguicidas [271]. En estudios anteriores, se demostrd6 inmunotoxicidad,
genotoxicidad, dafo oxidativo y alteraciones enzimaticas en C. latirostris expuestos a
diferentes formulaciones de GLI (PanzerGold® y Roundup® Full Il), CIP (Atanor®) y
END (Galgofan®) por aplicacion topica a través de la cascara de huevo [254], [306],
[274], [276].

El EC demostré ser un método apropiado y altamente sensible para detectar dafnos
tempranos en el ADN en organismos centinelas, identificar roturas de cadena simple y
maximizar la expresion de sitios alcali-labiles [318], [194], [319]. En el presente estudio,
y complementando trabajos anteriores realizados en la especie, encontramos un
aumento significativo en el dafio al ADN en los grupos expuestos a formulaciones de
GLlI, CIP y CPF, asi como sus mezclas binarias y ternarias en ambos experimentos (E1
y E2). Ademas, hubo una relacion dosis-respuesta en GLI y CIP, siendo el dafo al ADN
mayor para las concentraciones mas altas. Estudios anteriores han informado dafos en
el ADN en eritrocitos de C. latirostris expuesto in ovo a la formulacion RU (50-1750 ug /
huevo) por topicacion [254]]. Del mismo modo, Burella et al. [320] evaluaron el potencial
efecto estadio-dependiente de RU (750-1750 pg/huevo) en embriones de C. latirostris
reportando dafo en el ADN independientemente del momento en que se produjera la
exposicién. A su vez, estudios llevados a cabo con otras especies de vertebrados han
demostrado un aumento en el dafio al ADN a través del EC en eritrocitos expuestas a
formulaciones de CPF, GLI y CIP [207], [178], [209]. Los mecanismos por los cuales los
plaguicidas inducen dano genético difieren mucho en su naturaleza quimica. Varios
autores han demostrado que los plaguicidas estan involucrados en el desequilibrio del
estado redox y la genotoxicidad [321], [322], [323],[276]. Los plaguicidas podrian inducir
la generacion de EROs como el H202, el Oz y el *OH e inhibir las enzimas involucradas
en la reparacién del ADN, lo que puede conducir a roturas de cadena simple y doble, y
mas tarde a la formacidén de micronucleos [324], [325], [326], [327]. Con el fin de dilucidar
si la oxidacion de las bases contribuye significativamente al dafio del ADN causado por
las formulaciones de GLI, CIP y CPF y sus mezclas, se emple6 el EC modificado con
las endonucleasas especificas ENDO Il y fpg. Los resultados obtenidos indicaron
oxidacion de purinas y pirimidinas en todos los grupos expuestos a las formulaciones

por separado y en mezclas, en concentraciones equivalentes a las utilizadas en la
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agricultura y la mitad de las mismas, siendo los resultados corroborados en ambos
experimentos (E1 y E2). Ademas, se encontrd una relacion dosis-efecto en ambos
experimentos (E1y E2) para los tres compuestos por separado, donde el dafio oxidativo

del ADN fue mayor a concentraciones aplicadas de campo que a la mitad de las mismas.

Especificamente en cocodrilianos, existen pocos estudios relacionados con el dafo
oxidativo yel sistema de defensa antioxidante. Los trabajos reportados se llevaron a
cabo en tejidos u 6rganos (por ejemplo, rinones, masculos, génadas o higado) para lo
cual los animales tuvieron que ser sacrificados, o se obtuvieron muestras de animales
recientemente muertos [328], [329], [330], [331]. Poletta et al. [275] fue el primer reporte
que caracteriz6 el uso de biomarcadores de dafo oxidativo y defensa antioxidante en
sangre de C. latirostris que luego fueron aplicados como biomarcadores para la
evaluacion del efecto de plaguicidas, siendo también el primer trabajo de este tipo en
todas las especies de cocodrilianos [276]. Los autores informaron desequilibrios en el
estado oxidativo a través de la peroxidacion lipidica y el dafo del ADN, asi como en las
actividades de las enzimas antioxidantes CAT y SOD en embriones de C. latirostris
después de una exposicion tdpica a concentraciones subletales (1-1000 pug/huevo) de
las formulaciones GLI, END y CIP. Por el contrario, en el presente trabajo, no
observamos alteraciones en la actividad de CAT y SOD, ni aumento de la peroxidacién
lipidica en ningun grupo expuesto. Estos resultados no se correlacionan con el dafo
oxidativo al ADN obtenido en el E1 y E2 de este trabajo. Una posibilidad ante la falta de
respuesta de las enzimas antioxidantes (CAT y SOD) podria ser que el exceso de las
EROs haya generado toxicidad proteica. Como consecuencia, las sustancias reactivas
inducidas por plaguicidas afectan al ADN por oxidacién de bases, como lo sugirieron
previamente otros autores en anfibios [208], [210] y en C. latirostris [276]. La oxidacion
de bases es uno de los tipos mas comunes de dafo en el ADN causado por EROs [174].
El oxidante primario responsable del dafio en el ADN es el *OH, ya que reacciona
directamente con la molécula de ADN [202]. Otros autores sefialaron explicaciones
similares a los resultados obtenidos en nuestro trabajo, sugiriendo que el dafo oxidativo
no puede predecirse sblo en funcion de las variaciones antioxidantes, porque esta
asociacion puede verse comprometida cuando el consumo de antioxidantes de bajo
peso molecular se ve contrarrestado por la sintesis de novo de las enzimas, y/o cuando
las acciones inhibitorias deterioran la actividad de los antioxidantes enzimaticos [332],
[333].
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Como hemos visto hasta aqui, varios trabajos realizados en sangre de C. latirostris
utilizando marcadores de estrés oxidativo nos permitieron vincular los desequilibrios en
el estado oxidativo con factores que podrian afectar directamente la salud de esta
especie de gran interés comercial y ecoldgico para América del Sur [320], [276]. En este
trabajo de tesis se analizaron los patrones de expresién en sangre de C. latirotris como
un nuevo biomarcador de estrés oxidativo. No existen reportes previos sobre los
cambios en los niveles de expresion de los genes del cat'y sod en cocodrilianos en
contextos de toxicidad. Sujiwattanarat et al. [281] realizaron el primer estudio sobre la
clonacion molecular y caracterizacién del gen de cobre, zinc superoxido dismutasa (Cu,
Zn-sod) en Crocodylus siamensis y analizaron los niveles de expresion del gen Cu, Zn-
sod en diferentes tejidos (higado, pancreas, pulmon, rindn, corazén y sangre total)
mediante qPCR, pero no estudiaron cambios en estos niveles de expresion ante

diferentes situaciones.

En el E2, observamos una disminucion significativa de la expresion génica del gen sod
en M1, M2 y M3 y un patron similar se observé en el gen cat en neonatos expuestos
durante el periodo embrionario a M3. La subexpresiéon de los genes sod y cat
posiblemente se deba a una inhibicidén en la regulacion de la expresién de los genes que
codifican para estas enzimas, causada directamente por la accion téxica de los
xenobidticos [172], [334]. Los mecanismos por los cuales los xenobibticos podria inhibir
directamente las defensas antioxidantes aun no estan claros y dependen del tipo de
compuesto [224]. La posible acumulacion de EROs, que depende de la intensidad y
duracion del agente aplicado, asi como de la susceptibilidad de la especie, puede
aumentar o disminuir la actividad antioxidante [321]. Ademas, en el E2 no hubo
diferencias significativas en las actividades enzimaticas de CAT y SOD bajo las mismas
condiciones de exposicion, pero aun asi se encontré un dano significativo en el ADN y
oxidacion de purinas y pirimidinas. En general, la expresion de genes que codifican
enzimas antioxidantes se regula cuando la célula es desafiada por EROs, y esté bajo el
control de numerosos factores transcripcionales activados por EROs [145], [226]. Por el
contrario, algunos autores sugieren que los niveles de ARNm son representativos de la
actividad celular en un momento particular, mientras que la actividad de la proteina
podria regularse a nivel postraduccional, enzimaticamente y no mediante control
transcripcional [227], [228], [176].

Por otro lado, SOD requiere un cofactor metalico para su actividad y existen varias
formas de esta enzima: Cu, Zn-SOD, Fe-SOD y Mn-SOD [145], [154]. Esto significa que
existen diferentes subtipos del gen, probablemente por el splicing alternativo, que
codifican diferentes isoenzimas de SOD [229]. En este trabajo se utilizd especificamente
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el gen Cu, Zn-sod [281] y se encontraron diferencias significativas en las tres mezclas
binarias respecto al control. En este sentido, Cu, Zn-sod demostrd ser un biomarcador
sensible frente al estrés para el estudio de la expresidén génica [335], [336], pudiendo
ser afectada también la actividad enzimatica. Cu, Zn-SOD es predominante en el citosol

y en el compartimento extracelular en eucariotas y algunos procariotas [166].

La forma en que los quimicos de una mezcla influyen en la toxicidad general depende
de muchos factores, incluyendo su concentracion, sitio objetivo y mecanismo de accion
[837]. Hernandez et al. [338] informé que la mezcla de plaguicidas puede tomar una de
tres formas al combinar los efectos toxicolégicos de uno o mas componentes de
una mezcla: 1) independiente; 2) adicion de dosis o 3) interaccion (potenciacion, sinergia
y antagonismo). En este sentido, creemos que es importante evaluar los efectos que
podrian surgir de la combinacion de dos o mas plaguicidas, que es la forma en que
normalmente se aplican en los cultivos. En el presente estudio, encontramos una posible
accion independiente en EC en la mezcla de las tres formulaciones (Mx3.1), donde el
efecto de la misma mostr6 ser similar al causado por GLI1 solo en el E1. Sin embargo,
para los sitios ENDO lII, parece haber un efecto antagonista, ya que la Mx3.1 indujo una
menor cantidad de pirimidinas oxidadas que GLI1 y CPF1 por separado en el E1. Un
efecto similar se observé en E2, en la mezcla binaria M2 (CPF1 + CIP1) para los sitios
ENDO Ill y en M1 (GLI1 + CIP1) para los sitios fpg. Se asume que los dos plaguicidas
interfieren con el efecto del otro. Como resultado, observamos una reduccion en el
efecto de los compuestos individuales, que no necesitan ser estructuralmente similares
[339]. En el caso de la M3, observamos que los sitios fpg son mas bajos que en GLI 1
pero mas altos que para CPF1 cuando se analizan por separado, los dos plaguicidas
que constituyen esta mezcla. Esto puede explicarse por un posible tipo de accién
antagonista de CPF sobre GLlI, que hizo que la accion del plaguicida observada en forma
individual disminuyera en la mezcla. En cuanto a la expresidon génica de los genes sod
y cat, encontramos un posible efecto antagonista de CPF sobre en la M3, el mismo
efecto observado para los sitios fpg.

Podemos decir que las interacciones observadas en los dos experimentos, en diferentes
mezclas de plaguicidas, a menudo inducen respuestas con diferentes grados de
sensibilidad. Poletta et al. [255] informé que la mezcla de formulaciones de GLI, END y
CIP produjo mayores efectos que los compuestos por separado, sobre la genotoxicidad
en neonatos de C. latirostris, ademas de inducir alteraciones bioquimicas-enzimaticas
después de la exposicion semi-natural de los huevos dentro del nido. Mas
recientemente, Lépez-Gonzalez et al. [256] simularon condiciones reales de exposicion
de neonatos de C. latirostris durante sus primeros meses de vida, demostrando que las
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mismas formulaciones de plaguicidas probadas en este estudio y en concentraciones
ambientalmente relevantes, aumentaron la frecuencia de micronlucleos y otras
anormalidades nucleares en los eritrocitos, con una posible accién antagonista entre
GLl y CPF en la mezcla binaria, una interaccion similar a la observada en el presente
estudio entre los dos plaguicidas para sitios de fpg y la expresion de sod y cat. Sin
embargo, Bonifacio y Hued [327] demostraron diferentes respuestas en tratamientos de

mezclas que reflejaban una interaccion compleja (antagonismo y potenciacion).

En relacién con los parametros de crecimiento, no se vieron afectados por las
formulaciones y mezclas probadas en este trabajo. De manera similar, Lépez-Gonzalez
et al. [353] inform6 la falta de efecto sobre el crecimiento de las crias de caiman
expuestas durante el desarrollo por aplicacion tdpica a través de la cascara de huevo a
las formulaciones GLI, CIP y END a una concentraciéon de 1-1000 pg / huevo. De
acuerdo con la explicacion dada por otros autores, creemos que la concentracion de
plaguicidas aplicados y/o el tiempo de exposicidn, probablemente no fueron suficientes
para crear un desequilibrio en los procesos bioenergéticos subyacentes que afectan al
crecimiento del organismo [256], [340]. Sin embargo, estudios previos en esta especie
evidenciaron un tamano menor al nacer y un retraso en el crecimiento durante los
primeros 3 meses de vida en neonatos expuestos in ovo a RU y su mezica con CIP y
END luego de pulerizacién sobre nidos construidos artificialmente [255]. En este trabajo,
como en aquel, las concentraciones utilizadas fueron las recomendadas para la
aplicacion en cultivos de soja: GLI: 3% (3 L/100 L agua/ha; solucién preparada: 19,8
g/L), END: 0.85% (0.85 L/100 L agua’ha; solucion preparada 3.03 g/L) y CIP: 0.12%
(0.12 L/100L agua/ha; solucion preparada 0.33 g/L). Las mismas se aplicaron en dos
momentos distintos del periodo de incubacion: al inicio y un mes después. En los dos
experimentos realizados en esta Tesis Doctoral se realizo una sola aplicacion (al inicio
del periodo de incubacion). A su vez, el experimental de Poletta et al. [255] fue realizado
de manera ex — situ, pudiendo influir otros factores ambientales (variaciones de
temperatura y humedad opr ejemplo) que generon mayor impacto de los plaguicidas
sobre los neonatos. Podriamos sospechar que la fisiologia asociada al crecimiento de
los animales no siempre se ve afectada de la misma manera y tal vez depende mucho
de la susceptibilidad de los nidos utilizados en cada ensayo. Cabe destacar que el
crecimiento es uno de los factores mas afectados por lo que se conoce entre las
especies de cocodrilianos y otros reptiles oviparos como “efecto nido” [290], [291], [271],
[254], [255]. La caracteristica de cada nidada en términos de crecimiento y su respuesta
a cualquier otra variable ambiental es totalmente diferente, incluso considerando las

nidadas de la misma temporada que nacieron en el mismo momento [290].
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En conclusién, los resultados indicaron la presencia de dano en el ADN, oxidacion de
purinas y pirimidinas en el caso de exposicién a formulaciones GLI, CIP y CPF, asi como
en todas las mezclas testeadas. La mezcla indicaria una accién independiente de los
componentes en el dano del ADN y la oxidacion de bases. Sin embargo, en los
resultados de expresidn génica se observé una disminucion significatica en la expresion
de genes sody caten las tres mezclas binarias. Ademas, se encontrd un posible efecto
antagonista entre diferentes plaguicidas en M3 sobre la expresién de ambos genes. Este
estudio demostré que el uso de formulaciones plaguicidas en concentraciones utilizadas
en campo genera efectos genéticos deletéreos en esta especie, por lo que la exposicién
a los mismos podria amenazar el estado de salud de las poblaciones silvestres. Estos
resultados concuerdan con otros reportados previamente por nuestro grupo en lo que
respecta al dafio al ADN y en el mecanismo de oxidacion de bases pirimdinicas y puricas
que es relevante en todos los grupos, advirtiendo sobre los efectos que una exposicion
constante a plaguicidas, incluso en concentraciones bajas, puede tener durante la vida
de los caimanes que viven en areas expuestas [254], [272] [306], [320]. Especificamente
Lépez Gonzalez et al. (2017) y Burella et al. (2018) informaron sobre genotoxicidad,
dano oxidativo y alteracion en la actividad de la enzima SOD en eritrocitos de C.
latirostris expuestos a concentraciones subletales de dos formulaciones de GLI:
PanzerGold® y Roundup® Full Il (500-1000 pg / huevo); formulacion de END Galgofan®
y formulacién de CIP Atanor® (1-1000 ug / huevo) mediante aplicacion tépica a través
de la cascara del huevo al inicio del periodo de incubacion.
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7.3 Ensayos de exposicion in vivo de neonatos y
juveniles en condiciones semi-naturales.

Las condiciones ambientales y los contaminantes producidos por las actividades
humanas pueden influir directamente en el estado de salud de las especies silvestres.
Los estudios a campo pueden proporcionar datos realistas y brindar informacién
relevante sobre la toxicidad evaluada en enfoques ecolégicos [119]. En este sentido, se
propuso un experimento ex situ en condiciones semi-naturales (o0 semi-controladas)
para comprender el efecto de las formulaciones comerciales por separado y en mezcla,
en caimanes durante su primer afio de vida. Las propiedades quimicas de cada
formulacién, la interaccién con otros compuestos y el mecanismo de accién de cada
téxico, pueden producir efectos muy variables. Ademas, los factores no quimicos, como
factores ambientales, ecoldgicos, respuestas fisioldgicas a esa interaccion y la
susceptibilidad individual de cada organismo frente a la exposicién, que también pueden
actuar como factores de estrés, agregan una mayor complejidad a multiples situaciones
[340], [341] En este tipo de evaluacién, podemos considerar las interacciones con
algunas variables bidticas, variables fisicas (como intensidad de luz y temperatura) y
variables quimicas (sustancias toxicas: mezclas complejas) [342].

En cuanto a la determinacion de plaguicidas realizada en este experimento se
encontraron valores similares en algunos casos teniendo en cuenta los registrados por
otros autores que estudiaron la presencia de residuos de plaguicidas en aguas
superficiales y suelo en Argentina [114], [119], [120]. Particularmente, Aparicio et al.
[114] informaron que los niveles de GLI en las aguas superficiales oscilaron entre 0.5 a
7.6 pg/L, mientras que las concentraciones en el sedimento variaron entre 0.035 a 1.5
mg/kg en las cuencas agricolas de Argentina. A su vez, Primost et al. [117] informaron
niveles maximos de concentracion de 8105 y 38939 ug/kg de GLI y AMPA
respectivamente en muestras de suelo y en muestras de agua registraron un valor
maximo de 1.8 ug/L de GLI y 1.9 ug/L de AMPA en los agroecosistemas de la pampa
mesopotamica. Por su parte, Etchegoyen et al. [119] informaron que en aguas
superficiales del curso principal del rio Paraguay-Parana y sus afluentes principales, los
rangos encontrados de CIP y CPF oscilaron entre 0.004-6.62 pg/L y 0.16-221.3 pg/kg,
respectivamente. Por otro lado, Marino y Ronco [120] informaron que en muestras de
cuerpos de agua en la pampa ondulada se encontraron valores maximos de 3.55 ug/L
y de 10.8 ug/L de CIP y CPF respectivamente. En los sedimentos pertenecientes a los
afluentes del primer orden registraron una media de 160 ug/kg y 4.8 ug/kg en CIP y CPF,

respectivamente. Estos valores refuerzan la validez del disefio experimental utilizado y
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de las concentraciones aplicadas, ya que los residuos encontrados son comparables a

aquellos encontrados en los ambientes agricolas por los autores citados anteriormente.

En el E3 y E4 observamos dafio al ADN generado por GLI, CIP, CPF y la mezcla con
respecto al grupo control, tanto en los neonatos como en los juveniles de C. latirostris,
con concentraciones equivalentes a las recomendadas en las practicas agricolas de la
regién, principalmente soja. Al respecto, Mudry y Carballo [142] explicaron que el EC es
una prueba sensible, ya que puede detectar dafios tempranos en el ADN, identificando
roturas de una sola hebra y maximizando la expresion de sitios labiles a los alcalis en la
molécula de ADN. Diferentes estudios han informado dafos en el ADN en sangre
periférica de neonatos de C. latirostris expuestos a diferentes concentraciones de
formulaciones de GLI (PanzerGold® y Roundup® Full Il), END (Galgofan®), CIP
(Atanor®) y CPF (Lorsban®) [254], [255], [320]. Estos estudios se aplicaron durante el
periodo embrionario mediante aplicaciéon tépica a través de la cascara del huevo y
mediante pulverizacidn sobre nidos construidos artificialmente con huevos en su interior.
Ademas, en estudios in vivo en neonatos se observaron anomalias nucleares en
eritrocitos y dafo al ADN inducidos por las mismas mezclas complejas aplicadas en el
presente trabajo [252]. Ambos estudios se realizaron en condiciones controladas de
laboratorio durante 60 dias a concentraciones que se fueron reduciendo
progresivamente en el tiempo durante el experimento, con el fin de simular la
degradacién de los compuestos en el agua. EI EC se usa ampliamente como
biomarcador de exposicidon en estudios en los que se evalua el impacto de varios
plaguicidas y la medicion es una indicacion del dafio inicial en el | genoma que, de no
repararse, puede tener graves consecuencias [343]. Varios estudios también han
demostrado dafno en el ADN por exposicién a CIP, CPF, GLI y mezclas en diferentes
especies tales como peces, anfibios, mamiferos y otros reptiles [344], [345], [346], [209],
[347], [223].

Los contaminantes ambientales como los plaguicidas pueden causar EO al producir
EROs [170]. En condiciones normales, las enzimas antioxidantes proporcionan una
proteccion adecuada contra los radicales libres y EROs [344]. Sin embargo, la
desregulacion de solo una de estas enzimas podria afectar seriamente los mecanismos
de defensa celular [348]. En cocodrilianos, existen pocos estudios relacionados con el
dafio oxidativo y las defensas antioxidantes. Furtado Filho et al. [330] informo los valores
basales de peroxidacion lipidica en Caiman yacare. Hermes-Lima et al. [331] observé
que la transicion a partir de embriones a crias de C. yacare en verano, se acompana de
un aumento en el Glutation (GSH) y en las enzimas antioxidantes (CAT, GSH-
peroxidasa, GSH-reductasa y GSH S-transferasa -GST). A su vez, se observaron
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modificaciones en el nivel de TBARS y GST en Alligator mississipiensis en ambientes
contaminados con metales pesados [328], [329]. En el E3 y E4, no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de CAT, SOD y TBARS en ninguno de los
tratamientos. Estas diferencias pueden estar asociadas a diversos factores como la
suceptibilidad de las especies o el estadio (neonato, juvenil o adulto), al tipo de
compuesto y su mecanismo de accion, al tiempo de exposicion al contamintes,

dosis/concentraciones utilizadas, entre otras.

En el E3 y E4 observamos oxidacion de purinas y pirimidinas a través del EC modificado,
en todos los grupos experimentales. Varios estudios han relacionado la oxidacion de
bases con la exposicién a plaguicidas en diferentes concentraciones [349], [350], [211].
En los dos experimentos (E3 y E4) observamos que los resultados de LPO vy las
defensas antioxidantes no estan correlacionados con las diferencias significativas
observadas en genotoxicidad y el dano oxidativo al ADN. Por esta razén creemos que
es necesario continuar investigando los posibles mecanismos de toxicidad subyacentes
a las exposiciones a plaguicidas. Sin embargo, nuestros resultados nos permiten
suponer que el exceso de EROs produjo toxicidad proteica, afectando a las enzimas
antioxidantes y, como consecuencia, generando oxidacion de bases en el ADN [202],
[276]. Sin embargo, el efecto de las EROs no fue suficiente para producir LPO. Ademas,
no observamos interaccién entre los componentes de la mezcla en los parametros de
dano en el ADN y dano oxidativo al ADN. La interaccion entre diferentes plaguicidas
puede resultar en mdultiples respuestas, dependiendo de las diferencias en las
propiedades quimicas y los modos de accion toxica de cada compuesto [338].

Con respecto a las modificaciones en los niveles de expresion génica de cat, en el E4,
observamos un aumento estadisticamente significativo en CIP con respecto al CN, pero
no en los otros grupos. Este resultado sugiere que CIP induce el sistema antioxidante
mediante la sintesis de novo de las dos enzimas principales que actdan en la primera
linea de respuesta al EO. Esto podria significar un mayor efecto de toxicidad de la CIP
en comparacion con los otros plaguicidas. Este resultado significativo no se correlaciona
con los resultados obtenidos en la actividad enzimatica del E4. Sin embargo, el aumento
de la expresién del gen cat puede no significar un aumento de la actividad enzimética,
ya que la expresion génica puede controlarse mediante regulacion postranscripcional
[176]. La falta de correlacion entre las actividades de las enzimas antioxidantes y los
genes codificantes de la transcripcién podria atribuirse a un efecto de retraso entre la
transcripcién y la traduccién o modificaciones posteriores a la traduccion [351].
Diferentes trabajos en distintas especies (zebrafish, ratones albinos suizos, entre otros)
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han reportado una sobreexpresién de los genes cat por exposicion a CIP [242], [347],
[232] [351].

Las interacciones entre mezclas pueden causar cambios complejos que son diferentes
de los efectos tdxicos que ejercen los compuestos por separado [352], [353]. Dichos
efectos toxicolégicos combinados pueden incluir potenciacion, sinergia y antagonismo
[354]. En los niveles de expresion génica, cuando se compard la Mx3 con los
compuestos por separado encontramos una subexpresion de ambos genes en
comparacion con CIP. Suponemos un posible efecto antagénico de uno o ambos de los
demas compuestos sobre CIP. Sin embargo, Wang et al. [354] reportaron un efecto
sinérgico en la mezcla de CIP y el insecticida Tiacloprid. La expresion génica esta
involucrada en las etapas iniciales de las respuestas al estrés en comparacion con los
marcadores toxicolégicos mas tradicionales, y es un complemento util para evaluar los
posibles efectos toxicos y otros mecanismos [354], [355]. Los perfiles de expresidon
génica en C. latirostris mostraron patrones diferentes para la mezcla de plaguicidas en
comparacion con los compuestos individuales, lo que sugiere una diferencia en el modo
de accion a nivel bioquimico y molecular. A su vez, podrian estar afectando otros
factores como los excipientes, que en varios trabajos ya han reportado un efecto
cito/genotoxicos diferencial [37], [38].

El crecimiento es una respuesta integrada de numerosos procesos fisiolégicos, que
influyen en el rendimiento del individuo [357]. Nuestros resultados revelaron diferentes
efectos en los parametros de crecimiento. Por un lado, no encontramos diferencias
significativas entre los tratamientos al inicio de este trabajo en ninguno de los
experimentos (E3 y E4), lo que significa que los animales fueron asignados de manera

homogénea entre los tratamientos.

En el E3, observamos que el grupo de Mx3 mostr6 aumentos en todos los parametros
evaluados (LT, LHC y peso), mientras que los animales expuestos a GLI y CPF
presentaron menor crecimiento en peso con respecto al Mx3. En el caso del grupo CIP,
no observamos ningun efecto en forma separada, pero cuando todos los compuestos
estan en la mezcla compleja (GLI + CPF + CIP) se mostrd un patron de efecto sinérgico.
Ademas, observamos en la mezcla que los animales aumentaron en longitud (LHC y
LT) con respecto a CN pudiendo atribuir este resultado a una posible interaccion de
sinergia como parte del efecto de mezcla entre todas las sustancias que se combinan.
Probablemente sera dificil establecer una relacion directa de causa y efecto con un
elemento especifico debido a la complejidad ambiental bajo ciertas condiciones

naturales.
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En el E4, observamos que el GLI, CIP y la Mx3 indujeron un aumento en el LT y peso
significativamente mayor que el control, lo cual podria considerarse un efecto tdxico
sobre el metabolismo de los animales. Newbold, [358] considera que el aumento de
peso asociado con productos quimicos como los plaguicidas tiende a ocurrir a bajos
niveles de exposicion. Barraco et al. [259] reportaron resultados similares en Salvator
merianae, encontrando mayor tamano corporal en animales de areas perturbadas
respecto a no perturbadas. Sin embargo, Hayes et al. [258] report6é un efecto contrario
en relacién al tamano corporal en Xenopus laevis, siendo el crecimiento menor en los
animales expuestos a mezclas de plaguicidas en comparacién con los controles. Se
desconocen los mecanismos exactos que pueden producir aumento de peso en
animales expuestos, pero podrian estar involucrados en el metabolismo alterado de la

funcidn tiroidea y/o en la homeostasis de la energia.

El impacto de los plaguicidas en las concentraciones recomendadas para su aplicacion
en cultivos de soja podria incidir en el estado de salud de esta especie. Los
biomarcadores aplicados en el presente trabajo mostraron diferentes grados de
sensibilidad a los plaguicidas en funcién del grupo experimental. Creemos que es
necesario continuar investigando los posibles mecanismos de toxicidad subyacentes a
las exposiciones a plaguicidas, especialmente en lo que respecta a las mezclas, que
pueden afectar las respuestas fisioldgicas de las poblaciones de caimanes y estimar el
impacto ambiental de situaciones reales. Finalmente, estos conocimientos podrian
ayudar a pronosticar y reducir los riesgos ambientales mediante la implementacién de
una gestién adecuada en el uso sostenible y en la conservacion de los recursos

naturales.
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8. Conclusiones

El presente estudio proporciona nuevos conocimientos sobre los mecanismos de
toxicidad de las formulaciones de GLI, CPF, CIP y las posibles interacciones de sus

mezclas, un tema poco estudiado en nuestro pais y en todo el mundo.

Las condiciones de exposicion simularon la situacion real que enfrentan las poblaciones
naturales de caimanes durante la temporada reproductiva, considerando tanto las
concentraciones aplicadas (recomendadas para los cultivos de soja) como el método de
aplicacion. Esto fue corroborado por las determinaciones de residuos de plaguicidas,
que mostraron valores similares en muchos casos a los reportados en matrices

ambientales de nuestro pais.

Se demostré que los plaguicidas evaluados generaron genotoxicidad con una incidencia
relevante de oxidacion de bases en el ADN de la especie en estudio y a las
concentraciones y mezclas ampliamente utilizadas en actividades agricolas de nuestra

region.

Se estandariz6 y optimizd la técnica de extraccion de ARN para la preservacion y
aislamiento de ARN de sangre de C. latirostris, y la obtencién de altos rendimientos y
calidad de ARNm, permitiendo el andlisis de expresion de genes especificos. La alta
eficiencia de nuestro método fue el resultado de optimizar los procedimientos de
recoleccion, preservacion y aislamiento, estableciendo las adaptaciones para el tejido

utilizado.

Se puso a punto la técnica de gPCR para los genes involucrados en las principales rutas
de defensa antioxidante contra EROs. Este es el primer reporte del andlisis de estos
genes en sangre para todas las especies de cocodrilos, pensados como posibles
biomarcadores del estrés oxidativo. La técnica gPCR desarrollada para estos genes fue
reproducible, sensible y especifica, y podria aplicarse para estudiar los patrones de
expresién en C. latirostris en diferentes situaciones de estrés.

Este trabajo de Tesis Doctoral permitié el estudio de las respuestas de los genes caty
sod en un organismo centinela expuesto a diferentes concentraciones de plaguicidas.
Consideramos que es necesario continuar estudiando los mecanismos por los cuales la

célula detecta las EROs e induce respuestas especificas.

La aplicacion de nuevos biomarcadores altamente sensibles en sangre, como el analisis

de la expresidn génica, junto con los otros biomarcadores aplicados habitualmente, nos
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permiti6 obtener una informaciéon confiable y complementaria, brindando una
perspectiva mas completa de las posibles consecuencias para las poblaciones silvestres
de C. latirostris expuestas ambientalmente. A su vez, esta metodologia es adecuada
para ser utilizada en todas las especies de cocodrilianos, con el fin de analizar la

respuesta temprana de individuos bajo estrés, sin provocar ningun darfio a los animales.

Los efectos de las mezclas difieren segun el parametro analizado, mostrando una accion
independiente o antagonica entre los componentes en el dano del ADN, la oxidacion de
bases y en los niveles de expresion de caty sod. Es necesario profundizar la evaluacion
de los efectos de las mezclas de plaguicidas, mediante diferentes puntos finales que
permitan evaluar las condiciones reales de exposicion que esta y muchas otras especies

enfrentan a diario en su medio natural.

Este estudio aporta informacion que contribuye a generar acciones para prevenir las
consecuencias de la exposicion a corto y largo plazo en C. latirostris, y evaluar
rapidamente el impacto de los plaguicidas, u otros estresores ambientales en las
poblaciones naturales.
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