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RESUMEN

Los plaguicidas representan compuestos ubicuos que actlian como potentes contaminantes quimicos
ambientales. Su uso intensivo ocasiona diversas problematicas asociadas a cambios en la biodiversidad,
la contaminacién ambiental, los efectos sobre la salud publica, y la degradacién general del ambiente,
agravada por los efectos del cambio climatico. A continuacién, presentamos un analisis integrado de datos
basado en diversos resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo, en el que se describen algunos de
los efectos ecotoxicoldgicos observados en especies nativas de peces y anfibios representativas de los
ecosistemas acuaticos tras la exposicién a formulaciones comerciales de plaguicidas en base a 2,4-
D, lambdacialotrina (LCT) e imidacloprid (IMI), ampliamente utilizados en Argentina. Se evaluaron la
genotoxicidad y las alteraciones del balance oxidante inducidas por el 2,4-D en ejemplares adultos del pez
Cnesterodon decemmaculatus (Pisces, Poeciliidae) empleandose el formulado comercial DMA® (58,4 % 2,4~
D) y el insecticida IMI contenido en la formulacion comercial Punto 35® (30 % IMI). En larvas de Rhinella
arenarum se evalu6 el microformulado Karate® (25 % LCT) durante 48 y 96 h de exposicién. Se emplearon
la prueba de micronticleos (MN) y el ensayo cometa (EC) asi como variaciones en los niveles de catalasa
(CAT), glutatién-S-transferasa (GST), glutatién reducido (GSH) y actividad acetilcolinesterasa (AChE).
Los resultados obtenidos demuestran que los formulados comerciales ejercen efectos toxicos significativos
sobre las especies evaluadas, incluso a concentraciones relevantes para el ambiente. Se observé la induccién
de dafio genético, alteraciones del balance oxidante y, en algunos casos, efectos neurotdxicos. Estos
hallazgos confirman y amplian la evidencia existente acerca de los efectos adversos de los plaguicidas
ampliamente utilizados en la agricultura moderna, resaltando que los organismos no blanco pueden verse
significativamente afectados aun cuando dichos productos sean considerados seguros bajo las condiciones

de uso recomendadas.

Palabras clave: Alteraciones del balance oxidante, Genotoxicidad, Formulaciones comerciales,
Organismos acuaticos, Plaguicidas

ABSTRACT

Pesticides are ubiquitous compounds that act as potent environmental chemical pollutants. Their intensive
use leads to several problems associated with changes in biodiversity, environmental pollution, public
health impacts, and general environmental degradation, a situation exacerbated by the effects of climate
change. Here, we present an integrated data analysis derived from several studies conducted by our research
group, describing some of the ecotoxicological effects observed in native fish and amphibian species,
representative of aquatic ecosystems, following exposure to commercial pesticide formulations based on
2,4-D, lambda-cyhalothrin (LCT), and imidacloprid (IMI), all of which are widely used in Argentina. We
evaluated both genotoxicity and alterations in oxidative balance induced by 2,4-D in adult specimens of the
fish Cnesterodon decemmaculatus (Pisces, Poeciliidae) using the commercial formulation DMA® (58.4% 2,4~
D), and by the insecticide IMI contained in the commercial formulation Punto 35® (30% IMI). In Rhinella
arenarum larvae, the microformulation Karate® (25% LCT) was evaluated over exposure periods of 48 and
96 h. The employed methodologies included the micronucleus (MN) test and the comet assay (EC), as well
as the measurement of catalase (CAT), glutathione S-transferase (GST), and reduced glutathione (GSH)
levels, together with acetylcholinesterase (AChE) activity. The results demonstrate that the commercial
formulations exert significant toxic effects on the evaluated species, even at environmentally relevant
concentrations. The induction of genetic damage, alterations in oxidative balance, and, in some cases,
neurotoxic effects were observed. These findings confirm and expand upon existing evidence regarding
the adverse effects of pesticides widely employed in modern agriculture, highlighting that non-target
organisms can be significantly affected even when such products are considered safe under recommended
conditions of use.

Key words: Oxidative balance alterations, Genotoxicity, Commercial formulations, Aquatic organisms,
Pesticides
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ECOTOXICIDAD DE PLAGUICIDAS EN ESPECIES PAMPEANAS

INTRODUCCION

Los plaguicidas se utilizan ampliamente en la agricultu-
ra moderna y constituyen una forma eficaz y econémica
de mejorar la calidad y cantidad de los rendimientos, ga-
rantizando asi la seguridad alimentaria de la poblacion
mundial en crecimiento. Si bien el empleo generalizado
de plaguicidas en diversas practicas agronémicas tiene
una historia extensa, los problemas derivados de su uso
aparecen con claridad en el siglo XX, cuando cambia la
escala de aplicacién y se desarrollan nuevas composicio-
nes quimicas de marcada efectividad en el tratamiento
de cultivos. Como consecuencia, aparecen problemati-
cas asociadas con la contaminacion del ambiente, en es-
pecial en los reservorios de agua dulce [1]. No obstante,
estos impactos no se limitan al medio acuatico, sino que
también afectan a otros compartimentos ecosistémi-
cos, como el suelo a través de procesos de acumulacion y
persistencia, y el aire, mediante procesos de derivay vo-
latilizacion [1]. Muchos plaguicidas son altamente per-
sistentes y sus residuos afectan notoriamente a la biota,
lo que constituye una de las amenazas ambientales mas
preocupantes, perturbando en gran medida la dinamica
de los ecosistemas. Asimismo, los riesgos para la salud
se vuelven mas preocupantes ya que se reportan in-
toxicaciones agudas frecuentes, efectos crénicos como
el desarrollo de cancer, neurotoxicidad, alteraciones
enddcrinas e inmunosupresion y problemas asociados
con bioacumulacién en la cadena alimentaria, entre los
efectos mayormente descritos [2].

El uso de plaguicidas en paises emergentes, como
Argentina y Brasil, se caracteriza por una combina-
cién de expansion agricola, intensificacién productiva y
marcos regulatorios desiguales, lo que explica tanto su
crecimiento sostenido como los riesgos asociados a es-
tas practicas [3]. En paises con economias en desarrollo,
el uso indiscriminado de plaguicidas esta condicionado
por la falta de regulacion efectiva y por las limitaciones
en el acceso a las buenas practicas agricolas favorecien-
do aplicaciones inadecuadas tanto en términos de dosis
como de frecuencia. Diversos estudios demuestran que
estas practicas contribuyen a la degradacion de los eco-
sistemas, particularmente a través de la contaminacion
del agua, suelo y aire, afectando tanto a la biodiversidad
como a la salud humana [4].

En la actualidad, tanto en estudios epidemiol6gicos
como en investigaciones de genotoxicidad experimen-
tal, existe un creciente interés en la identificacion de
biomarcadores que permitan evaluar la exposicién ac-
tiva y/o pasiva a contaminantes ambientales. En este
contexto, se han desarrollado diversos biomarcadores
de efecto capaces de detectar alteraciones a nivel celular
y molecular, incluso a concentraciones bajas, muchas
de ellas ambientalmente relevantes. Entre los biomar-
cadores mas utilizados se destacan la estimacion de la
frecuencia de microndcleos (MN), ampliamente vali-

dada para la deteccién de dafio cromosémico originado
a partir de eventos clastogénicos y/o aneugénicos; v el
ensayo cometa (EC) en su version alcalina, que permite
cuantificar rupturas primarias en la molécula de ADN a
nivel tanto de cadena sencilla como doble, constituyén-
dose en una herramienta altamente sensible para la de-
teccion temprana de eventos genotoxicos [5, 6]. Ademas,
la incorporacion de enzimas de reparacioén especificas,
como la formamidopirimidina ADN-glicosilasa (Fpg)
y la endonucleasa III (Endo III), han permitido adaptar
el EC para la deteccion de oxidaciones introducidas en
la molécula de ADN. Fpg es una enzima bifuncional que
detecta y remueve purinas oxidadas tales como Fapy-
guanina, Fapy-adenina y 8-oxoguanina, ademas de
purinas de anillo abierto [7]; Endo III posee actividad
N-glicosilasa y AP-liasa que reconoce y escinde pirimi-
dinas oxidadas generando un sitio apurinico/apirimidi-
co, que posteriormente es escindido mediante su activi-
dad AP-liasa. Esta adaptacion se ha empleado en estu-
dios de indole mecanistica, para evaluar la participacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en los procesos
de toxicidad [8], en ensayos in vivo como in vitro, con
el fin de determinar el potencial oxidante de multiples
xenobiodticos [9]; asimismo se ha utilizado en biomoni-
toreo ambiental y humano, en estudios ecotoxicolégicos
[10] [11, 12] y también para evaluar el efecto protector
que pueden presentar determinadas sustancias contra el
dafio oxidante celular [13]. De manera complementaria,
la evaluacion de biomarcadores del sistema antioxidan-
te —como la actividad de la catalasa (CAT), la glutation
S-transferasa (GST) y los niveles del glutatién reducido
(GSH)— resultan cruciales para interpretar los posibles
mecanismos subyacentes de los xenobidticos que afec-
tan el balance oxidante [14]. En conjunto, la integracion
de estos biomarcadores permite una evaluacién mas
robusta de los efectos bioldgicos asociados a la exposi-
cién a compuestos toxicos, aportando evidencia com-
plementaria tanto sobre la induccién de dafio genético
como sobre las respuestas fisiologicas desencadenadas
en los organismos expuestos.

En Argentina, la aplicacién de agroquimicos se ha ele-
vado significativamente, pasando de 38 millones de L en
la década de 1990 a mas de 500 millones de L en 2022
[15], lo que representa un incremento de aproximada-
mente 1216 % o, dicho de otro modo, un incremento de
mas de 13 veces en el volumen total utilizado. Ademas,
a nivel mundial, nuestro pais se encuentra entre los que
presentan los mayores niveles de aplicacién de plagui-
cidas para el control de diversos tipos de plagas [16].
En todo el mundo durante el mismo periodo, del total
de plaguicidas comercializados, la mayor proporcion
correspondié a los herbicidas (64 %), seguidos por los
fungicidas (20 %) y por los insecticidas (16 %) [16]. En
el caso de Argentina, el mercado de plaguicidas esta do-
minado principalmente por el consumo de herbicidas
(86,8 %), siendo los mas utilizados el glifosato, el 2,4-D
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y la atrazina; les siguen los insecticidas (6,2 %), entre
los que predominan la cipermetrina, el clorpirifos y la
lambdacialotrina, y, finalmente los fungicidas (2,7 %),
incluyendo el epoxiconazol, el tebuconazol y el metco-
nazol [17].

En agricultura, los plaguicidas no se utilizan como un
ingrediente activo tnico y aislado, sino como parte de
una formulacion comercial que, en la mayoria de los ca-
sos, implica una composicion quimica mas compleja de-
bido ala presencia de diversos componentes adicionales.
El ingrediente activo es el agente quimico que previene,
repele, destruye o mitiga una plaga, o que funciona en
plantas como un regulador, desecante, defoliante esta-
bilizador de nitrégeno, o que actiia como sinergista [18].
Ademas del componente activo, los productos formu-
lados contienen diferentes disolventes y co-adyuvan-
tes que favorecen su vehiculizacién y/o absorcién para
que su aplicacion sea correcta, segura y efectiva [18]. La
manera de aplicar correctamente cada tipo de plaguici-
da cumple un papel especifico dentro de las estrategias
de manejo de plagas, asi como la selecciéon del método
apropiado depende del tipo de plaga, del ambiente y del
resultado deseado del tratamiento [18]. Comprender es-
tas formas de aplicacion permite disefiar estrategias se-
guras y eficaces de control, al mismo tiempo que se mi-
nimizan los riesgos potenciales tanto sobre organismos
no blanco como los impactos sobre el ambiente [18]. A
pesar de que muchas de las formulaciones actuales son
consideradas seguras para los organismos a los cua-
les no estan destinados, existe evidencia experimental
abundante que demuestra que diversos tipos de residuos
de plaguicidas pueden tener impactos perjudiciales tan-
to de manera aguda como crénica sobre la salud humana
y animal, asi como sobre la estabilidad de los ecosis-
temas [19]. La Agencia de Protecciéon Ambiental de los
Estados Unidos (U.S. EPA) [19] afirma que la toxicidad
de un principio activo (p. a.) puede diferir significativa-
mente de la del producto formulado, ya que las distintas
formulaciones que contienen dicho p. a. pueden pre-
sentar coadyuvantes con propiedades especificas muy
diferentes. Numerosos estudios han demostrado que la
toxicidad de estos compuestos, considerados inertes,
pueden presentar una mayor toxicidad que la del p. a. por
sisolo [20-25]. Por lo tanto, una correcta evaluacion del
riesgo de exposicion ante un agroquimico debe conside-
rar los posibles efectos téxicos aditivos provocados por
la presencia de los excipientes como parte de las formu-
laciones comerciales. Asi, tanto los trabajadores como
los organismos no blanco, estan expuestos a la accion
simulténea del p. a. y a una variedad de otros productos
quimicos incluidos en su formulado.

El herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
se caracteriza por ser un compuesto cristalino de color
blanco, peso molecular de 221,0 g/mol y de férmula em-
pirica C;H,Cl,0,. Su férmula estructural se muestra en la
Fig.1.
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Figura 1. Estructura guimica del herbicida 2,4-D (tomado de
PubChem).

Es un herbicida sistémico pre- y post-emergente y
fue el primer herbicida selectivo comercializado desde
1946. Debido a su amplia selectividad y bajo costo es uno
de los plaguicidas mas utilizados en todo el mundo para
el control selectivo de malezas de hoja ancha en éareas
tales como agricultura, silvicultura, control de malezas
en zonas urbanas y periurbanas, ecosistemas acuaticos,
entre otros. Existen a nivel mundial cerca de 600 pro-
ductos comerciales disponibles en el mercado que con-
tienen 2,4-D como ingrediente activo ya sea de manera
Unica o en forma de mezclas con otros p.a. [26, 27]. En
nuestro pais, y de acuerdo a SENASA, se comercializan
alrededor de 341 formulaciones que contienen 2,4-D con
una demanda anual estable de alrededor de 20 millones
de L de formulaciones con base en este auxinico desde
2014 [28]. Cabe mencionar que, entre 2013y 2015 el 2,4 -
D ocupd el tercer lugar entre los agroquimicos con ma-
yor demanda en Argentina.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) lo ha
clasificado de acuerdo a su toxicidad aguda como un
compuesto perteneciente a la Clase II (moderadamente
peligroso) [2] y U.S. EPA [29] dentro de las Categorias
II-III (ligeramente/moderadamente toxico). Por su par-
te, la Agencia Internacional para la Investigacion sobre
el Cancer (IARC) lo clasifica como un compuesto perte-
neciente al Grupo 2B, es decir, como un agente posible-
mente carcindgenico para los seres humanos [30]. En
cuanto a la informacién toxicoldgica sobre el 2,4-D, la
misma es amplia y ha sido estudiada en numerosos tipos
de organismos, incluyendo la evaluacién de riesgo para
la salud humana y el ambiente [30]. Existen diversos ni-
veles guia de uso de 2,4-D reportados en la bibliografia
por distintas instituciones reguladoras. Asi, los niveles
guia para el agua de consumo establecidos por la OMS
[31] proponen un valor maximo de 30 pg/L. Sin embargo,
el limite guia de 2,4-D establecido por la Union Europea
para el agua de consumo es de 0,1 pg/L, valor muy por
debajo del limite reportado por la OMS [32].
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El insecticida lambdacialotrina (LCT) es un piretroide
sintético de amplio espectro que pertenece a la familia
de los agentes quimicos de cuarta generacion, caracte-
rizados por su alta especificidad y baja toxicidad para
los organismos a los que no estan dirigidos. Tiene ac-
cion tanto insecticida como acaricida, de tipo II y ac-
tlia por contacto dérmico y ocular (Fig. 2). Se emplea en
agricultura principalmente para el control de larvas de
Lepiddptera, pero también presenta actividad ovicida y
adulticida. Ademas, se usa en el control de afidos, esca-
rabajos y coledpteros, entre otros insectos.

FsC

o
O
=

Cl

HsC CH,

Figura 2. Estructura quimica del insecticida piretroide
lambdacialotrina (tomado de PubChem).

Este piretroide es aplicado en una amplia variedad de
cultivos agricolas tales como alfalfa, algodoén, girasol,
maiz, soja, sorgo granifero, tabaco y trigo; en el ambito
horticola, es muy usado en cultivos de papa, berenjenas
y tomate, entre otros. Por su parte, posee uso recomen-
dado para plantaciones de frutales de carozo y pepita que
incluyen durazno, manzanay peray para el tratamiento
de plagas en plantaciones de nogales, pistachos y citri-
cos [28]. También se emplea en areas urbanas y recrea-
tivas para el control de blatoideos y culicidos, entre otros
insectos. LCT es el segundo piretroide mas empleado a
nivel mundial después de la deltametrina. Su reporte
inicial de uso fue realizado por Robson y Crosby en 1984.
Un afio mas tarde, en 1985, fue introducido en América
Central y el Lejano Oriente por la compaiiia multina-
cional Syngenta AG y en 1988 fue registrado por la U.S.
EPA como plaguicida [33, 34]). En Argentina, de los 1293
formulados con accién insecticida registrados, 217 con-
tienen LCT como p. a., ya sea solo o en combinacién con
otros p. a. [28]. De estos formulados, cuatro pertenecen
a la categoria toxicolégica Ib (altamente peligroso), 163
a la categoria II (moderadamente peligroso), 47 ala ca-
tegoria I1I (ligeramente peligroso) y tres a la categoria IV
(productos que no ofrecen peligro), acorde con los crite-
rios de clasificacion y etiquetado de productos fitosani-
tarios establecidos por el SENASA [28].

De acuerdo a su toxicidad aguda, la OMS ha clasifica-
do a LCT, como un compuesto perteneciente a la Clase II
(moderadamente peligroso) [2], mientras que la US. EPA
la ha catalogado como un compuesto probablemente no

carcinogénico para los seres humanos con base en es-
tudios llevados a cabo en roedores [27]. En relacion con
las concentraciones de LCT encontradas en el ambiente,
en cuencas agricolas de California (EE.UU.) se reporta-
ron valores entre 0,11-0,14 pg/L [34] y para Argentina,
en estudios realizados en el arroyo Carnaval (Pcia. de
Buenos Aires), valores entre 0,004 y 0,010 pg/L [35] y
entre 53,1y 1790,8 ng/Kg en sedimentos recolectados
del mismo arroyo [35].

El insecticida imidacloprid (IMI) es un compuesto
de accion sistémica perteneciente al grupo de los neo-
nicotinoides, ampliamente utilizado en agricultura
para el control de insectos plaga en diversos cultivos.
Su nombre quimico es 1-(6-cloro-3-piridilmetil)-N-
nitroimidazolidin-2-ilidenamina y su estructura qui-
mica es muestra en la Fig. 3. Fue desarrollado a finales
de la década de 1980 y su modo de accién se asocia con
su toxicidad sobre el sistema nervioso central de los in-
sectos mediante la unién a los receptores nicotinicos
de acetilcolina, provocando hiperexcitacion, paralisis y
muerte [36]. Debido a su elevada eficacia, persistencia y
accion sistémica, IMI ha sido ampliamente usado en tra-
tamientos foliares, de semillas y de suelo [28]. Se utiliza
para el control de insectos succionadores y es efectivo en
insectos del suelo, termitas y especies de insectos mas-
ticadores como las orugas defoliadoras [28]. Sin em-
bargo, numerosos estudios han demostrado que puede
generar efectos adversos sobre organismos no blanco,
especialmente polinizadores y otros insectos benéficos,
y en peces y organismos acuaticos [36]. Particularmente
para aves, es considerado el mas toxico dentro de los in-
secticidas neonicotinoides. Asimismo, se ha reportado su
presencia en agua, suelo y sedimentos, evidenciando su
potencial impacto ambiental [36]. Diversas investigacio-
nes han asociado la exposicion a IMI con efectos toxicos a
nivel celular y molecular, incluyendo estrés oxidante, al-
teraciones enzimaticas, dafio genético, entre otros [36].
Ademas, se han observado trastornos durante el desarro-
llo y modificaciones en el comportamiento de distintas
especies animales [37]. Debido a estas preocupaciones
ambientales y toxicolégicas, su uso ha sido restringido o
reevaluado en varios paises en los Gltimos afios.

—— |
0 H Cl

SN A

Figura 3. Estructura quimica del insecticida imidacloprid
(tomado de PubChem).
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En nuestro pais y de acuerdo a SENASA, se comercia-
lizan alrededor de 229 formulaciones que contienen IMI
como ingrediente activo, ya sea solo o en combinacién
con otros p. a. [28]. De estos formulados, dos pertenecen
a la categoria toxicoldgica Ib (altamente peligroso), 154
a la categoria II (moderadamente peligroso), 64 ala ca-
tegoria III (levemente peligroso) y nueve a la categoria
IV (productos que no ofrecen peligro), de acuerdo con
los criterios de clasificacién y etiquetado de productos
fitosanitarios establecidos por el SENASA [28]. Respecto
a su toxicidad aguda, la OMS ha clasificado a IMI como
un compuesto perteneciente a la Clase II (moderada-
mente peligroso) [2], mientras que la US. EPA lo ha ca-
talogado como probablemente no carcinogénico para los
seres humanos con base en estudios llevados a cabo en
roedores [37]. En Argentina, el insecticida IMI ha sido
detectado en aguas superficiales de uso mixto (agricolas
y no agricolas) de la pampa htimeda en concentraciones
que oscilan entre 0,003y 1,5 ng/L [38].

A continuacién, presentamos un analisis integrado
de datos basados en diversos resultados obtenidos por
nuestro grupo de trabajo. El interrogante central que
oriento este estudio fue evaluar si algunas de las formu-
laciones comerciales de plaguicidas mas utilizadas en
Argentina, basadas en 2,4-D, LCT e IMI, a concentracio-
nes ambientalmente relevantes, inducen dafio genético,
alteraciones del balance oxidante y efectos neurotdxicos
en especies nativas de peces y anfibios representativas
de los ecosistemas acuaticos pampeanos.

MATERIALES Y METODOS

1. Compuestos quimicos

Para los estudios se emplearon las siguientes formu-
laciones: a) herbicida 2,4-D (CAS 94-75-7): formula-
do comercial DMA® (58,4% 2,4-D, Dow AgroSciences
Argentina S.A. Buenos Aires, Argentina); b) insecticida
lambdacialotrina (CAS 91465-08-6): microformula-
do comercial Karate® (25% LCT, Syngenta Agro S.A.,
Buenos Aires, Argentina); y c¢) insecticida imidaclo-
prid (CAS 138261-41-3): formulacion comercial Punto
35® (30% IMI, Gleba S.A., Buenos Aires, Argentina).
Mientras que, Endo III y Fpg fueron adquiridas en New
England Biolabs® Inc. (Ipswich, MA), los demas com-
puestos utilizados fueron adquiridos en Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, EE.UU.).

2. Modelos experimentales

Ejemplares adultos de C. decemmaculatus (Jenyns, 1842,
Pisces: Poeciliidae) y puestas de R. arenarum (Anura:
Bufonidae) en estadio de Gosner 9 [39], fueron recolec-
tados en el arroyo San Juan (Parque Provincial Pereyra
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Iraola, Reserva de la Bidsfera, UNESCO, Berazategui,
Buenos Aires, Argentina). Los organismos fueron tras-
ladados al laboratorio y aclimatados durante al menos 30
dias en acuarios con agua de red declorinada, fotoperiodo
16:8 h luz/oscuridad, temperatura 22 °C y aireacion ar-
tificial. Los peces y las larvas fueron alimentados diaria-
mente con escamas para peces (TetraFin®, TetraWerke,
Melle, Alemania) y hojas de lechuga (Lactuca sativa),
respectivamente. R. arenarum se mantuvo en el labora-
torio hasta alcanzar el estadio de Gosner 37 + 2 [39]. Los
parametros fisicos y quimicos del agua utilizada en los
ensayos fueron: pH 7,5 + 0,1; oxigeno disuelto 6,3 + 0,3
mg/L; conductividad 994 + 8,5 nS/cm, y dureza del agua
143 + 23,5 mg CaCO3/L.

3. Tratamientos con los agroquimicos

Los tratamientos agudos fueron realizados de mane-
ra continua (48 y 96 h) y siguiendo métodos estanda-
rizados propuestos por la U.S. EPA [40, 41], con modi-
ficaciones menores establecidas por nuestro grupo de
investigacion [20, 42]. Mientras que, los peces fueron
expuestos a concentraciones de 252, 504 y 756 mg/L de
2,4-D contenido en el formulado DMA®, durante 48 y
de 96 hy de 0,175; 0,35 y 1 mg/L de IMI contenido en el
formulado Punto 35® durante 96 h; los anfibios fueron
tratados con una concentracién ambiental de 0,1 pg/L
de LCT en el microformulado Karate® durante 48 y 96
h de exposicién. Luego de los tratamientos, el sacrifi-
cio de los ejemplares se realiz6 siguiendo los criterios
de la Sociedad Americana de Icti6logos y Herpet6logos
[43]. A fin de minimizar el sufrimiento, los ejemplares
fueron adormecidos por inmersioén en agua helada (2-
4°C) [43]. De cada ejemplar, se obtuvo 20 pl de sangre
mediante un corte transversal por detras del opérculo.
La sangre fue diluida en 1 ml de PBS, centrifugada (2000
rpm, 9 min) y luego usada en los ensayos de genotoxi-
cidad. El resto del ejemplar se congeld para ser usado en
la determinacién de los biomarcadores enzimaticos y
no enzimaticos y de neurotoxicidad. Todos los experi-
mentos se realizaron por triplicado y en simultaneo para
cada punto experimental.

4. Ensayos de genotoxicidad

Ensayo Cometa (EC)

Se utiliz6 la variante alcalina del EC descripta por Singh
et al. [44] con modificaciones menores establecidas
por nuestro grupo de investigacion [20, 42]. Luego del
procesamiento y coloracion, se analizaron 100 nucleoi-
des en un microscopio Olympus BX50 equipado con los
filtros adecuados y se estimd el indice de dafio genético
[45]. Los niveles de darfio oxidativo en el ADN se cuanti-
ficaron empleando la variante alcalina del EC modifica-
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do con endonucleasas de restriccion, segtin lo descripto
por Collins et al. [46] y Guilherme et al. [47], con algunas
modificaciones menores establecidas por nuestro grupo
de investigacion [10].

Andlisis de las frecuencias de MN y de otras anormalidades
nucleares

Se determiné en eritrocitos circulantes luego de 96 h de
tratamiento y siguiendo recomendaciones previamente
propuestas [45]. Se analizaron 1500 eritrocitos por cada
ejemplar y los datos fueron expresados como el nimero
total de MN/1000 células analizadas. La identificacion
delos MN y de otras anormalidades nucleares se realiz6
siguiendo los criterios reportados previamente [5, 20,
42, 45].

5. Biomarcadores enzimdticos, no enzimadticos y de
neurotoxicidad

Al momento de realizar la medicidn, las muestras fueron
descongeladas, pesadas v los siguientes biomarcadores
enzimaticos fueron determinados: a) catalasa (CAT,
EC1.11.1.6) fue medida siguiendo el método propues-
to por Baudhuin et al. [48]; b) glutatiéon-S-transferasa
(GST, EC2.5.1.18) fue determinada siguiendo el protocolo
propuesto por Habig et al. [49]; c) glutatién (GSH) fue
determinado utilizando el método descrito por Ellman
[50]y d) el contenido de proteinas en tejido (PT) fue de-
terminado de acuerdo a Lowry et al. [51] usando albami-
na de suero bovino como estandar. La determinacion de
AChE fue realizada segtin el método de Ellman et al. [50].

RESULTADOS Y DISCUSION

Los estudios llevados a cabo por nuestro grupo de tra-
bajo evaluaron la toxicidad aguda del herbicida 2,4-D
en ejemplares adultos del pequefio pez neotropical C.
decemmaculatus y que forma parte de la ictiofauna ha-
bitual de la regién pampeana. Los ejemplares fueron ex-
puestos al formulado comercial DMA® basado en la sal
dimetilamina del 2,4-D. Se trata de un herbicida de uso
extendido en la agricultura, empleado para el control de
malezas en cultivos de relevancia econémica como trigo,
maiz, sorgo, caiia de azlcar, asi como en pasturas y sis-
temas forrajeros. Los resultados mostraron que DMA®
resulté moderadamente toxico para C. decemmaculatus
con una CL50 96 h = 1.008 mg/L [42]. Para los ensayos
de genotoxicidad se emplearon concentraciones en un
rango comprendido entre 252-756 mg/L de 2,4-D. Los
resultados mostraron un incremento significativo de la
frecuencia de MN, de otras anormalidades nucleares al
igual que la induccién significativa de dafio primario en
el ADN [42]. En relacidn a los resultados del EC, se ob-

servo un aumento significativo con respecto a los valo-
res control en el porcentaje de nucleoides dafiados y en el
indice de dafio genético (IDG) para el formulado en base a
2,4-D en el rango de concentraciones de 252-756 mg/L,
luego de 48 y de 96 h de exposicion. Posteriormente, se
emple6 la modificacién del EC con enzimas de restric-
cién por tratamiento con endonucleasas Endo II1 y Fpg,
enzimas que detectan oxidacion de bases pirimidinicas y
puricas, respectivamente. El EC modificado con enzimas
de restriccion puso en evidencia que las células de los
peces que recibieron un post-tratamiento con la enzima
Fpg mostraron un aumento significativo del dafio oxi-
dante neto, revelando que 2,4-D ejerce efecto en el ADN
mediante la oxidacion de purinas [52]. Por otro lado, las
muestras que recibieron el post tratamiento con Endo
III no evidenciaron diferencias significativas respecto al
grupo control [52]. Por otra parte, se evalud la posible
respuesta antioxidante inducida por 2,4-D empleando
biomarcadores enzimaticos y no enzimaticos como la
deteccion de variaciones en los niveles de CAT, GST y
GSH al igual que la actividad AChE. Los resultados evi-
denciaron que las actividades de CAT y GST aumentaron
significativamente con respecto a valores control luego
de 48 y 96 h de exposicion [52]. Por su parte, la activi-
dad de GSH mostré una disminucién significativa tni-
camente al cabo de 96 h de exposicion con el formulado
2,4-D. Adicionalmente, los niveles de AChE, como bio-
marcador de neurotoxicidad, revelaron una reduccion
significativa a las 96 h de exposicion, pero no en trata-
mientos de 48 h [52].

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran
que el formulado comercial DMA® basado en 2,4-D ejer-
ce una toxicidad aguda significativa sobre ejemplares
adultos de C. decemmaculatus, evidenciada por la induc-
cién de dafo genético, estrés oxidante y alteraciones
neurotoxicas. Estos resultados confirman la evidencia
previa que existe sobre los efectos adversos del 2,4-Dy
destacan la necesidad de controlar tanto el uso intensivo
como aplicabilidad del mismo como parte de estrategias
de control y monitoreo de su utilizacién. Nuestros resul-
tados destacan los efectos perjudiciales que experimen-
tan los organismos no blanco, aun cuando estos produc-
tos son considerados seguros bajo las condiciones de uso
recomendadas por las empresas que los comercializan.

Por otra parte, se evalud la toxicidad aguda del pire-
troide LCT en larvas premetamorficas de R. arenarum de
amplia distribucion en Sudamérica. Estos anfibios son
organismos que presentan un ciclo de vida bifasico en
el cual huevos y larvas dependen del medio acuatico y
posteriormente, contintian su desarrollo en el medio te-
rrestre [53). Las larvas en el estadio de Gosner 37 + 2 fue-
ron expuestas a la microformulacién comercial Karate®
en base a LCT de manera aguda durante 48 y 96 h. Los
resultados mostraron un incremento significativo de la
frecuencia de MN, de otras anormalidades nucleares al
igual que la induccion significativa de dafio primario en
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el ADN [54]. En relacion a los resultados del EC, se ob-
servo que la genotoxicidad inducida por la concentracion
ambientalmente relevante de 0,1 pg/L de LCT en larvas
de R. arenarum, demostraron que el piretroide fue capaz
de ejercer dario significativo en la hebra de ADN tras una
exposicion aguda. Cuando se analizaron los resultados
de los biomarcadores enzimaticos y no enzimaticos de
estrés oxidante se observo que la actividad de la enzima
CAT aument6 significativamente en los individuos ex-
puestos durante 48 h, mientras que, en los de 96 h, si
bien también se observd un aumento de su actividad, la
misma no resulto significativa estadisticamente [54]. La
actividad de GSH en larvas expuestas durante 48 h dis-
minuy6 cuando se compard con el grupo control, pero la
misma no fue significativa, mientras que en las larvas
expuestas durante 96 h se observé una elevacion signi-
ficativa en la actividad de GSH. Por iltimo, se observo un
incremento significativo en la actividad de GST a las 48
h de tratamiento con Karate®, mientras que alas 96 h no
hubo modificaciones significativas en la actividad de la
enzima [54].

Los resultados obtenidos demuestran que el micro-
formulado comercial Karate® basado en LCT ejerce una
toxicidad aguda significativa en estadios premetamoéfi-
cos de R. arenarum, evidenciada por la induccién de dafio
genético y cambios significativos en el estatus oxidante
modificando los niveles de CAT, GSH y GST. Los resul-
tados confirman su potencial genotdxico y resaltan que
el insecticida piretroide debe ser considerado como un
agente inductor de inestabilidad gendmica en la molé-
cula de ADN. Sin embargo, evaluaciones realizadas por
la FAO y la OMS [55] a partir de la estimacion del perfil
toxicolégico del insecticida han concluido que LCT posee
un bajo perfil genotéxico. Sin embargo, nuestros resul-
tados evidencian la marcada genotoxicidad indepen-
dientemente del tiempo de exposicién empleado.

En otras investigaciones realizadas por nuestro grupo
de investigacion, se evalud la toxicidad aguda del insec-
ticida IMI en ejemplares de C. decemmaculatus tratados
con la formulaciéon comercial Punto 35® (30% IMI). Se
empled la variante alcalina del EC utilizando eritrocitos
circulantes a partir de muestras sanguineas de los peces
tratados [56]. Para los ensayos de genotoxicidad se eva-
lué un rango de concentraciones incluyendo 0,175; 0,35
y 1 mg/L del formulado Punto 35® durante 96 h de ex-
posicion [56]. Los resultados demostraron que concen-
traciones bajas de IMI, comparables a las detectadas en
ambientes acuaticos contaminados, fueron capaces de
ejercer un incremento significativo del dafio primario en
el ADN [56]. Cuando se analizaron los resultados de los
biomarcadores enzimaticos y no enzimaticos de estrés
oxidante se observé que la actividad de la enzima CAT
aumento significativamente en los individuos expues-
tos. Por el contrario, la actividad de GSH no fue alterada
cuando se compard con el grupo control [56].
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Los resultados obtenidos demuestran que el formu-
lado comercial Punto 35® basado en IMI ejerce una to-
xicidad aguda significativa en ejemplares adultos de C.
decemmaculatus, evidenciada por un incremento signifi-
cativo del dafio primario en el ADN al igual que cambios
significativos en el estatus oxidante modificando los ni-
veles de CAT. Debido a los efectos adversos demostrados
en la biota silvestre, en la Unién Europea (UE), el IMI ha
sido prohibido desde 2013, prohibiciéon que aun continua
en vigencia [57]. Comprender los impactos nocivos del
IMI en peces y otras especies acuaticas es fundamental
para formular estrategias que permitan mitigar su toxi-
cidad y promover el desarrollo de plaguicidas mas segu-
ros y menos toxicos que protejan no solo a los ambientes
acuaticos sino a los organismos que accidentalmente
puedan estar expuestos a este contaminante.

CONSIDERACIONES FINALES

En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que
los formulados comerciales basados en 2,4-D, LCT e
IMI ejercen efectos toxicos significativos sobre organis-
mos acuaticos no blanco, evidenciados por la induccion
de dafio genético, alteraciones en el estado oxidante y,
en algunos casos, efectos neurotdxicos. Los plaguicidas
evaluados afectan procesos celulares fundamentales
bajo condiciones de exposicion aguda y a concentracio-
nes ambientalmente relevantes. Estos hallazgos con-
firman y amplian la evidencia existente acerca de los
efectos adversos de diversos plaguicidas ampliamente
utilizados en la agricultura moderna, resaltando que los
organismos no blanco pueden verse significativamente
afectados aun cuando dichos productos sean considera-
dos seguros bajo las condiciones de uso recomendadas.
En este contexto, resulta fundamental fortalecer las es-
trategias de monitoreo y evaluacion ecotoxicoldgica de
formulaciones comerciales, promoviendo el desarrollo y
la implementacién de alternativas eficaces y ambiental-
mente mas seguras que permitan compatibilizar la pro-
ductividad agricola con la proteccién de los ecosistemas
y la conservacion de la biodiversidad. En este sentido, la
implementacién de politicas publicas orientadas a for-
talecer la regulacién, promover el conocimiento técnico
y garantizar el uso responsable de agroquimicos resulta
fundamental para mitigar estos impactos.
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