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Resumen

En el presente trabajo se resefia la problemética ambiental relacionada con la aplicaciéon de
agroquimicos, en particular con respecto a su impacto sobre organismos no-blanco como los
anfibios anuros de la region centro-este de la Argentina. Se detallan los principales
biomarcadores no destructivos que permiten detectar la presencia de estresantes ambientales
y su importancia como herramientas en los programas de monitoreo para la proteccion de la
fauna silvestre. Se discute también sobre el polémico herbicida glifosato y las perspectivas para
las generaciones futuras.
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Agrochemicals and their impact on amphibians: A difficult dilemma to
solve

Summary

In the present study the environmental problematic related to the application of agrochemicals,
particularly with respect to its impact on non-target organisms, such as amphibians anurans of
the central-eastern of Argentina were described. The main non-destructive biomarkers used to
detect the presence of environmental stressors and their importance as tools in monitoring
programs for the protection of wildlife were detailed. The controversial herbicide glyphosate and
the prospects for future generations are also discussed.
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Contextualizacion del problema

Uno de los mayores desafios a nivel mundial es el de lograr un uso racional de los
insumos quimicos que sustentan a los sistemas productivos. Esta dependencia de los
agroquimicos se incrementd, en forma exponencial, en la denominada "revolucién verde" de la
década de 1960. En esos anos, se especul6 que se iba a terminar con el hambre en el mundo,
lejos de cumplir su cometido; aun hoy, y luego de décadas de mejoramientos genéticos de las
semillas y de la aparicién de los organismos modificados genéticamente (OMG), se considera
que los aumentos en toneladas de granos no solucionan esta pandemia. Esa situacién ha sido
reconocida por una de las revistas cientificas mas prestigiosas del mundo (Nature), que en su
editorial de julio de 2010 se pregunta ;Como alimentar a un mundo hambriento? y admite que
la ciencia y la tecnologia, por si mismas, no son una panacea para liberar a la humanidad del
hambre, su causa es la pobreza, no la falta de produccién de alimentos [1]. Esta problematica,
en un contexto internacional de suba de precios de los recursos alimenticios, impacta
substancialmente en la economia argentina y en la de paises considerados grandes
productores de oleaginosas de América Latina como Brasil, Paraguay y Bolivia, que en los
Ultimos afios han aumentado sus superficies sembradas y en consecuencia, el uso de

agroquimicos se ha incrementado extraordinariamente.

Luego de esta breve introduccion, que a manera de prélogo intenta contextualizar
globalmente el tema de este articulo, se brindara una sintesis de cuales han sido algunos de
los avances en la comprension de los efectos de los agroecosistemas y los agroquimicos sobre
la fauna silvestre - en especial en los anfibios (sapos y ranas) - del centro este de la Argentina.

Breve mencidon sobre algunos de los estudios realizados por la Catedra de
Ecotoxicologia de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas (FBCB)

En cuanto al grupo de investigacion con sede en la Catedra de Ecotoxicologia de la
(FBCB), son precursores, en la regién centro este de la Argentina, sobre el tema de la
caracterizacion del riesgo ambiental de los agroquimicos utilizados masivamente sobre larvas y
adultos de anfibios. Para hacer un breve resumen, desde el afio 1998 que estudian el efecto de
herbicidas como el paraquat sobre larvas de anfibios [2] y realizan evaluaciones sobre la
induccién que produce el insecticida cipermetrina en el desarrollo de procesos apoptéticos
(muerte celular programada) de las células nerviosas [3,4]. Los tres trabajos antes
mencionados fueron realizados en colaboracion con la Facultad de Bioingenieria de la
Universidad Nacional de Entre Rios. Igualmente, comprobaron la accidon del herbicida glifosato
en la produccién de modificaciones morfolégicas y etoldgicas [5,6], el poder genotéxico del
insecticida endosulfan e inhibitorio de los niveles enzimaticos de B-esterasas del fenitrotion
[7,8]. Recientemente demostraron, por primera vez para las larvas de anfibios, que distintas
formulaciones comerciales de glifosato inhiben la actividad de las enzimas colinesterasas y de
stress oxidativo (butirilcolinesterasa, BChE; acetilcolinesterasa, AChE; carboxilesterasa, Cb y
glutation-s-tranferasa, GST) y corroboraron la toxicidad diferencial de distintas marcas
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comerciales de este producto [9]. Asimismo, han caracterizaron los niveles basales de BChE,
AChE y CbE en diversas especies de anfibios y reptiles representativas de los ecosistemas
regionales [10-12]. Cabe mencionar, que estos estudios son los primeros en Sudamérica en
utilizar metodologias no destructivas y técnicas de reactivacién in vitro en estos vertebrados.
Recientemente, también demostraron la interferencia de plaguicidas organofosforados (OFs)
(fenitrotién) y fungicidas (trifloxistrobin) en las interacciones depredador-presa [13,14].

Por otra parte, en 2005 senalaron la implicancia de los anfibios en el control biolégico
de plagas dentro de los cultivos de soja, situacion que los expone directamente a los
agroquimicos y los hace excelentes modelos de estudio para sus efectos a campo [15,16]. De
la misma forma, han permitido establecer la variacion intraespecifica e interespecifica respecto
de parametros de estructura poblacional y de comunidad de anfibios en cultivos de soja, arroz y
fragmentos de bosques nativos [17,18], asi también han determinado el efecto de la
eutrofizacién (aumento de materia organica producido principalmente por el uso masivo de
fertilizantes) de lagunas agricolas sobre el estado de salud y supervivencia en larvas de
anfibios [19]. En ultimo lugar, luego de diez afios de muestreo realizaron la primera compilacién
sobre anormalidades de anuros para la Argentina [20] y observaron la relacion de este
fenémeno, respecto de los ambientes con actividad antrdpica intensiva (suburbios y cultivos).
En la figura 1 se ilustran algunos ejemplos de los temas tratados en este apartado.
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Figura 1:Evidencias sobre los efectos de los agroquimicos en larvas y adultos de anfibios

anuros. A. Letalidad y cola bifurcada en larvas de Lysapsus limellum expuestas a endosulfan.
B. Cola bifurcada en larvas de Scinax nasicus en laguna agricola. C. Polimelia (miembros
extra) en Rhinella arenarum. D. Edemas abdominales y nataciéon inversa en larvas de
Dendropsophus nanus. E. Mortalidad de peces (Prochilodus platensis) y anfibios (Pseudis
paradoxa). F. Ausencia de queratinizacién en zona ocular de Rhinella shneideri. G. Envase de
fertilizante en areas de cultivo de arroz.

Exposiciones directas (residuos de plaguicidas)

Los estudios sobre la presencia de residuos de plaguicidas son muy significativos,
debido a que son uno de los pocos indicadores directos que se puede tener sobre la exposicion
de los animales a estos xenobiéticos [21]. En las provincias de Santa Fe y Entre Rios hace
varios anos que se vienen detectando residuos de plaguicidas en vertebrados de la fauna
autoctona (peces y anfibios) [22-24]. Se destaca el hallazgo del insecticida clorado endosulfan,
que con un rango de 5-39 ng/g se encontrd en el 42,1 % de los anfibios evaluados (rana criolla,
Leptodactylus latrans; rana chaquefa, L. chaquensis; rana del zarzal, Hypsiboas pulchellus y
sapo buey, Rhinella schneideri). Este escenario es muy peligroso ya que el endosulfan tiene
efectos estrogénicos [25,26] y autores como Park y col. [27] demostraron que bajos niveles de
endosulfan (5 ppb) interfieren en los mecanismos ferohormonales de anfibios urodelos.
Posteriormente, Lajmanovich y col. [7] comprobaron su efecto mutagénico para las larvas de
anfibios y Peltzer y col. [19] hallaron residuos de endosulfan en cuerpos de agua de Entre Rios
(25.9 ng/l), por sobre los limites de proteccién para la fauna acuatica de la Argentina (8 ng/l).
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Estudios realizados a campo, en cuerpos de aguas someros de la region pampeana de la
Republica Argentina, mostraron que algunos de los agroquimicos de uso frecuente en los
cultivos de soja detallados en la Tabla 1, causan, en sectores puntuales y periodos limitados al
momento de su aplicacién y posteriores lluvias, mortalidad de invertebrados [28], peces [29] y
larvas de anuros [30]. Con concentraciones de cipermetrina de 64,1 pg/l en agua y 480,1 pg/kg
en sedimentos y del insecticida clorpirifés de 5,07 pg/l en agua y 50,5 pg/kg en sedimentos
[31,32]. Asimismo, datos obtenidos al norte de la provincia de Buenos Aires [33] indican que los
residuos de glifosato en agua varian desde 0,10 hasta 0,70 mg/l, mientras que en los
sedimentos y los suelos, los valores estan entre 0,5 y 5,0 mg/Kg. Del mismo modo, Jergentz y
col. [34] y Peltzer y col. [19] observaron, en algunas regiones intensamente cultivadas de la
Argentina que dos de los insecticidas mas ampliamente usados (cipermetrina y endosulfan)
eran detectados en sedimentos, particulas en suspensién y agua en concentraciones que
exceden los niveles permitidos para la proteccion de la vida silvestre. Cabe destacar que el
endosulfan y sus productos formulados son considerados por la Agencia de Proteccion
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) como sustancias altamente peligrosas. El uso de
este insecticida ha sido prohibido en la Comunidad Europea, Colombia, Belice y Singapur.
Ademas, tiene un uso restringido en muchos otros paises por su comprobada potencialidad
mutagénica, teratogénica y cancerigena. Recientemente, también ha sido prohibido en la
Argentina (resolucién SENASA N® 511/2011), no obstante esto, el propio organismo da permiso
a las empresas hasta el 12 de julio de 2013 para comercializar los remanentes de mercaderias

que tengan en depdsito.
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Tabla 1. Clasificacion toxicologica de agroquimicos utilizados frecuentemente en los cultivos
extensivos de la Republica Argentina.

Agroquimico = Compuesto N°CAS Clase Quimica IARC USEPA OMS
Herbicida Glifosato 1071-83-6 Fosfonoglicina NL P Il
Insecticida Cipermetrina  67375-30-8 Piretroide NL C Il

Clorpirifos 2921-88-2 Organofosforado NL E I

Dimetoato 60-51-5 Organofosforado NL C I
Endosulfan 115-29-7 Organoclorado NL NP I
Metamidofés 10265-92-6 Organofosforado NL E Ib
Permetrina 54774-45-7 Piretroide 3 S I
51877-74-8
Fungicida Mancozeb 8018-01-7  Ditiocarbamato-Zinc  NL B2 U

IARC (Agencia Internacional de Investigacion de Cancer)

Grupo 3: No clasificable como carcinbgeno (datos incompletos) NL: No Listado.
Clasificacion de USEPA (carcinogenicidad)

Grupo B2: Suficiente evidencia de carcinogenicidad; Grupo C: Posible carcinégeno humano;
Grupo E: Evidencia de no-carcinogenicidad para humanos. P: probable carcinégeno. NP: No
probable S: Sugerido pero no suficiente para ser carcindégeno.

Clasificacion de toxicidad aguda de la organizacién mundial de la salud (OMS)

Ib: Altamente peligroso; Il: Moderadamente Peligroso; lll: Levemente peligroso; U: es poco
probable que produzca un peligro grave.

Los biomarcadores como herramientas de estudio

A diferencia de los insecticidas drganoclorados, los (OFs) y carbamatos (CBs)
presentan una baja persistencia ambiental [35] y son dificiles de evaluar por medio de analisis
quimicos, tanto en tejidos o en matrices ambientales. Esta aparente dificultad es salvada con el
empleo de biomarcadores, que son pardmetros medibles en distintos organismos que se
alteran por la exposicién, en este caso a esos insecticidas. Dentro de estos, los biomarcadores
no destructivos, en los cuales no es necesario sacrificar al individuo para la toma de muestra,
han recibido especial atencién en los programas de monitoreo biolégico [36-41] debido a que
pueden aplicarse en muestreos sucesivos a campo e inclusive, conocer estos parametros en
especies en vias de extincion o con escaso numero de individuos.
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Entre los distintos biomarcadores no destructivos utilizados, los analisis hematolégicos
(determinaciones quimicas en plasma o suero y hemograma) son unos de los mas usados para
la prevencién, diagndstico, pronéstico y tratamiento de las enfermedades en los seres humanos

y en otras especies animales.

Con el objetivo de desarrollar sistemas de monitoreo no destructivos en estudios
herpetolégicos (anfibios y reptiles), se ha empleado el andlisis de la actividad de la BChE
sanguinea para evaluar la exposicién de la fauna de anfibios de Santa Fe y Entre Rios a los
OFs y CBs [40, 42, 11]. En lo que respecta a los reptiles, si bien se han utilizado las
colinesterasas como biomarcadores bioquimicos de exposicién en biomonitoreos [43], son
escasos los estudios de este tipo que hayan implicado a especies de la Argentina como el
lagarto overo (Tupinambis merianae) [12]. Cabe mencionar, que si bien los reptiles son
indicadores ambientales sensibles, en regiones himedas y templadas como en las provincias
del Litoral Fluvial argentino, los anfibios por su mayor diversidad, abundancia y

representatividad tienen una mayor relevancia ecolégica.

Por otra parte, el hemograma, y dentro de este, los recuentos relativos de leucocitos en
anfibios anuros, fueron propuestos para la evaluacion del sistema inmune inespecifico [44], de
individuos expuestos a situaciones de estrés [45-47] y como parametro indicativo de
poblaciones provenientes de sitios contaminados [48-50]. También se observaron alteraciones
en la morfologia de los eritrocitos en casos de exposicidbn de aminas aromaticas, metales y
estrés [49,51].

La existencia de nucleo en los hematies de los anfibios incorpora un nuevo aspecto a
tener en cuenta en la evaluacion de la morfologia sanguinea: la presencia o no de alteraciones
nucleares. Dentro de éstas, la mas ampliamente utilizada para evaluar genotoxicidad de
sustancias es la generacion de microndcleos [7,51-56]. Como su nombre lo indica, los
micronucleos son masas de cromatina con forma de pequenos nucleos que pueden originarse
de manera espontanea o como respuesta a la accién de determinados agentes. Cuando esto
ocurre, el material genético que se desprende queda excluido y del nucleo de la célula hija, lo
que origina uno o varios nlcleos de menor tamano que el primario denominados
"micronucleos”, visibles facilmente al microscopio O6ptico (Figura 2). El material genético
desprendido puede derivar de cromosomas enteros o de fragmentos cromosdémicos que
quedan excluidos de los nucleos de las nuevas células durante anafase mitética.
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Figura 2: Micronucleo (flecha) en eritrocitos de renacuajos de la ranita nadadora (Pseudis

minuta).

Como para la mayoria de estos biomarcadores, no existen valores basales para la
fauna silvestre, por lo tanto para su valoracion, simultineamente se recolectan (como
controles) las mismas especies en reservas naturales o lugares no impactados por
agroquimicos (islas del rio Parand, sitios inundables, etc.). Los animales son trasladados
durante la noche al laboratorio en recipientes plasticos himedos y oscuros tratando de evitar
situaciones de estrés. Una vez en el laboratorio, se los aclimata durante unas horas y se
realizan las extracciones de sangre, por puncién cardiaca en el caso de los anfibios y por
puncién de una vena caudal en reptiles. Se determina el sexo y se registran las medidas
biométricas de rutina como el largo y el peso del animal. Siguiendo las mismas precauciones
de traslado, los especimenes se restituyen en a los mismos sitios donde fueron hallados. En
caso de que las distancias al laboratorio no permitan seguir estas metodologias las
extracciones se realizan en el lugar de recoleccion.

El herbicida glifosato, ultimos descubrimientos y reflexion final

Sin lugar a dudas el herbicida glifosato es el quimico mas controvertido del modelo
productivo de los OMG y en la Argentina tiene un uso declarado de aproximadamente unos 200
millones de litros [57]. A nivel mundial, existen alrededor de 400 citas de trabajos cientificos
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sobre su toxicidad en distintos modelos animales (de laboratorio y de vida silvestre) que
pueden ser consultadas en la base de datos de la Biblioteca Nacional de Medicina de los
Estados Unidos (MEDLINE). Especificamente, sobre sus efectos en especies de anfibios
locales, podemos destacar un trabajo de Lajmanovich y col. [58] que describe malformaciones
morfolégicas externas (craneofaciales, bucales, en los ojos y curvatura de la aleta caudal),
ademas de efectos sobre el esqueleto hiobranquial (alteraciones en la estructura cartilaginosa
por disrupcién en la formacion de coldgeno) en renacuajos de una especie de rana
ampliamente distribuida en la Argentina expuesta a dosis sub-letales de glifosato.

En suma, tal como se menciond precedentemente, los monitoreos continuos realizados
para evaluar el impacto de los agroecosistemas sobre la fauna silvestre de las provincias con
mayor produccion de soja de la Argentina (Cordoba, Santa Fe y Entre Rios), permitieron
realizar la primera recopilacibn a campo en Latinoamérica sobre la incidencia de
malformaciones en anfibios [59]. En las conclusiones de este trabajo se hace una concreta
mencion [60] al posible efecto del &cido retinoico como una de las causas de estas teratologias;
que sin lugar a duda ya estan empezando a manifestarse en la naturaleza y dejaron de ser,
como algunos autores opinan, meras especulaciones experimentales. Cabe mencionar que
Paganelli y col. [60] demuestran el mecanismo por el cual el glifosato (a concentraciones de
solo 430 uM), provoca efectos teratogénicos en vertebrados (malformaciones craneofaciales
que incluyen a los cartilagos branquiales y ceratobranquiales, ademas de acortamiento del
tronco embrionario, entre otros resultados que se vinculan con el incremento del &cido
retinoico). En relacion con lo publicado por estos autores, el efecto directo del glifosato en los
mecanismos iniciales de la morfogénesis de los embriones de vertebrados, originaria
preocupaciones sobre los resultados clinicos de la descendencia humana expuesta en los

campos agricolas.

A manera de reflexién final, vale la pena plantear que los organismos gubernamentales
y organizaciones civiles tendrian que tender a promover investigaciones que tengan en cuenta
el desarrollo sustentable y la busqueda de alternativas ecol6gicamente sostenibles como motor
de la economia argentina. Pero sin perder de vista que, por definicién, este progreso tiene que
asegurar para las generaciones futuras todos los servicios ambientales y componentes de la
naturaleza (principalmente su biodiversidad) asi como sus pautas culturales ancestrales.
Considerando que en los actuales modelos productivos-industrializados, el denominado
"desarrollo sustentable”, se basa en la destruccién sistematica de los ecosistemas, en la
disminucion de la biodiversidad y en un enorme aporte energético de plaguicidas y fertilizantes
que son una contradiccidon en si misma de este precepto.
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