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RESUMEN

Los agroquimicos tales como pesticidas, herbicidas, fertilizantes, utilizados con el fin de
controlar las plagas de los cultivos y mejorar su rendimiento, representan factores de riesgo
con efectos negativos tanto en el ambiente como en la salud humana. Los estudios
ecotoxicologicos resultan una buena herramienta para evaluar y caracterizar el impacto
causado por los plaguicidas en organismos no blanco. En este sentido los anfibios anuros son
utilizados como modelos biol6gicos en experimentos de investigacion en toxicologia, sobre
todo en su fase larval. En el presente trabajo se evaluaron los efectos de toxicidad provocados
por el herbicida Picloram sal potésica formula comercial Tordon ® 24K en larvas de Boana
pulchella (Anura: Hylidae). Las larvas, fueron sometidas en el laboratorio, a distintas
concentraciones del herbicida con el objetivo de evaluar los efectos por exposicion aguda y
cronica. Se determind que la concentracion letal media a 48 horas de exposicion (CL5048hrs)
fue de 16,5 mg/L, la LOEC (Lowest observed effect concentration) fue de 14,5 mg/L y la NOEC
(Not observed effect concentration) fue de 12,5 mg/L de Picloram. No se encontraron
diferencias significativas entre las variables morfométricas y la masa de los individuos
provenientes de los distintos tratamientos. Tampoco se registraron diferencias significativas
en las tasas de crecimiento entre individuos. Se realizaron analisis de genotoxicidad mediante
la aplicacion del test de Micronucleos (MNT) en eritrocitos. Se pudo comprobar la presencia
de dafio genotdxico y citotdxico por la aparicion de micronucleos (MNs) y aberraciones
nucleares (AN). La frecuencia de ocurrencia de AN fue mayor para los tratamientos a
concentraciones agudas mientras que la frecuencia de ocurrencia de MNs fue mayor a

concentraciones subletales, correspondiéndose con resultados reportados previamente.

ABSTRACT

Agrochemical such as pesticides, herbicides, fertilizers, used in order to control crop pests and
improve their yield, representing risk factors with negative effects on both the environment and
human health. Ecotoxicological studies had a good tool to evaluate and characterize the impact
affected by pesticides on non-target organisms. In this sense, anuran amphibians are used as
biological models in toxicology research experiments, especially in their larval phase. In the
present work, evaluate the toxicity effects caused by the herb Picloram potassium salt
commercial formula Tordon® 24K in larvae of Boana pulchella (Anura: Hylidae). The larvae
were sometimes in the laboratory, the different variables of the herbicide with the objective of
evaluating the effects of acute and chronic exposure. The mean lethal concentration at 48
hours of exposure (LC5048hrs) was determined to be 16.5 mg / L, LOEC (lowest observed

effect concentration) of 14.5 mg / L and NOEC (Not observed effect concentration) of 12.5
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mg/L of Picloram. No specific differences were found between the morphometric variables and
the mass of the individuals coming from the different treatments. Nor were there specific
differences in growth rates between individuals. The genotoxicity analysis is applied by
applying the Micronucleus test (MNT) in erythrocytes. The presence of genotoxic and cytotoxic
damage could be detected by the appearance of micronuclei (MNs) and nuclear aberrations
(AN). The frequency of occurrence of AN was higher for treatments at acute concentrations,
while the frequency of occurrence of MNs was higher at sublethal concentrations,

corresponding to previously reported results.
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INTRODUCCION

Actividad agricolay uso de agroquimicos en Uruguay

Dentro de las actividades econdémicas que se desarrollan en Uruguay, la agricultura ocupa un
lugar relevante, seguida por una sostenida expansion de la forestacion en las ultimas décadas
impulsada por beneficios fiscales incluidos en la Ley Forestal de 1987 (Ley 15.939). Esto se
ve reflejado conforme a los datos obtenidos de exportaciones de los ultimos cinco afios segun
OEC (Operador Econdmico Calificado), en donde la exportacion de pasta de celulosa
representa el 16,2% del total, seguida por la de carne bovina que ocupa casi un 13%.
(https://oec.world/es/profile/country/ury/). La practica de las actividades, tanto agricolas como
forestales, lleva implicito el uso de agroquimicos como fertilizantes y plaguicidas, los cuales
son un factor con alto potencial de contaminacién ambiental (Lajmanovich et al., 2012). El
empleo de los mismos se traduce en la incorporacion de sustancias xenobioticas a los
ecosistemas, es decir, productos artificiales sintetizados por el hombre. En la naturaleza,
generalmente no existen mecanismos metabdlicos para la degradaciéon de estos productos
(Izaguirre et al., 2006). Por este motivo, resulta indispensable poder predecir sus posibles
efectos en los ecosistemas, en especial en los receptores “no blanco”, asi como también en
la salud humana. Un ejemplo de ello son los efectos negativos de insecticidas sobre algunas
poblaciones animales, como peces y abejas (Leites, 2009; Rios et al., 2010; Colombo et al.,
2011). Por otra parte, ya se ha reportado también la presencia de agroguimicos tanto en agua
como en sedimentos (Eguren et al., 2008; Cantou et al., 2010; Nardo et al., 2015) asi como
se ha demostrado su incidencia en el deterioro de la calidad de agua en sistemas limnicos
(Kruk et al., 2013). Sin embargo, los estudios realizados en la region hasta la actualidad
resultan insuficientes, en general en lo referente a efectos sobre organismos “no blanco”, y en

particular sobre vertebrados.

Agroquimico en estudio: Picloram

El Picloram sal potasica (acido-4-amino-3,5,6 tricloropicolinico/CAS# 2545-60-0) (PAN
Pesticide Database, 2019), es un herbicida sistémico, trasladado a través de la planta por el
floema, ya sea por aplicacién foliar a las raices, o aplicacion en el suelo hasta las hojas. Actla
como regulador del crecimiento, con accién hormonal y rapida absorcién, sirve para el control
de plantas lefiosas, malezas de hoja ancha, anuales y perennes. Es selectivo, es decir, elimina
las hierbas indeseadas respetando al cultivo indicado (Corteva agriscience 2019). Es utilizado
en variedad de cultivos y producido en diversas formulaciones comerciales. En Uruguay una
de las formulaciones mas utilizadas es el Tordon® 24K concentrado soluble (Dow

AgriSciences- Argentina), con una concentracion de Picloram de 278 gr/l (240 gr/l Eq.Ac.).
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Esta clasificado como categoria toxicolégica Il (Poco peligroso) segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS). Presenta una alta solubilidad en agua (430 mgl — 1), pero una
dificil degradacién en la misma. Se ha declarado una toxicidad moderada para aves, peces,
abejas y lombrices de tierra (Britt et al., 2003). Estudios recientes de toxicidad demostraron
qgue el Picloram inhibe la actividad enzimatica de colinesterasas (ChEs) e induce

genotoxicidad en larvas de Rhinella arenarum (Lajmanovich et al., 2013).

Los anfibios como bioindicadores

Segun Stahl Jr. (1997) un bioindicador puede ser cualquier organismo no humano capaz de
reaccionar tempranamente o ser sensible a un contaminante ambiental o a un estrés. El uso
de indicadores biolégicos ayuda no solo a evaluar la calidad del ambiente, sino también las
respuestas de estos organismos a los cambios ambientales provocados por la contaminacion,
reflejando ademds la historia del ecosistema (Barbour et al., 1999; Pollo et al., 2019). Los
anfibios presentan caracteristicas bioldgicas y fisiolégicas que los hacen buenos
bioindicadores (Wells, 2007), entre éstas se destacan la presencia de una piel delgada y
permeable; y un ciclo de vida bifasico que alterna etapas de vida acuatica y terrestre.
Adicionalmente, cabe destacar que ocupan un lugar de relevancia en la cadena tréfica ya que
sirven como enlaces criticos entre niveles tréficos bajos y altos dentro de una comunidad
(Duellman y Trueb, 1994; Hopkins, 2007; Young et al., 2004). Dado que habitan ambientes
gue pueden estar asociados o0 inmersos en sistemas agricolas poseen una alta probabilidad
de entrar en contacto con agroquimicos presentes en los cuerpos de agua (receptores de
contaminacion), asi como también en el suelo (sitio en donde se realiza la aplicacion directa)
(Garcia-Mufioz et al., 2010). En consecuencia, los anfibios anuros resultan ser organismos
con un importante potencial como bioindicadores ambientales tanto para el monitoreo de
campo, asi como también para evaluaciones de laboratorio, debido a la facilidad de
mantenimiento y manejo en cautiverio, su elevada capacidad de proliferacion y regeneracion
de tejido, ademas de la gran sensibilidad que presentan tanto las larvas como los individuos

adultos a los cambios del medio ambiente (Pérez et al., 2009).

Ecotoxicologiay su uso en anfibios

En los dltimos afos la preocupaciéon por el declive de anfibios a nivel mundial, asi como
también por la evidencia del incremento de la frecuencia de malformaciones registradas en la
naturaleza (Pollo et al., 2019) han llevado a un aumento de estudios ecotoxicoldgicos en estos
animales. Los contaminantes quimicos se consideran factores estresantes ambientales con

altas posibilidades de que su efecto negativo impacte también sobre la salud humana (Ankley
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et al., 2004; Peltzer et al.,, 2011). Como fue mencionado anteriormente, los anfibios son
excelentes bioindicadores del estado de conservacion de los ecosistemas, por ello, son
utilizados como modelos bioldgicos en experimentos de investigacion de toxicologia. Esto
permite la evaluacion de los efectos toxicos de diferentes productos quimicos, caracterizando
sus probabilidades de riesgo y mecanismos de accion (i.e. Paganelli et al., 2010), pudiendo
ser Utiles para determinar el rango de sensibilidad de las especies y realizar predicciones
realistas a escala poblacional (Chai et al., 2016). En este sentido, un primer acercamiento
consiste en determinar valores de toxicidad aguda de diferentes pesticidas para luego poder
evaluar los posibles efectos a menores concentraciones (toxicidad crénica). Las pruebas de
concentraciones letales (CL50) proporcionan informacion de dosis-respuesta al someter
organismos a diferentes concentraciones del quimico a estudiar. Estas permiten evaluar los
principales efectos de los contaminantes calculando la concentracion que resulta letal para el
50% de individuos expuestos durante un corto periodo de tiempo (24-96 h), o la concentracién
mas alta del efluente en la que la supervivencia no es estadisticamente significativa diferente
del control (USEPA, 1975). Por otra parte, los valores umbrales de concentraciones mas bajas
se conocen como NOEC y LOEC. NOEC (por su sigla en inglés que significa “Concentracién
de efecto no observado”) es la concentracion mas alta en un ensayo subletal que no ocasiona
un efecto adverso estadisticamente significativo en comparacion con el control y la
concentracion LOEC (en inglés: “Concentracion de efecto mas bajo”) corresponde a la
concentracion mas baja que ocasiona un efecto adverso del compuesto quimico evaluado
estadisticamente significativo respecto al control en un ensayo subletal (USEPA, 1989).

Los efectos en anfibios pueden evaluarse tanto en los estadios acuaticos como en los
terrestres, pero la fase larval es la mas utilizada en los estudios toxicol6gicos. En esta etapa
presentan gran plasticidad y existe evidencia de que son mas sensibles que los adultos frente
a los cambios ambientales, al tiempo que son de facil y econémico mantenimiento en
laboratorio (Pigliucci et al., 2006; Hopkins, 2007).

La especie en estudio: Boana pulchella

Boana pulchella (Duméril y Bibron 1841), es una especie trepadora de la familia Hylidae. El
tamarno de los ejemplares adultos generalmente no supera los 5 cm. Presenta una extensa
distribucion en el Bioma Pampa y es particularmente abundante en todo el territorio uruguayo
(Maneyro y Carreira, 2012). Habita distintos ambientes naturales tales como bosques
riberefios, bafiados con vegetacion flotante o emergente, praderas de tierras bajas inundables,
pastizales contiguos a cuerpos de agua dulce y es comun encontrarla en ambientes

antropogénicos (Maneyro y Carreira, 2012). Presenta una estrategia reproductiva prolongada
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con mayor actividad al final del verano y comienzo del otofio, y las puestas consisten en masas
gelatinosas unidas a los tallos sumergidos de plantas acuaticas (Natale et al., 2000).

Se alimenta de una variedad de invertebrados, principalmente insectos, pero con variacién en
la dieta entre individuos (da Rosa et al., 2011) asi como entre ambientes o épocas del afio

(Maneyro y da Rosa, 2004) dando idea de que se trata de una especie tipicamente generalista.

Genotoxicidad en anfibios

Un agente toxico es aquel capaz de producir una respuesta adversa en un sistema bioldgico.
Aquellos que producen algun tipo de alteracion en el material genético o en sus componentes
asociados, se les reconoce como agentes genotoxicos (Zuluaga et al., 2009). Dentro de este
término se incluyen los agentes que interaccionan tanto directa como indirectamente con el
ADN causando mutaciones y los que interfieren en algunos procesos enzimaticos de la
polimerizacién o reparacion del material proteico involucrado en la segregacion cromosémica
(Du Four, 2004; Gonzélez et al, 2004). Los efectos provocados por agentes genotoxicos son
considerados sefales de alerta temprana y se pueden determinar mediante el empleo de
biomarcadores moleculares (indicadores de eventos moleculares y celulares en sistemas
biologicos). Esta determinacién es clave en la comprension de las relaciones entre la
exposicion ambiental a quimicos téxicos y el desarrollo de enfermedades crénicas, en la
identificacion de individuos que presentan mayor riesgo; y también permite asociar los efectos
a niveles menores con los niveles superiores de organizacion ecolégica (Dursinska y Collins,
2008; Newman, 2014). En este sentido, ya han sido reportados varios estudios sobre el efecto
genotéxico provocado por distintos agroquimicos sobre anfibios de diversos grupos
taxonomicos en distintas partes del mundo (Lajmanovich et al., 2005; Cabagna et al., 2006;
Ismaeil et al., 2014; Yin et al., 2008; - 2009, Clements et al., 1997).

Uno de los métodos mas utilizados para evaluar el dafio genotoxico probable de un
agroquimico es mediante el Test de Micronucleos (MNT). Dicha prueba consiste en una
técnica citogenética en la que se realiza el conteo de micronucleos (Al-Sabti y Metcalfe, 1995).
Los micronucleos son cromatina citoplasmética que contiene cuerpos formados por
fragmentos de cromosomas excéntricos o son el resultado de cromosomas que se retrasan
durante la anafase y no pueden incorporarse en nucleos de células hijas durante la division
celular, ya sea por la falta de centromeros o por dafio en el huso mitético (ver figura 1) (Schmid,
1975). La incidencia de micronucleos es entonces un indicador indirecto de dafio cromosémico
gue demuestra un defecto en la capacidad de la célula para dividirse correctamente (Ali et al.,
2008). Puede ser aplicado a cualquier poblacion celular que se esté dividiendo
independientemente de su cariotipo (Hayashi, 2016), por ello, son utilizadas principalmente

células epiteliales o sanguineas. En anfibios, el MNT es aplicado facilmente a eritrocitos ya
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que presentan ciertas caracteristicas tales como, mayor tamafio en comparacion a los
mamiferos, son predominantes en las muestras de sangre en tasas superiores al resto de las
células sanguineas y poseen un nucleo de gran tamafio (Barni et al.,2007; Campbell 2015).
Este ensayo, posee ciertas ventajas y esta siendo cada vez mas utilizado en organismos
acudaticos para detectar posibles efectos mutagénicos y/o de dafio nuclear (Ali et al., 2008;
Gutiérrez et al., 2014). Principalmente permite evaluar de manera simultanea la inestabilidad
cromosomica, el estatus mitético y la viabilidad celular en una misma célula, el procesamiento
es sencillo, al igual que la fijacién y mantenimiento de la muestra, ademas de presentar un
bajo costo econdmico (Fenech, 2007). No obstante, esta técnica también tiene limitaciones,
ya gue estd restringida a células que atravesaron la primera division mitética y es Gtil sélo en
células somaticas nucleadas.

Ademés de los micronucleos, existen también anormalidades o aberraciones nucleares (AN)
descritas por Carrasco et al (1990) que constituyen un andlisis complementario al MNT ya que
también indican dafio genético. De acuerdo a la clasificacion propuesta por Carrasco et al
(1990), dentro de las AN se pueden distinguir entre otras: hendiduras nucleares o Notched,
células binucleadas, gemaciones nucleares o Buds y nlcleos lobulados. Todas éstas, ya han
sido observadas y reportadas en eritrocitos de anfibios como consecuencia de la exposicién
a agentes genotoxicos, entre otros (Lajmanovich et al., 2014).
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Figura 1. Diagrama de la posible morfogénesis de los micronucleos (A) y (B) algunas anormalidades nucleares en
eritrocitos de larvas y adultos de anuros. Modificado de Grazia-Andreassi et al. (2007) esquema de MNs y Migliore et al.
(2011).

Pagina 10 de 28



Objetivo

Evaluar los efectos toxicos de una sustancia de uso frecuente en nuestro pais: Picloram sal

de potasio (Torddn, 24K ®), sobre el desarrollo larvario y la metamorfosis de Boana pulchella.

Obijetivos particulares:

» Evaluar efectos letales por exposicion aguda (mortalidad) y efectos subletales por
exposicion crénica (crecimiento, desarrollo, presencia de anormalidades) en larvas de
B. pulchella expuestas a distintas concentraciones de Picloram.

* Obtener valores de concentraciéon CL50, LOEC y NOEC que sirvan de referencia para
futuros estudios de evaluacion de peligrosidad del compuesto empleado en
organismos “no blanco” (anfibios en desarrollo temprano).

» Evaluar efectos genotdxicos por exposicion aguda y crénica al herbicida Picloram en
larvas de B. pulchella.

» Determinar la frecuencia de ocurrencia de micronicleos y aberraciones nucleares en

eritrocitos de larvas de B. pulchella expuestas a distintas concentraciones de Picloram.

Hipotesis
El herbicida Picloram, introducido de manera directa o indirecta en ambientes acudaticos,

induce efectos letales y subletales a distintos niveles (individual y citogenético), incluyendo

genotoxicidad en larvas de Boana pulchella.

MATERIALES Y METODOS
Colecta de puestas

Se colectaron manualmente tres puestas de B. pulchella en charcos ubicados en la zona oeste
del departamento de Montevideo, Uruguay con baja incidencia de agroquimicos. Cada una de
las puestas colectadas se colocé en recipientes plasticos con tapa y agua del sitio a
temperatura ambiente y se trasladé al laboratorio.

Una vez en el laboratorio se mantuvieron en los mismos recintos hasta el estadio de desarrollo
9 (GS9) segun la clasificacion propuesta por Gosner (Gosner, 1960). Luego se traspasaron a
peceras de vidrio con capacidad de 25 L con agua de bioensayo (agua de red previamente
filtrada por filtro PSA que permite purificar moléculas de Cloro, metales pesados y pesticidas).
Las larvas se mantuvieron bajo condiciones controladas: temperatura del aire-agua 22+1°C,

fotoperiodo 16-8 (horas luz-oscuridad) y oxigenadores con burbujeo constante a £90 burbujas
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por minuto, hasta que alcanzaron el estadio de desarrollo 25 (GS25), momento en el que se
convirtieron en individuos con morfologia larval y opérculo completo, aptos para alimentarse
independientemente, pero con reservas energéticas de vitelo que les permite sobrevivir

durante algunos dias sin comer (Gosner, 1960).

Experimentos de concentracién aguda CL50:

Entre los estadios GS25 y GS29 se realizaron pruebas de toxicidad exploratorias preliminares
para la determinacién del intervalo de concentracién a testar en el ensayo de toxicidad aguda
CL50. Una vez determinado el rango de concentracion letal a partir de las pruebas
exploratorias, se procedi6 con los experimentos de CL50 durante un periodo de 48 horas
(CL5048hs). Se emplearon 8 larvas por tratamiento aplicando un modelo estatico sin
renovacién estandarizado segin USEPA, es decir, los organismos de ensayo fueron
expuestos a la misma solucion de prueba durante la duracion del bioensayo (USEPA, 1975).
Se suspendid la alimentacion de las larvas 24 horas antes del inicio del experimento, y durante
la realizacidn del mismo se controlaron y mantuvieron los parametros fisico-quimicos del agua
segun USEPA: oxigeno disuelto (DO) 8,2+mg/L, conductividad 247,0+mS/cm®y pH 7,5. El
fotoperiodo fue de 16:8 h luz/oscuridad y la temperatura 20£°C. Las larvas fueron colocadas
en frascos de vidrio con capacidad de 3 L. La ubicacién de los frascos y la eleccién de los
individuos empleados en cada tratamiento se realiz6 de forma aleatoria. Se revisaron y
realizaron tareas de limpieza y remocién de individuos muertos cada 24 hrs., hasta finalizar el

experimento.

Preparacion de los tratamientos.

Se empled una solucién concentrada de Picloram sal potasica férmula comercial Tordén 24K,
concentracion 240 g/L, para preparar una solucion madre de 240 mg/L. A partir de esta
solucion madre se hicieron diluciones seriadas para preparar las soluciones con las
concentraciones en un volumen final de 2 L de agua filtrada: 8.5, 10.5, 12.5, 14.5y 16.5 mg/L.
Se llevé a cabo ademas un control negativo (0,0 mg/L de Picloram). Todos los tratamientos y

el control se realizaron por duplicado.

Experimentos de concentracion cronica subletal:

A partir de los resultados obtenidos en el ensayo de toxicidad aguda CL50, de determiné el
valor NOEC como la concentracion maxima que no presenté diferencias significativas con el

control (p<0.05). Posteriormente, se procedio a realizar los experimentos de toxicidad crénica.

Péagina 12 de 28



Se utilizaron 4 larvas por tratamiento y se aplico6 un modelo estatico con renovacion
estandarizado segun USEPA (1975), en donde los organismos de prueba se exponen a una
solucion nueva de la misma concentracion de la muestra cada 48 horas mediante la sustitucion
de la totalidad de la solucién (USEPA, 1975). Se evaluaron dos tratamientos (TOy T1) y un
control negativo (C=0,0 mg/L de Picloram), en todos los casos se realizaron tres réplicas de
cada uno. El primero de los tratamientos (TO) consisti6 en la colocacion de renacuajos
expuestos en algin momento de su desarrollo a concentraciones de Picloram menores a la
NOEC (< NOEC). Por su parte, en el segundo tratamiento (T1) la concentracion de Picloram
correspondié al valor NOEC preparado del mismo modo que para el ensayo CL50 a partir de
una dilucién de una solucion madre de 240 mg/L. El experimento se extendié hasta que al
menos una de las lavas expuestas al herbicida alcanzé el estadio 45 (GS45), momento previo
al climax metamérfico (Gosner, 1960). La duracién del experimento fue de ocho semanas. Las
larvas fueron alimentadas con lechuga hervida (Lactuca sativa) y alimento en escamas para
peces (Espirulina) durante todo el experimento. Cada vez que se realiz6 el cambio de solucion
(48 hrs) se midieron y mantuvieron constantes los parametros fisico-quimicos del agua (DO,
conductividad, pH y temperatura) segun USEPA. El fotoperiodo fue de 16:8 h luz/oscuridad y
la temperatura 21+°C. Una vez cada 15 dias todos los organismos de prueba fueron pesados
en balanza de precision Radwag WTB 2000 con capacidad maxima: 2 kg; resolucion: 0,01 g,
linealidad: +/- 0,03 g, para determinar su masa corporal; y fotografiados para una posterior
determinacion de medidas morfolégicas tales como: profundidad méaxima de la aleta caudal
(TD), longitud maxima de la cola (TL), profundidad maxima del musculo de la cola (MD),
profundidad maxima del cuerpo (BD), longitud maxima del cuerpo (BL), ancho maximo del
musculo de la cola (TW), y ancho maximo del cuerpo (BW) segun (Relyea y Werner, 2000)
(ver figura 1). Las mediciones se determinaron mediante el uso del software Micrometrics SE
Premium. Una vez finalizados los experimentos cronicos subletales, se sometieron cuatro
nuevas larvas a un tratamiento con concentracion aguda (T2) de 18 mg/L de Picloram. El
mismo se realiz6 por triplicado y bajo las mismas condiciones. Tuvo una duracion de 24 horas

y durante este tiempo las larvas no fueron alimentadas.
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Fig. 1. Lateral and dorsal views of a wood frog tad-
pole showing the seven linear measures used in the
analyses of morphological plasticity (BD = body
depth, BL. = body length, BW = body width, TD =
tail depth, TL = tail length, MD = muscle depth, and
MW = muscle width).

Figura 1: Vistas lateral y dorsal de larva de anuro que muestra las siete medidas lineales utilizadas en los
analisis de plasticidad morfolégica: profundidad del cuerpo BD, longitud del cuerpo BL, profundidad de la
cola TD, longitud de la cola TL, profundidad del masculo de la cola MD, ancho del cuerpo BW y ancho del
musculo de la cola TW. Extraido de Relyea y Werner, 2000.

Ensayo de micronucleos en eritrocitos (MNT)

Las larvas sobrevivientes de los experimentos por exposicion a concentraciones agudas (T2),
cronicas (TO y T1) y las correspondientes al control (C) fueron sometidas a ensayo de
micronucleos en eritrocitos (MNT). Los renacuajos fueron eutanasiados con eugenol al 10%,
posteriormente se les extrajo sangre por decapitacién y/o puncion cardiaca y se prepararon
de cada uno, frotis de sangre periférica sobre portaobjetos limpios por duplicado. Se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 24 horas y se fijaron con etanol absoluto durante 15
minutos; luego se tifieron con naranja de acridina para su procesamiento. La frecuencia de
microndcleos (MNs) se determiné en 1000 eritrocitos por portaobjetos, utilizando un
microscopio de epi-fluorescencia Zeiss Axioplan 2 con 1000X de magnificacion de acuerdo
con los criterios de Krauter (1993), Lajmanovich et al. (2005) y Cabagna et al. (2006). Se
observaron y registraron MNs, asi como las aberraciones nucleares (AN) presentes.

Los métodos de colecta, experimentacién y eutanasia se encuentran contenidos dentro de los
protocolos experimentales nimero 474 y 684 aprobados por la Comision de Etica en el uso
de Animales (CEUA) de la Facultad de Ciencias.

Criterios generales para identificacion y reconocimiento de MNs (Schmid 1975; Fenech
2000; Zalacain et al., 2005)

» El didmetro del micronucleo debe oscilar entre 1/16 y 1/3 del diametro del nicleo
principal y debe estar separado de éste.
» Debe haber una identificacion clara del limite nuclear.

* No debe ser mas refractivo.
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» Debe tener un color e intensidad como la del ndcleo principal o mayor, su forma
puede ser esférica u oval.

» Debe estar incluido en el citoplasma celular.

Procesamiento y andlisis de datos

Los andlisis estadisticos para la determinacion de la concentracién CL50 fueron realizados en
el software BioEstat 5.0. Se utilizé el test no paramétrico Spearman- Karber, con un nivel de
confianza del 95%. Se comprobo en todos los casos la normalidad de los datos mediante test
Shapiro-Wilk y se establecié un nivel de significancia a=0.05. Los individuos al comienzo de
los experimentos por exposicion cronica presentaron diferencias de tamafio, por lo cual, para
su correccion se utilizé el valor delta () de cada variable morfolégica medida (diferencia de
las medidas al final e inicio del ensayo). De esta manera se compensa el efecto de
heterogeneidad de la muestra que podria actuar como un factor de distorsion en los analisis
morfolégicos. Para comprobar si existen diferencias estadisticamente significativas de las
variables morfolégicas entre los tratamientos se aplico el test no paramétrico de Kruskal Wallis
(a=0.05). Las tasas de desarrollo y crecimiento de las larvas se calcularon siguiendo la
ecuacion de Teplitsky et al. (2003) (ver figura 2). Posteriormente se realizd un analisis de
varianza ANOVA para comprobar si existen diferencias entre dichas tasas de crecimiento

entre los tratamientos.

finall weight
Ln B0 imitial weight
Growth rate = exp -

oumber of days of experimentation

Figura 2: Ecuacion para el célculo de tasa de crecimiento. Extraido de Teplitsky, 2003.

Se determind la frecuencia de ocurrencia de MNs sobre un total de 1000-2000 eritrocitos
contabilizados. Dado que los datos obtenidos no presentaron una distribucién normal para
ambas frecuencias (MNs y AN), se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis (p<0.05) para comparar las diferencias entre los grupos testeados (C, TO, T1 y T2).
Para los casos en donde se encontraron diferencias significativas se realiz6 el test post-hoc
de Tukey (0=0.05). Se determiné el grado de asociacion entre las variables de respuesta
(frecuencia de AN y MNSs) y los tratamientos mediante el coeficiente de correlacién de
Spearman (Rs) (a=0.05). El ordenamiento de los datos, los andlisis estadisticos y los gréficos

fueron realizados con el software RStudio (2015), utilizando los paquetes agricolae, ggplot2,

tidyverse, plyr y dplyr.
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RESULTADOS

Los efectos letales ejercidos sobre larvas de Boana pulchella por la formulacion en estudio,
Tordén ® K24, permitieron estimar una CL5048hs de 16,5 mg/L, una LOEC de 14,5 mg/L y
una NOEC de 12.5 mg/L en las 48 horas de duracién que tuvo el experimento. No se
encontraron diferencias significativas entre los 6 de las variables morfoldgicas medidas y la

masa de los individuos, entre los distintos tratamientos de los experimentos de concentracion

subletal (figura 3). La tasa de crecimiento tampoco mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0.142, a=0.05).

Figura 3: Vistas lateral y dorsal de larva de B. pulchella que muestra las siete medidas morfolégicas tomadas durante
los experimentos de exposicion crénica. A (vista lateral): profundidad del cuerpo BD, longitud del cuerpo BL,
profundidad de la cola TD, longitud de la cola TL, profundidad del musculo de la cola MD. B (vista dorsal).

Los eritrocitos maduros de las larvas de Boana pulchella presentan forma ovalada con un
Unico nucleo central bien definido y visible, permitiendo el reconocimiento del citoplasma con
facilidad (ver figura 4 A). Los micronacleos (MNs) fueron observados e identificados como
fragmentos nucleares esféricos separados del nucleo principal (ver figura 4 B, C y D). Algunos
de los eritrocitos, presentaron alteraciones morfologicas (AN). Para la identificacion y la
clasificaciéon de las AN se sigui6 a Carrasco et al. (1990). La mayoria de las AN observadas
fueron del tipo Notched, encontrandose también nucleos lobulados, puentes y células

binucleadas (ver figura 4 C, D, E, F).
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Figura 4. Células sanguineas de larvas de B. pulchella. A: célula normal (flecha punteada) y presencia de microntcleo

(flecha blanca). B: Célula con dos micronucleos (flecha blanca). C: microntcleo (flecha blanca) y aberracion nuclear:
hendidura (flecha blanca punteada). D: Puente (flecha blanca) y microntcleos (flecha punteada). E: célula binucleada

(flecha blanca) F: nucleo lobulado (flecha blanca).

El formulado Tordon ® K24 no causé diferencias significativas en la frecuencia de
micronucleos. Las comparaciones revelaron valores mas altos en los tratamientos con
concentraciones subletales, T1 y TO respectivamente (ver figura 5). En contraste con lo
observado en MNs, las frecuencias de anomalias nucleares fueron mayores en el tratamiento
gue presenta la concentracién aguda T2 (ver figura 6).

Cuando las AN se analizaron por separado, se encontraron diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0.04, a=0.05). Se registro la mayor diferencia entre el T2 en comparaciéon con
el control (p=0.003, a=0.05). Los resultados del analisis post- hoc Tukey se muestran en la
tabla 1. El grado de asociacién entre las variables de respuesta y los tratamientos resulté
positiva y significativa para AN (Rs=0.69), no encontrandose significancia estadistica para
MNs (Rs=0.31).
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Figura 5. Grafico de distribucién de frecuencia de microntcleos (MNs) en cada tratamiento (medianas y
cuartiles).

Tratamiento

Figura 6. Grafico de distribucién de frecuencia de aberraciones nucleares (AN) en cada tratamiento
(medianas y cuartiles).
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Tabla 1. Resultados de las comparaciones de frecuencia entre los tratamientos-Tukey.

Tratamientos Valor p-adj
TO-C 0.132
T1-C 0.211
T2-C 0.003
T1-T0 0.998
T2-TO 0.023
T2-T1 0.029

DISCUSION

El valor calculado (18.5 mg/L) del estimador de toxicidad aguda CL50 brind6 informacién
acerca de la toxicidad de la formulacion Tordon ® K24 en larvas de Boana pulchella,
permitiendo la posterior comparacién de la sensibilidad diferencial en los ensayos realizados
concentraciones subletales (USEPA, 1975; ASTM, 1989; Diaz-Baez et al., 2004). Por lo tanto,
estos experimentos a corto plazo aportan valores de concentracion umbral (CL50, NOEC,
LOEC) y antecedentes del compuesto en estudio que son de utilidad para el disefio de futuras
investigaciones (Klassen, 2008). Es importante resaltar que nuestro resultado de
concentracion letal media (16.5 mg/L) difiere con el Unico trabajo reportado en la regién para
la misma férmula comercial de Picloram en larvas de Rhinella arenarum, donde la CLsosshrs fue
de 0.025 mg/L (Lajmanovich, 2013). Posiblemente, al tratarse de dos especies provenientes
de Familias diferentes de anuros (Hylidae y Bufonidae) presentan distintos rangos de
sensibilidad. Otra referencia bibliogréfica acerca de la toxicidad de Picloram en renacuajos de
anuros australianos, sugiere toxicidad moderada para larvas de Adelotus brevis (123.0 mg/L)
y Limnodynastes peroni (116.0 mg/L) (Johnson, 1976). Estos valores difieren de los
encontrados para B. pulchella (18.5 mg/L), probablemente porque se evaluaron distintas
férmulas comerciales. Explicitar cual es la formulacién empleada, es muy importante a la hora
de brindar informacién de la toxicidad de distintos compuestos, ya que se han reportado
diferencias entre distintas férmulas comerciales de un mismo principio activo (Kénen & Cavas,
2008; Lajmanovich, 2013). Considerando los antecedentes, podriamos plantear, segun
nuestros resultados, que el herbicida Tordon ® 24-K es muy toxico para larvas de Boana
pulchella, pero mucho menos téxico respecto a lo observado en larvas de Rhinella arenarum.
En cuanto a los resultados obtenidos luego de realizadas las pruebas por exposicion cronica,
podemos decir que, no se encontré variabilidad con significancia estadistica de las variables
medidas, lo cual podria explicarse por el tamafio reducido de la muestra. Si bien a priori se
podria adjudicar una ausencia de sensibilidad de las larvas de la especie en estudio, se sabe

que, el factor densidad ejerce una presion importante sobre el tamafio corporal alcanzado por
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los renacuajos, el cual refleja la plasticidad que presentan los mismas (Maneyro y Francescoli,
2019). Asimismo, Carabio (2017) report6 plasticidad fenotipica en larvas de B. pulchella al
encontrar en muestreos de campo, aparentes diferencias morfolégicas sobre la altura del
musculo de la aleta caudal y la forma del cuerpo. En este trabajo se plantea que estas
diferencias posiblemente sean consecuencia del uso de fitosanitarios tales como AMPA (&cido
aminometilfosfénico) y Glifosato. Por otra parte, se han reportado trabajos en Rhinella
arenarum donde se registran diferencias de tamafio, retrasos en el tiempo de desarrollo,
menores tallas alcanzadas una vez completada la metamorfosis, asi como también diferencias
comportamentales (Svartz, 2014). Asimismo, también se ha determinado el potencial toxico
del herbicida en estudio en larvas de Rhinella arenarum, reportando dafio a distintos niveles
(Lajmanovich, 2013). Los recientes trabajos mencionados utilizaron un tamafio de muestra
mayor respecto al empleado en el nuestro, por lo que, posiblemente esta sea una explicacion
de los resultados obtenidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la observacion de microndcleos, si bien no se
encontraron diferencias significativas en la frecuencia de ocurrencia de MNs entre los
tratamientos (p=0.17, a=0.05), se puede observar una tendencia similar en la distribucion de
los datos en el tratamiento mas concentrado (T2) respecto al control (C). Tanto en el control
como en dicho tratamiento no se registra practicamente efecto de presencia de micronucleos.
El hecho de que no se observen diferencias significativas entre los tratamientos puede
deberse al tamafio muestral, ya que se utilizaron muestras pequefias y con poca cantidad de
réplicas. De todas maneras, esta tendencia concuerda con publicaciones previas que indican
gue las larvas de anfibios resultan ser organismos susceptibles a dafios genéticos causados
por bajas concentraciones de distintos tipos de contaminantes xenobiéticos durante cortos
tiempos de exposicion (Ralph et al., 1996; Clements et al., 1997). Asimismo, este resultado
se alinea con lo reportado por Natale et al. (2018) en donde se expusieron larvas de B.
pulchella al insecticida Pirimicarb (férmula comercial: Aficida®) y el analisis demostré que la
frecuencia de MNs disminuy6é como funcion dependiente de la concentracion. Por otra parte,
sucede lo opuesto cuando se analizan las aberraciones nucleares (AN). El tratamiento mas
concentrado (T2) fue el que presenté mayor frecuencia de aberraciones respecto al resto de
los tratamientos evaluados, registrandose la mayor diferencia entre T2 y C. Esto podria
deberse a que las mayores concentraciones del formulado Torddén K24® estarian causando
un efecto téxico y/o inhibitorio que impactaria en la division mitética provocando un retraso del
ciclo celular y la consecuente alteracion en la tasa de renovacion de los eritrocitos circulantes,
y de esta manera, no podria ser visualizado el dafio inducido en el ADN por el herbicida (Cavas
Ergene-Goziikara, 2003a; Rodriguez-Cea et al., 2003). Por otra parte, no todas las células

dafadas alcanzan a completar un ciclo de division debido a que pueden entrar en un proceso

Pagina 20 de 28



de apoptosis y serian eliminadas rdpidamente del organismo (Fenech, 2007). Por lo tanto, la
formacion de alteraciones nucleares, podria estar reflejando dicho proceso mediante el efecto
de citogenotoxicidad (Seriani et al., 2012). Cabe resaltar que la mayor frecuencia de
anormalidades, representa un mecanismo de vigilancia para eliminar células con dafio
geneético (Cavas & Ergene-Gozikara, 2003b). Los diferentes tipos de AN, son muy
importantes, ya que brindan informacion acerca del estado celular. A modo de ejemplo, se ha
reportado que la existencia de células binucleadas o sin nlcleo presente, se ve incrementada
bajo situaciones de estrés tales como, alteraciones de la dieta, patologia, dafio metabdlico,
etc. (Fijan, 2002). Los nucleos picnéticos (con cromatina altamente condensada) estan
asociados con dafio en el ADN y apoptosis (Saquib et al., 2012). Del mismo modo, nuestros
resultados evidencian el dafio a nivel genético provocado por el herbicida Picloram. Otra
consideracion a tener en cuenta es que la variabilidad en la frecuencia de AN y MNs puede
estar relacionada con la capacidad metabdlica y los mecanismos de reparacion del ADN, asi
como con la proliferacion celular (Rodriguez-Cea et al., 2003). En este sentido la tasa de
reemplazo de células muertas o dafiadas para mantener condiciones fisioldgicas normales o
inhibicion de la division nuclear de expresion en el 6rgano diana afectan la expresion de MNs
(Bolognesi & Hayashi, 2011).

De acuerdo a estudios preliminares, las aberraciones nucleares pueden considerarse
manifestaciones de los efectos causados por xenobibticos (Gravato & Santos, 2002;
Kirschbaum et al., 2009). Es asi, que tanto las alteraciones en la morfologia nuclear y la
formacion de micronucleos en los eritrocitos se consideran un parametro Util para evaluar los
efectos genotoxicos de los contaminantes ambientales y deben de ser tomadas en cuenta en
el test de MNT (Gravato & Santos, 2002; Kirschbaum et al., 2009). Cabe destacar, que, al
analizar las frecuencias de cada una de las variables indicadoras del dafio, estas no presentan
el mismo grado de correlacion de dosis-respuesta; sin embargo, conforme a las predicciones
esperadas, la formacion de MNs y AN observada evidencian la induccion de dafio genotoxico
del herbicida.

CONCLUSION Y PERSPECTIVAS

El presente trabajo resulta una primera aproximacion en la evaluacion de la toxicidad del
herbicida Picloram en Uruguay. Si bien no se encontraron diferencias significativas a nivel
macroscopico, en la tasa de crecimiento, ni en la talla alcanzada al final de los experimentos
por exposicidn cronica, se logré determinar con éxito el valor de la concentracion letal media
(CL50). La falta de significancia estadistica en algunos de los resultados obtenidos pueden

ser producto del pequefio tamafio muestral, por lo cual seria conveniente mejorar este aspecto
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en futuros trabajos, con el fin de obtener una mayor robustez estadistica. También, seria
recomendable, evaluar otros aspectos tales como, alteraciones en el comportamiento y tiempo
de metamorfosis, asi como realizar un analisis morfolégico a nivel microscépico de las larvas
utilizando herramientas como la Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). Estos serian
abordajes complementarios y de relevancia, puesto que ya se han reportado estudios que
indican la peligrosidad de distintos agroquimicos a los niveles antes mencionados. En futuros
trabajos seria interesante comprender si los efectos observados en la especie estudiada son
consistentes con los observables en otras especies de anfibios con potencial bioindicador, asi
como el efecto causado por otros agroquimicos de uso frecuente.

Por otra parte, nuestros resultados indican que el herbicida Picloram provoca efectos
genotdxicos en las larvas de B. pulchella, reportandose mayor frecuencia de ocurrencia de
aberraciones nucleares por exposicion a concentraciones agudas, mientras que a
concentraciones subletales se registran mayores frecuencias de micronucleos, mostrando
coherencia con los antecedentes bibliograficos. En este sentido, los valores umbrales (CL50
y NOEC) de concentracién del agroquimico resultan de gran relevancia a la hora de poder
predecir y evaluar la dosis/respuesta genotdxica. Los resultados de la presente tesina,
reafirman que el test de MNT es una buena herramienta para la evaluacion de genotoxicidad
provocada por exposicion a agentes toxicos y que estos datos pueden ser muy Utiles para la
elaboracion de planes de accion que favorezcan la conservacion de especies y ensambles de
anuros, asi como también reafirman el uso de estos animales como bioindicadores para el
biomonitoreo. Al mismo tiempo se podria abordar el mismo tipo de estudio en otras especies
gue permitan predecir el efecto especie-respuesta puesto que se han reportado diferencias
interespecificas de sensibilidad genotéxica (Bolognesi & Hayashi, 2011). Seria oportuno
aplicar otro tipo de ensayo como lo es el ensayo Cometa o también conocido como
electroforesis alcalina de células individuales, que brinda informaciéon complementaria, ya que
permite detectar con alta sensibilidad una gran variedad de dafios del ADN (Rodriguez-Rey
et al., 2016). Por ultimo, resultaria enriquecedor hacer un abordaje aplicando técnicas de
mesocosmos Yy/o limnocorrales que permiten la evaluacién de los efectos provocados por
agroguimicos en la naturaleza. Los ensayos de mesocosmos permiten determinar el grado de
persistencia de los agroquimicos en el suelo y su incidencia sobre las larvas de anuros. Por
su parte la aplicacion de limnocorrales en campo permite un estudio a escala especie-
individuo in situ. Ambos enfoques complementarian los resultados observados en condiciones

in vitro como las realizadas en la presente tesina.
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