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RESUMEN

Las aves reunen condiciones suficientes para poder ser consideradas como
bioindicadores frente a la presencia de contaminantes ambientales. Los carbamatos y
organoforforados (OF) son insecticidas anticolinesterasicos ampliamente utilizados en nuestra
region para el control de plagas agricolas y pecuarias, lo que implica un riesgo de exposicion
para los seres vivos, incluido el ser humano. Con el fin de detectar los efectos provocados por la
exposicion a insecticidas anticolinesterasicos, se analizaron biomarcadores hematologicos, de
genotoxicidad y enzimaticos en comunidades aviares de la region del Monte central, Mendoza,
Argentina. Las aves fueron muestreadas en dos reservas naturales sin aplicacion de plaguicidas
y en fincas fruticolas luego de su fumigacién con carbosulfan 25% (Posse 25®) o clorpirifos
(CPF) 48% (Lorsban 48®). Se analiz6 un total de 297 aves silvestres de 37 especies diferentes,
principalmente paseriformes. Ademas, se realizo la exposicion de huevos de Coturnix coturnix
(codorniz) a una unica concentracion de CPF 48% (Pirfos -Icona®) aplicados en tres momentos
criticos de la incubacién y con tres concentraciones diferentes, incluyendo la concentracion
sugerida de aplicacion a campo (38,4; 192 y 384 ng/huevo), como modelo de laboratorio para
detectar los efectos embriotoxicos. Solo Passer domesticus y Columbina picui estuvieron en
todos los sitios de muestreo, y admitieron comparaciones especificas. Las C. picui de las zonas
agricolas presentaron indices Heter6filos/ Linfocitos (H/L) con el doble de valor que las de las
reservas, lo que puede ser interpretado como un indicador de estrés. Los parametros
hematolégicos parecieron menos sensibles a cambios del ambiente que los enzimaticos, en los
que se observo una menor actividad de colinesterasa plasmatica en aves de sitios agricolas,
alcanzando diferencias de hasta un 34% respecto a las aves de areas naturales. Para los
embriones de codorniz expuestos en condiciones controladas, se detectd un aumento de muertes
embrionarias y efectos teratogénicos en patas, asi como una asociacion entre el dafio hepatico y
renal, hasta un 38% de depresion de actividad colinesterasa plasmatica y, un aumento en las
frecuencias de biomarcadores de genotoxicidad como micronucleos y hendiduras nucleares para
todas las concentraciones de CPF utilizadas. Entre los biomarcadores de genotoxicidad se
propone a la frecuencia de hendiduras nucleares para ser utilizadas en programas de
biomonitoreos o en evaluaciones de emergencia ambiental. Las evidencias sugieren que los
insecticidas anticolinesterasicos podrian provocar efectos con tan solo un unico momento de
exposicion en embriones de aves y adultos, con potencialidad de poner en riesgo mecanismos
fisioldgicos que comprometan la viabilidad de los organismos. Las aves resultan un modelo
interesante para alertar sobre los efectos que provocan los plaguicidas en la biota terrestre,

incluyendo los humanos que desarrollan su vida en entornos agricolas.




ABSTRACT

Birds meet sufficient conditions to be considered as bioindicators for the presence of
environmental contaminants. Carbamates and organophosphates (OP) are anticholinesterasic
insecticides widely used in our region for the control of agricultural and livestock pests, which
implies a risk of exposure for living beings, including humans. In order to detect the effects
caused by exposure to anticholinesterase insecticides, we analyzed hematological, genotoxicity
and enzymatic biomarkers in avian communities in two natural reserves without pesticide
application and in fruit farms after spraying with carbosulfan 25% (Posse 25®) or chlorpyrifos
(CPF) 48% (Lorsban 48®), in the region Monte central, Mendoza, Argentina. In this study, a
total of 297 wild birds belonging to 37 species, mainly passerines, were captured and sampled.
In addition, Coturnix coturnix eggs were exposed under controlled conditions, to a single dose
of CPF 48% (Pirfos -Icona®) applied on three critical moments of incubation and with three
different concentrations, including that suggested for field application (38.4, 192 and 384
ug/egg), as a laboratory model to detect embryotoxic effects. Only Passer domesticus and
Columbina picui were present at all sampling sites and allowed specific comparisons.
Columbina picui from agricultural areas have twice the value of the H/L index than those from
reserves, which can be interpreted as an indicator of stress. Hematological parameters seemed
less sensitive to changes in the environment than enzymatic ones, in which lower plasma
cholinesterase activity was observed in birds from agricultural sites, reaching differences of up
to 34% compared to birds from natural areas. For laboratory-exposed quail chicks, an increase
in embryonic deaths and teratogenic effects in legs was detected, as well as an association
between liver and kidney damage, up to 38% depression of plasma cholinesterase activity and
an increase in frequencies of genotoxicity biomarkers such as micronuclei and nuclear cleavages
for all concentrations of CPF used. Among the biomarkers of genotoxicity, the frequency of
nuclear notches is proposed with the possibility of being used in biomonitoring programs or in
environmental emergency evaluations. The evidence suggests that anticholinesterase
insecticides could cause effect with only onesingle moment of exposure in embryonic and adult
birds, having the potential to compromise the survival of birds witheffects that can trigger health
effects from chronic exposures. Birds are an interesting model to warn about the effects of

pesticides on terrestrial biota including humans living in agricultural environments.




CAPITULO I




INTRODUCCION GENERAL

Ecotoxicologia aviar

La ecotoxicologia es una ciencia aplicada y multidisciplinaria que estudia la
dinamica de los contaminantes en los ambientes, su vinculacidon con los ecosistemas y
los potenciales efectos producidos sobre la biota (Walker et al., 2005). El concepto de
ecotoxicologia fue utilizado por primera vez por el toxicologo francés René Truhaut
durante el encuentro de la International Council of Scientific Unions en el afio 1969. La
propagacion de los fines de esta area interdisciplinar comenzo a naturalizarse cuando la
comunidad cientifica reconoci6 la importancia de los efectos producidos por los
contaminantes sobre los ambientes naturales. Fue de gran relevancia comprender que la
calidad de los componentes abioticos y la salud de las poblaciones animales, vegetales y
humana se encontraban intimamente vinculadas. La ecotoxicologia, en consecuencia, se
sustenta en conocimientos obtenidos a partir de multiples ciencias, como la biologia,

quimica, toxicologia, ecologia, patologia, estadistica, entre otras de interés.

Los fines de la ecotoxicologia aviar se sustentan en la generacion de
conocimientos referidos a los efectos de los contaminantes sobre las aves como
individuos protagonicos, y en caso de ser posible, sobre sus poblaciones y comunidades
(Garcia- Ferndndez, 2014). Probablemente, los estudios vinculantes entre aves y toxicos
tuvieron sus inicios a fines del siglo XIX, época en la que se registraron los primeros
reportes de mortandad a consecuencia de la ingestion de residuosde plomo. En la década
de los 30’ fueron publicados los primeros estudios que hallaron evidencias de toxicos,
tales como plomo, arsénico, fosforo blanco y estricnina en el analisis de tejidos de aves
silvestres. Al mismo tiempo, durante la Third North America Wildlife Conference
(1983) se plantea la potencial relevancia de los plaguicidas como posibles promotores
de efectos adversos en la fauna silvestres, y las aves son tomadas como eje central de la
problematica. Asi, y en continuidad con las investigaciones generadas, durante fines de
la década de los ‘40 y principios de los ‘50 aumentan los reportes que relacionan el
intenso uso de dicloro difenil tricloroetano (DDT) en la actividad agricola, con un
notorio incremento en la mortalidad de especies aviares, principalmente rapaces. Luego

de la Segunda Guerra Mundial, evento que implicé la innovaciéon y desarrollo de
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compuestos quimicos como potenciales armas, que luego fueron usados como
plaguicidas, tuvo notorio crecimiento la ocurrencia de episodios que vincularon el uso
de insecticidas, no solo con el deceso de individuos, sino con las transformaciones de
poblaciones y comunidades enteras de aves observadas a campo. Durante la década de
los ‘50 y ‘60, comienzan a describirse los efectos producidos por la exposicion cronica a
los toxicos mencionados. En 1962 se publica la obra Silent spring, de Rachel Carson,
hito que marcd6 un punto de reconocimiento significativo hacia las aves como
organismos utiles para valorar los efectos de los plaguicidas en los ecosistemas. Desde
entonces, multiples especies presentes en ecosistemas acuaticos y terrestres sirven como
modelos para la valoracion de los efectos producidos por una amplia variedad de
contaminantes, entre los que destacan los metales pesados, los plaguicidas, los
contaminantes organicos persistentes (Persistent Organic Pollutants- POPs), los residuos

de diversos farmacos y los derivados de hidrocarburos (Newman et al., 2019).

Las aves como bioindicadores ambientales

El concepto de bioindicador es utilizado con frecuencia y como pilar
fundamental en los estudios referidos a las ciencias ecotoxicoldgicas. Se ha tomado
como bioindicador a todas aquellas especies utilizadas como herramientas para apreciar
las condiciones de un ambiente, la salud de un ecosistema y sus cambios, cuando son
capaces de determinarlos a partir del estudio de sus funciones y poblaciones (Hoffma,
2003; Parmar et al., 2016). El término “centinela” ha sido utilizado como sinénimo de
bioindicador, aunque especialmente ligando a una especie con un contaminante o grupo
de contaminantes ambientales, y las aves han sido utilizadas como tales en la valoracion
de ecosistemas acudticos y terrestres, con igual importancia (Burger y Gochfeld, 2004;

Mo et al., 2018, Kalisiska, 2019).

Egwumah et al. (2017) realizaron una amplia clasificacion de bioindicadores,
donde incluyen y diferencian conceptos como los de indicadores ecologicos,
indicadores de diversidad, especies claves, especies focales, especies paraguas,
indicadores de contaminacion, entre otros. Particularmente, dentro del concepto de
“indicadores ambientales”, clasifica las categorias de especies centinelas, especies
detectoras y especies explotadoras, definiendo a las primeras como aquellas especies

sensibles a demostrar efectos tempranos de exposicion a un contaminante.




Un excelente bioindicador, de acuerdo con Burger y Gochfeld (1999) y
Kalisiska (2019), debe reunir condiciones que lo determinen como biologica,
metodologica y socialmente relevante. En referencia a la importancia bioldgica, una
especie bioindicadora deberia presentar: baja variabilidad genética natural, cambios
mensurables y persistentes que puedan atribuirse a una causa, sensibles a cambios en el
ecosistema y con historial bioldgico conocido (historia de vida). En referencia a su éxito
como herramienta metodologica, son deseables caracteristicas como: que sean faciles y
abundantes para monitorear, que permitan recopilacion y andlisis de datos bien
definidos, como asi también que faciliten el planteo de objetivos claros e hipdtesis
comprobables. Finalmente, la relevancia social determina el uso de ciertas especies
como centinelas, ya que se prefiere la eleccion de especies que puedan otorgar
rentabilidad, facil comprension de los cambios, cientificamente defendibles y que

presenten pertinencia a lo relativo al bienestar animal y humano.

Las aves son vertebrados bipedos y viviparos con adaptaciones Uinicas como alas
y plumas, que en la mayoria de los casos les confieren habilidades particulares como la
capacidad de vuelo. A diferencia de otras clases de vertebrados, también presentan
particularidades en su sistema respiratorio, digestivo, hematopoyético, entre otros.
Existen alrededor de 10.000 especies conocidas que habitan una extensa superficie del
planeta comprendida entre la Antartida y el Artico (Cotin Martinez, 2012). En
particular, Argentina cuenta con una avifauna representada por aproximadamente 1007
especies, las cuales habitan las 18 ecorregiones del pais y representan el 31% de las
especies que habitan América del Sur. En la mayoria de los casos, Argentina comparte
mas del 50% de su diversidad de aves con los paises limitrofes (Cuervo et al. 2011). Las
aves ocupan una gran diversidad de ecosistemas urbanos, rurales y naturales, incluidos
los ecosistemas netamente maritimos. Los comportamientos alimenticios y
reproductivos son altamente variados, como asi también presentan comportamientos
que hasta la actualidad atin no han sido completamente descriptos, por citar el caso de

los movimientos migratorios de muchas especies.

Alineado con las propiedades citadas sobre un buen bioindicador, las aves
presentan ciertas caracteristicas generales que les han conferido, con el tiempo, la
posibilidad de ser tomadas en cuenta como tal (Gregory ef al., 2005; Egwumahet al.,

2017):




Las aves pueden ser observadas, halladas y muestreadas con relativa facilidad en
comparacion con otras clases de vertebrados,

La taxonomia de estos vertebrados ha sido bien descripta y es facil su
identificacion a campo,

La distribucion, abundancia, preferencias de habitat, biologia e historias de vida
son bien conocidas para una gran cantidad de especies,

Son sensibles a cambios especificos en los ambientes, en especial, frente a la
exposicion a diversos tipos de toxicos,

Ocupan diferentes eslabones de la cadena trofica, lo que hace que sean sensibles
al impacto de los contaminantes en los distintos escalafones, ademéas de permitir
estudios de comunidades donde los diversos niveles troficos se encuentran
representados en un mismo ambiente,

Su longevidad hace que manifiesten las presiones ambientales a lo largo del
tiempo, posibilitando la medicion de los efectos en plazos iguales o superiores a
un afo,

Muchas especies son consideradas emblematicas o agentes polinizadores y de
dispersion de semillas, lo que les confiere una importante relevancia biologica y

social.

Algunas caracteristicas han producido que ciertos investigadores encuentren

controversias en su utilizacion como agentes bioindicadores (Gregory et al., 2005).

Estas condiciones pueden atribuir una ventaja o desventaja dependiendo de la escala

espacial o temporal del estudio y los objetivos que se plantean en particular. Las mismas

se encuentran vinculadas a:

Las aves son organismos moviles, y si bien se facilita su observacion, puede ser
complejo atribuir una relacion con ciertos cambios a ambientes especificos. Se
requiere de la comprension de los movimientos migratorios para muchas
especies, a fin de integrar los efectos con los puntos de muestreos,

Varios y diversos factores estresantes podrian afectar y producir respuestas
similares frente a situaciones de cambios en los ecosistemas,

Varias especies se encuentran amenazadas o en peligro, por lo que su

abundancia dificulta la obtencion de muestras representativas.

El punto de ser un bioindicador apto o no se determinara en funcion de las

especies elegidas y la muestra a ser tomada para cada estudio en particular. En la
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historia de la ecotoxicologia las aves han sido tomadas como centinelas de salud
humana y ambiental. El ejemplo mas antiguo quizés se cita incluso antes de la
descripcion de los conceptos de “ecotoxicologia” y “bioindicadores” en un contexto
cientifico. Los canarios fueron las aves utilizadas desde principio del siglo 20 en el
interior de las minas de carbon, con el objeto de advertir a los trabajadores de forma
temprana y rapida, sobre el escape y la contaminacion del aire producida por gases
toxicos, especialmente monoxido de carbono. Los canarios, debido a su sensibilidad, se
desmayaban o morian 20 minutos antes que los mineros, lo que daba una advertencia

fiable y a tiempo para salvar multiples vidas humanas en riesgo (Pollock, 2016).

En esta investigacion, los contaminantes que nos interesan y en los que hemos
puesto el foco de interés son los plaguicidas, en especial aquellos categorizados como
anticolinesterasicos, de acuerdo con su mecanismo de accion. Dado que la provincia de
Mendoza representa uno de los principales oasis productivos agricolas del oeste
argentino, estos plaguicidas cobran una importancia marcada sobre otros contaminantes,
debido al volumen de aplicacion en los agroecosistemas, como asi también a su

preferencia de uso como estrategia en el control quimico de plagas.

Contaminantes agricolas: los plaguicidas
anticolinesterasicos

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO, 1988) define que un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias
destinadas a prevenir, destruir o controlar los organismos que originan acciones
perjudiciales para el hombre y sus actividades economicas. Desde el punto de vista
ambiental se los define como productos intrinsecamente toxicos desarrollados para
blancos bioldgicos selectivos, que tienen el potencial de contactar con otros organismos

y matrices (aire, suelo y agua), y afectan la salud publica y el ambiente (Miller, 2014).

El producto comercial que se aplica directamente o tras ser diluido se denomina
formulacion y puede encontrarse constituido por diversos componentes, como:
principio activo, ingredientes inertes, coadyuvantes y aditivos. Los plaguicidas pueden
ser clasificados de multiples maneras: de acuerdo a su grado de toxicidad, su objetivo,

su mecanismo de accion y grupo quimico. De acuerdo a estos criterios de clasificacion,




podemos reconocer en general tres grandes grupos de plaguicidas: herbicidas,
fungicidas e insecticidas. Los ultimos, presentan la ndémina mas diversa de principios
activos en donde se destacan, debido a su uso histérico o actual, los compuestos
organoclorados, organofosforados (OF), carbamatos (CB), n-metilcarbamatos, piretrinas
y piretroides, neonicotinoides, lactonas macrociclicas, entre otros (Ferré et al., 2019).
En este estudio, nos centraremos en los insecticidas OF y CB, los cuales tienen un
mecanismo de accién con el mismo fin: inhibicion de la accion de la enzimas

colinesterasas (ChE).

La introduccion de los plaguicidas para el control de plagas en agricultura fue
una de las tecnologias que tuvieron mas rapida adopcién a nivel mundial, si bien su uso
masivo comienza luego de la Segunda Guerra Mundial (March et al., 2014). A lo largo
de un periodo de 30 afios, comprendido entre la década de los ‘60 y los ‘90, la
expansion de la superficie de suelos para agricultura en los paises en desarrollo alcanzo
un total de 172 millones de hectéareas, lo que representd el mayor incremento de la
actividad agricola en la historia (25%). Las perspectivas indican que entre los afios 2000
al 2030 existird un incremento de 120 millones de hectareas (13%) cultivadas teniendo
lugar principalmente en los paises latinoamericanos. Este menor aumento no estara dado
por un menor consumo, sino por un aumento en la eficiencia e intensificacion de los
sistemas productivos. Si bien las perspectivas a futuro implican que el impacto de la
agricultura en el ambiente sera proporcionalmente menor, hasta la fecha, las practicas
implementadas en el agro han sido las principales responsables de la contaminacién de
aguas por nitratos, fosfatos y plaguicidas, la mayor fuente antropogénica de gases de
efecto invernadero, y la principal causa estimada de pérdida de biodiversidad en el

mundo (FAO, 2002).

La intensificacion agricola aporta sus propios problemas. Las plagas se
encuentran entre los factores limitantes mas importantes de los sistemas productivos
agricolas y forestales, pudiendo ser responsables del 37 al 50% de pérdidas en la
agricultura mundial (Barrera, 2007). Por otro lado, los insecticidas y herbicidas son uno
de los factores que reducen la biodiversidad, ya que destruyen hierbas e insectos y con
ellos las especies que sirven de alimento a otros eslabones de las cadenas troficas. Por
tanto, la pérdida de biodiversidad no se limita a la fase de ocupacion de la tierra en la
expansion agricola, sino que continia mucho después. Se prevé que, hacia el futuro, la

pérdida de habitat para la vida silvestre a favor de la agricultura continuara, pero a un
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ritmo mas lento; la deforestacion se hard mas pausada y el pastoreo extensivo dejara
paso cada vez mds a la produccion pecuaria industrial. Sin embargo, el panorama
relativamente alentador se ve limitado, ya que los riesgos medioambientales
relacionados con los plaguicidas, fertilizantes quimicos y residuos animales, seguirad
siendo preocupante, amén de la inclusion cada vez mayor de politicas agrarias que
bregan por atenuar o contrarrestar los efectos negativos (FAO, 2002; Bernardos y

Zaccagnini, 2011).

Tilman et al. (2002) habian estimado que para el 2020 el consumo de
plaguicidas a nivel mundial alcanzaria los 6 millones de toneladas en caso de no incurrir
en el mejoramiento de estrategias para el manejo de plagas. Se conoce que el 85% de la
produccion mundial de plaguicidas se destina al uso agricola (Ramirez y Lacasafia,
2001). Solo para el afio 2017 (Gltimo afio publicado en las bases de datos de la FAO), se
reporta que se utilizaron mundialmente un total de 4.113.591 toneladas (Tn) de
plaguicidas con fines agricolas, de las cuales 716.881 Tn fueron aplicadas en los suelos
de América del Sur (FAO, 2017). No se dispone de los valores globales referido
unicamente al uso de plaguicidas anticolinesterasicos. Sin embargo, Argentina para ese
ano utilizé un valor aproximado a 196.000Tn de plaguicidas, en las cuales se incluyeron
un total de 3.736 Tn de insecticidas. Se estim6 que la cantidad de OFs aplicados lleg6 a
2212 Tn, mientras que los CB solo alcanzaron una cifra de 84 Tn

(http://www.fao.org/faostat/es/#data/RP).

En el presente, una de las actividades econdmicas centrales de la provincia de
Mendoza es la produccion de hortalizas pesadas y frutales, en especial vid, olivos,
ciruelos, duraznos, perales, manzanos, nogales y almendros (Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos, 2010). Esto representa el 14% de la produccion nacional de
vegetales y el 21% de la produccion de frutas. De acuerdo a los datos reportados por la
investigacion realizadas por Ferré ef al., (2018a), se estimdé que en la provincia se
utilizan a modo de agroquimicos al menos 51 principios activos diferentes, donde el
mayor porcentaje de uso (32,7%) fue representado por los insecticidas. Al menos un
40% de los productores entrevistados reporto el uso del OF clorpirifos (CPF) de manera

individual o en mezclas y un 5% reporto el uso del CB carbosulfan (CSF).

En cuanto a los efectos adversos agudos de los plaguicidas, se calcula que a
nivel mundial se producen 3 millones de intoxicaciones agudas por plaguicidas en

humanos, y en promedio 20 mil concluyen en la muerte de los afectados (WHO, 1990;
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Satoh, 2006). En Argentina, se encuentran registrados alrededor de 3000 formulaciones
comerciales de productos fitosanitarios (Porfido ef al., 2014), donde estan incluidos los
plaguicidas anticolinesterasicos. Muchas de estas formulaciones pueden ser adquiridas
sin prescripciéon profesional, en comercios de acceso libre al publico y sin
asesoramiento sobre su correcto uso y disposicion final (Villamil Lepori et al., 2013).
En el 2017, la Camara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes (CASAFE) recibio 6080
consultas por intoxicaciones y asesoramiento, donde solo el 14% fue debido a
plaguicidas, y deestos, el 33% fue por productos agricolas, en su mayoria insecticidas
(61%) (CASAFE, 2017). En tanto el CIAT Mendoza (Centro provincial de Informacion
y Asesoramiento Toxicologico, 2018), inform6é que en ambientes agricolas los
compuestos OF aportan el 23% de los casos de intoxicaciones, seguido de los CB
(18,4%), y luego los herbicidas y fungicidas con el 14% de los casos cada uno. Mientras
que los efectos agudos de la exposicion humana a plaguicidas son claros y evidentes, el
impacto para la salud en exposiciones cronicas de bajo nivel es menos conocida
(Butinofer al., 2019). A la exposicion a bajas dosis de plaguicidas durante largos
periodos de tiempo, incluso anos, se la ha relacionado con procesos carcinogénicos,
teratogénicos, y de disrupcion endocrina (Mnifet al., 2011; Li et al., 2015; Ferr¢ et al.,

2019; Hwa Yun et al., 2020).

En referencia a los animales, existen reportes que evidencian el impacto de los
plaguicidas anticolinesterasicos en diversos grupos animales alrededor del mundo, pero
poder estimar cifras concretas de intoxicaciones, reparando en casos agudos y cronicos
a nivel global seria probablemente inmensurable. Con enfoque en Argentina, las cifras
de casos registrados en animales domésticos o silvestres son actualmente desconocidas,
y solo se reportan casuisticas o hallazgos eventuales. Por ejemplo, en publicaciones
cientificas se encuentran casos de envenenamientos intencionales con CBs de perros en
ambientes domésticos o peridomésticos (Ferré et al., 2015; Saldefia et al., 2017),
intoxicaciones accidentales en toros por OFs en ambientes pecuarios (D’Esposito et
al.,2005) o casos de afeccion y rastros de diversos compuestos anticolinesterdsicos en
fauna silvestre, entre ellos peces (Carriquiribordeet al., 2005; Ballesteros et al., 2007;
Brodeaur et al., 2021) y aves (Goldstein et al., 1999; Cid et al., 2007). El uso del tipo de
plaguicidas relacionados con intoxicaciones accidentales en humanos, e indirectos o
intencionales en animales, estd directamente relacionado con los plaguicidas que se

utilizan en el ambiente agricola de la region, al conocimiento popular de la toxicidad del
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principio activo y a la disponibilidad de los mismos en el mercado local (Martinez-

Haro et al., 2007).

Caracteristicas ecotoxicologicas de los insecticidas organofosforados y
carbamatos

Los insecticidas son todos aquellos compuestos pesticidas especificamente
utilizados para matar, prevenir el crecimiento o evitar comportamientos indeseables y
destructivos de los insectos (USEPA, 2020). Estos pueden ser clasificados de acuerdo a
su estructura quimica o mecanismo de accién. Practicamente, la totalidad de los
compuestos insecticidas que se emplean en la actualidad afectan el sistema nervioso
central de los insectos, ya sea al interferir con el transporte de membrana, inhibir
enzimas especificas o producir la liberacion y permanencia de neurotransmisores
particulares (Ware, 2004). La gran mayoria de estos compuestos desafortunadamente no
son selectivos y afectan tanto a los organismos destinatarios como asi también a las

especies contra las que no estan dirigidos (Devine ef al., 2008).

Se considera compuesto OF a los insecticidas que derivan del acido fosforico y
tienen en comun un atomo de fosforo pentavalente y un enlace fosforil (P = O) o
tiofosforil (S = P). Se conocen al menos 13 variaciones de OP. Una reaccion tipica de
transformacion que sufren estos compuestos es la desulfuracion oxidativa (paso de P =S
a P = 0), generando un oxdn activo que incrementa el potencial toxico (Gupta, 2007).
Se los considera como los pesticidas mas riesgosos para los vertebrados (Story y Cox,
2001), si bien son ampliamente utilizados por ser considerados de baja persistencia en el
ambiente y alta efectividad. La prohibicion de los plaguicidas organoclorados

intensifico y populariz6 el uso de OF (Badii y Varela, 2008).

En condiciones fisiologicas normales, la AChE se encarga de la hidrdlisis de la
acetilcolina. Este neurotransmisor se almacena en vesiculas sindpticas dentro de las
terminales axonicas. El cambio en la concentracion de iones cerca de la terminal hace
que las vesiculas se fusionen con la membrana y la acetilcolina es liberada hacia la
hendidura sindptica, donde encuentra los receptores especificos sobre la célula post-
sinaptica y genera un cambio en el potencial de membrana. Generada esta reaccion,
cada molécula de la enzima AChE, anclada entre la terminal nerviosa y la membrana de

la célula muscular, se encarga de hidrolizar en acetato y colina hasta 10 moléculas de
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acetilcolina por milisegundo (Albetset al., 1983) (Figura 1). Ante una inhibicion de las
enzimas colinesterdsicas, debe comprenderse que su principal accién ocurre en las
sinapsis muscarinicas y nicotinicas (sinapsis colinérgicas), por lo que la signologia a
presentarse se relaciona con la afeccion de las fibras nerviosas autonomas pre-
ganglionares, fibras simpaticas post-ganglionares, terminaciones nerviosas de la médula
adrenal, otras glandulas, vasos sanguineos y placa neuromotora (Bujdud Le6n y Pereda

Solis, 2019).

Acetilcolinesterasa

Vesiculas de
acetilcolina .
a Disgregacion en moléculas
_ de colina y 4cido acético

Receptores post
sinapticos

Figura 1.Adaptacionde esquema representativo de la funcion normal en una sinapsis nerviosa. Se

demuestra la transferencia del impulso nervioso mediante la accion de las moléculas de acetilcolina.

El mecanismo de toxicidad se desarrolla cuando un OF forma un complejo
intermediario transitorio al unirse al hidroxilo de la serina en la region activa de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE) que al hidrolizarse genera una unidon estable y
mantiene a la enzima fosforilada, inhibida y no reactiva (Klaasseny Watkins, 2005). La
AChE es responsable de descomponer y extinguir la actividad bioldgica de la
acetilcolina y, al encontrarse inactiva, provoca la acumulacion del neurotransmisor en
las terminaciones nerviosas de todos los nervios colinérgicos y produce una
estimulacion continua de actividad eléctrica del sistema nervioso auténomo, la placa
neuromotora y el sistema nervioso central. En la mayoria de los casos la
desfosforilacion es tan lenta o nula que se considera a la formacion del complejo OF-
AChE como irreversible y, de acuerdo a la evolucion en el organismo, la toxicidad
puede persistir entre 20 a 30 dias posteriores a la exposicion hasta que la enzima es

nuevamente re-sintetizada y logra disminuir el exceso de acetilcolina.

Los CB son insecticidas derivados del 4cido carbamico. El carbaril fue el
primero de estos compuestos en ser introducido en los programas agricolas en 1956
(Ware y Whitacare, 2004). El mecanismo de accion de un CB consiste también en
inhibir la enzima AChE. Sin embargo, a diferencia de los OFs, estos compuestos se

unen a la region activa de la enzima y sufren una hidrdlisis en dos fases: la primera que
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consiste en la carbamilacion de la enzima, mientras la segunda consta de un proceso de
descarbamilacion de la molécula inhibida, lo que da lugar nuevamente a una enzima
libre y activa. Esta ultima fase suele presentar una biotransformacion acelerada, por lo
que se considera que los CB producen una inhibicion reversible. En consecuencia, los
niveles de AChE se restablecen en el corto plazo y los signos de neurotoxicidad aguda
permanecen poco tiempo, ademds de no presentar toxicidad retardada como los OFs

(Klaassen y Watkins, 2005).

Los signos observados en humanos, mamiferos y aves en intoxicaciones agudas
por OF y CB suelen ser similares y se encuentran asociados a neurotoxicidad, entre los
que suelen destacar la sialorrea y aumento de las secreciones glandulares, vomitos,
diarreas, colicos, hipotension, bradicardia, palidez, fasciculaciones, hiporreflexia,
debilidad y paralisis muscular, temblores, letargo, convulsiones, disnea, coma y muerte,
entre otros signos. También, se han descripto cuadros secundarios y tardios de la
intoxicaciéon en humanos y otros mamiferos, como el sindrome intermedio y el
sindrome de neurotoxicidad retardada por OF (Klaasseny Watkins, 2005; Saldena et al.,
2017). Por otro lado, se han observado variados efectos subletales a causa de
exposiciones cronicas, entre los que se pueden enlistar cambios estructurales y
bioquimicos en organos como el rifion, higado, cerebro, ovarios, etc.; procesos
degenerativos del sistema nervioso; efectos mutagénicos, teratogénicos y
carcinogénicos; citotoxicidad; inmunotoxicidad; toxicidad reproductiva; cambios

comportamentales y; disrupcion enddcrina (Hoffman, 2003; Ghorab y Khalil, 2015).

Los OF y CB son aplicados a campo en distintas presentaciones: granulos, polvo
o liquidos, disueltos en solventes organicos para ser pulverizados con distintas
tecnologias. Existen formulaciones de compuestos unicos o mezclas. La principal fuente
de liberacion de estos contaminantes es la actividad agricola, la cual ocupa el 10% de la
superficie terrestre mundial (150 millones de km?) (Devine et al., 2008). En menor
proporcion son utilizados para los ambientes domiciliarios o rurales principalmente
contra moscas y mosquitos, y como farmacos externos en mascotas y humanos contra
pulgas, piojos y garrapatas. Tanto los humanos como los animales pueden verse
expuestos mediante diversas vias: dérmica, por contacto directo con piel y mucosas;
inhalatoria al encontrarse cerca o en los mismos sitios de pulverizacion y; digestiva al
ingerir agua o alimentos contaminados, como semillas, pasturas, frutas y vegetales y

presas envenenadas en el caso de la fauna silvestre que ocupa los escalones superiores
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de la piramide trofica (Ragnarsdottir, 2000). La tltima via es mas peligrosa en aves que

las dos anteriores (Driver et al., 1991; Prosser y Hart, 2005).

Los insecticidas anticolinesterdsicos siguen ciertos patrones referidos a su
toxicidad y disposicion ambiental, de acuerdo a la revision realizada por Ragnarsdottir
(2000). Se los han encontrado presentes en suelos, aguas superficiales y subterraneas y
en la atmosfera, lo que implica que pueden ser transportados por largas distancias
debido a las corrientes de aire y agua. Quimicamente, se puede considerar que son
compuestos polares (factor Kow intermedio) con una relativa alta solubilidad en agua y
baja capacidad de bioacumulacion, como asi también de biomagnificacion (Hoffman,
2003). Sin embargo, existen excepciones como es el caso del CPF, el cual presenta un
comportamiento opuesto al planteado. Los procesos quimicos ambientales pueden

afectar la biodisponibilidad de los OF, entre ellos el CPF:

- Solubilidad: Suelen ser compuestos altamente solubles, lo que aumenta su
disposicion en aguas y escorrentias en suelos;

- Oxidacion: los procesos de oxidacion suelen ser importantes en la obtencion de
las formas “oxon”, con alto potencial téxico, y las matrices ricas en
microorganismos aumentan este tipo de trasformaciones;

- Hidrélisis: suele ser la primera reaccion que ocurre en OF y una de las mas
importantes, ya que implica su disolucion en agua y facilita su transporte.

- Fotolisis: Suele ser un proceso importante que ocurre en aguas superficiales y la
atmosfera. Este factor, junto con la temperatura y el pH pueden alterar las
reacciones de disociacion, oxidacion o transformacion de las moléculas de OF y
CB, y condicionar su biodisponibilidad. En general se estima que, a mayor
incidencia de luz solar, temperatura y pH la desnaturalizaciéon de los compuestos
es elevada y su vida util es menor.

- Biodegradacion/ biotransformacion: Es el principal y mas importante proceso de
inhabilitacion de los insecticidas en suelo, donde los microorganismos utilizan
estos compuestos como fuente de carbono. Si bien se espera una alta tasa de
transformacidon en matrices ricas en bacterias y algas, ellas deben encontrarse
“aclimatadas” al compuesto quimico, es decir, contar con los mecanismos
enzimaticos, bioquimicos, mutagénicos y de crecimiento adecuados para llevar a

cabo la accion. De lo contrario, el proceso de biodegradacion es lento.
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En el presente estudio se profundizara sobre aspectos de dos insecticidas
anticolinesterasicos en particular: CPF y CSF, dado que fueron los insecticidas
utilizados en los sitios agricolas donde se tomaron muestras biologicas para el analisis

de biomarcadores.

Consideraciones toxicologicas del clorpirifos

El CPF [O, O-dietil-O-(3, 5, 6-tricloro-2piridinil) fosforotioato], CAS n°® 2921
88-2, es un insecticida de amplio espectro destinado a insectos chupadores o
masticadores y que actia por contacto, ingestion o inhalacion (Figura 2). Es
ampliamente utilizado en actividades agricolas, pecuarias y domésticas para el control

de plagas.

Cl Cl
CHs
Cl N

Figura 2. Estructura quimica de la molécula de clorpirifos INCHEM, 2014)

El CPF es un so6lido blanco de apariencia cristalina y de aroma fuerte. Es poco
hidrosoluble, de manera que se mezcla con vehiculos oleosos antes de ser aplicado a los
cultivos o en los animales. También se puede aplicar a los cultivos en forma de
microcapsulas. Se encuentra disponible como ingrediente activo en insecticidas
comerciales, que presentan concentraciones variadas que rondan entre el 3 al 50%, ya
sea como principio activo unico o en mezclas (ATSDR, 2016). Presenta capacidad de
adherirse firmemente a particulas del suelo y su principal manera de propagacion es la
volatilizacion. Dispuesto en el ambiente, puede sufrir procesos de biotransformacion y
descomposicion. El CPF presenta una absorbancia en el espectro ultravioleta a 295 nm,
lo que indica su alta susceptibilidad a la degradacion por la luz solar. Ademas, en el
agua, la hidrélisis abidtica y la oxidacion fotosensible representan los procesos de
biotransformaciéon mas importantes, donde el pH y las temperaturas elevadas facilitan
estos procesos. Por otro lado, la degradacidon por hidrélisis abidtica es mas efectiva en

suelos estériles (reducida cantidad de materia orgénica) y a elevadas temperaturas. Si
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bien su degradacion en suelos es lenta, en aquellos que son ricos en microorganismos, la
degradacion microbiana suele ser la mas importante, aunque el CPF podria llegar a ser
resistente a la catabolizacion por parte de algunos organismos. Se estima que puede

persistir en suelos entre 60 a 120 dias (Testai ef al., 2010).

La incorporacion del CPF al organismo puede ser mediante via inhalatoria, oral
o dérmica. Algunos estudios han demostrado que luego de su distribucion por todo el
cuerpo, el CPF presenta predileccion por acumularse en tejido adiposo y desde alli es
liberado lentamente. Gran parte del insecticida absorbido es metabolizado en el higado
por la via de la citocromo P-450 monooxigenasa a su forma oxdén, que presenta un
potencial entre 300 a 400 veces mas alto en la inhibicion de las colinesterasas en
comparacion con su forma anterior (Sultatos y Murphy, 1983). A continuacion, es
hidrolizado a 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) por la A-esterasa, lo que representa la ruta
mas comun en el proceso de detoxificacion y en mamiferos su eficiencia puede variar de
acuerdo al sexo, la edad y el estado de salud (Ames et al., 1989). Sus metabolitos
hidrosolubles en forma de dietiltiofosfato o dietilfosfato son eliminados en un 90% por

via urinaria y un 10% por via fecal (Figura 3)
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Figura 3. Rutas metabélicas y de transformacion del clorpirifos en organismos vertebrados

(Adaptado de Samet et al., 2010)

Consideraciones toxicologicas del carbosulfan

El CSF [2,3-dihydro-2,2-dimethylbenzofuran-7-benzofuranyl(dibutilaminotio)
metilcarbamato], CAS N° 55285-14-8 es un insecticida- acaricida y nematicida con
accion sistémica, destinado a controlar las formas adultas y estadios intermedios de

estos artropodos que atacan a los cultivos (Figura 4). Es aplicado exclusivamente sobre
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suelos, semillas y excepcionalmente sobre la parte foliar de las plantas a fin de combatir
artrépodos perforadores de maderas en cultivos forestales, frutales, algunas hortalizas

pesadas, maiz y algodon (FAO, 2017).

El CSF presenta un aspecto liquido viscoso de color amarronado. Puede
mantenerse estable durante un afio a 22°C. Su presentacion comercial puede ser en
forma liquida (emulsionado), en polvo o granulada y sus formulaciones pueden
contener este principio activo como unico componente o mezclado con otros CBs, OFs
o piretroides. Su solubilidad en agua es baja, por lo que debe estar disuelto en vehiculos

oleosos o solventes para su aplicacion (INCHEM, 2003).
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Figura 4. Estructura quimica de la molécula de carbosulfan (INCHEM, 2003)

El CSF reportado como un compuesto poco volatil, de moderada a baja
persistencia en agua, y sus moléculas permanecen inmdviles adheridas a particulas de
suelo. Los principales procesos de biodegradacion ocurren rapido, donde la hidrolisis y
la fotdlisis presentan mayor eficiencia a temperaturas elevadas en suelos y agua. La
persistencia del principio activo puede verse prolongada de acuerdo al vehiculo
utilizado para la fumigacion (FAO, 2000).

Los estudios toxicodinamicos para CSF han sido realizados a partir de la
administracion en forma directa en ratas y cabras. Las principales rutas de ingreso al
organismo son la via oral y dérmica. Una vez incorporado en circulacion, su
biotransformacién ocurre en el higado a partir de multiples procesos de hidrolisis,
oxidaciones y conjugaciones, lo que implica que alrededor del 90% del CSF

incorporado pueda ser transformado y eliminado en mas de 10 metabolitos diferentes en
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72 h (Figura 5). Hasta un 88% se excreta por orina en forma de metabolitos
hidrosolubles, puntualmente dibutilamina (DBA); hasta un 22% en materia fecal y hasta
un 10% por la espiracion. Solo un 2% puede ser bioacumulado en el organismo (Fangy

El Naggar, 1995; Curry y Weintraub, 1996).
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Figura 5. Rutas metabdlicas y de transformacion del carbosulfin en organismos vertebrados
(adaptado de Fang y El Naggar, 1995).

Un informe de la FAO realizado en el 2003 detalla que, en el analisis de la
toxicidad aguda, la DL50 probada en ratones y conejos es baja a comparacion de otros
CBs (FAO, 2003). En cuanto a la toxicidad cronica se ha reportado que el CSF no
presenta efectos concluyentes en cuanto a genotoxicidad, carcinogénesis, teratogénesis
o toxicidad reproductiva. Este insecticida dispuesto en el suelo a pH mayor a 7 suele ser

estable, pero favorecido por condiciones de pH bajo, temperaturas de moderadas a
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elevadas y suelos humedos ricos en materia organica y microorganismos, tiende a
transformarse rapidamente por procesos de hidrolisis en uno de sus metabolitos activos
mas persistentes y toxicos: el carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7- benzofuranil n-
metilcarbamato), el cual puede persistir entre 3 a 50 semanas en aquella matriz (Getzin,
1973; Sahoo et al.,1990). La actividad sistémica observada en los organismos no se
debe al CSF per sé, sino a su metabolito toxico obtenido a partir de los procesos de

transformacion (Figura 6).
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Figura 6. Degradacion de carbosulfan a carbofurano, via oxidativa, y su hidrélisis a

hidroxibenzofuran.

El carbofurano (CBF) ha sido uno de los CB mas utilizados en la agricultura y la
actividad forestal, a pesar de su alta toxicidad para humanos y su gran facilidad para
ingresar al organismo mediante la via oral, inhalatoria y dérmica. Esto es respaldado por
la elevada cantidad de reportes de intoxicacion accidental de personas, animales
domésticos y silvestres (Gupta, 1994). En cuanto a caracteristicas ecotoxicologicas
relevantes, el CBF presenta un formato de cristales so6lidos blanquecinos que son
estables en condiciones ambientales estdndares y sus formulaciones comerciales pueden
presentarse con el principio activo como componente tnico o asociado a CBs y OFs. En
suelos y en condiciones a campo, puede ser biotransformado rapidamente por
microorganismos en su metabolito 3-hidroxicarbofurano y se ha visto que los residuos
de CBF pueden persistir hasta 3 meses luego de su fumigacion (Isensee et al., 1990).
Cuando los suelos presentan riqueza en materia organica, pH, temperatura y humedad
elevada, la persistencia de este insecticida se ve reducida (Sukop y Cogger, 1992). En
agua, los principales procesos de biotransformacion son la hidrolisis y la fotolisis, y su

persistencia se ve afectada bajo las mismas condiciones que influyen en suelos.
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El metabolismo del CBF se caracteriza por las reacciones de hidroxilacion y/o
oxidaciéon que dan lugar a la formacion de CBF-fenol, 3-hydroxicarbofurano, 3-
hidroxicarbofurano-7-fenol, 3-ketofuran y 3-ketofuran-7-fenol, los cuales se pueden
encontrar en estado libre o conjugados a diversos glucosidos (Dorough, 1968). Luego
de las reacciones de conjugacion, dadas en las vias de circulacion enterohepaticas, el
compuesto se transforma en metabolitos que son aptos para ser eliminados por la via
urinaria y biliar (Ferguson et al., 1984). La toxicidad severa reportada para este
compuesto comprende la presentacion de la signologia aguda tipica de intoxicacion por
CBs, aunque con una manifestacion en un rango de 15 min a 3 hs posteriores a su
exposicion. Segun Gupta (1994), el CBF no solo inhibe especificamente la enzima
AChE, sino otras enzimas “no blanco” como enzimas mitocondriales e isoenzimas
como aquellas enzimas que contienen serinas, caboxilesterasa y butirilcolinesterasa
(BChE) presentes en cerebro, plasma, higado y musculo esquelético. Ademas, se pudo
observar que las intoxicaciones con CBF provocaron cambios hematoldgicos en ratones,
tales como la disminucién de las concentraciones de hemoglobina, recuento total
eritrocitario (RTE), hematocrito (Hto) y aumento del recuento total leucocitario (RTL),
dado por un aumento de la linea neutrofilica y disminucion del niimero de linfocitos

(Gupta et al., 1982).

Los efectos neurotoxicos generales y agudos mencionados para OFs y CBs,
estudiados mayoritariamente en mamiferos, se reportan en las fichas técnicas tanto de
CPF como el CSF, como asi también su extrema toxicidad para organismos acuaticos y
su alto riesgo y susceptibilidad para aves y abejas (INCHEM, 2003).

La avifauna ha sido uno de los focos de estudio utilizados para conocer y
visualizar el efecto del uso de plaguicidas en las practicas agricolas habituales sobre la

biodiversidad y la calidad de esos ecosistemas.

Biomarcadores y herramientas para la valoracion de la
exposicion a plaguicidas en aves silvestres

Los biomarcadores son parametros que reflejan cambios bioquimicos,
histologicos, morfologicos, fisioldgicos, etologicos, o de otra indole que puedan ser

medibles o cuantificables, que se manifiestan en un sistema y que alteran algiin aspecto
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de la composicion y el metabolismo, por causas espontaneas o naturales, o como reflejo

de la exposicidon de un organismo a un agente xenobiotico, de origen fisico, quimico o

bioldgico, inductor de alteraciones (Garte y Bonassi, 2005). Los marcadores biologicos

pueden ser especificos, es decir que respondan a un contaminante en particular, y por lo

tanto indica inequivocamente su presencia; o inespecificos, que se modifiquen de igual

manera por efecto de una amplia gama de contaminantes. En una situacion intermedia,

los biomarcadores relativamente especificos reflejan cambios ante un grupo de

contaminantes con un mecanismo de accién similar. Poder advertir respuestas

tempranas en base a biomarcadores es esencial para predecir riesgos y definir un

sistema biologico de alerta eficiente (Lopez Gonzalez et al., 2017).

Los biomarcadores se han podido categorizar en tres grupos (Fowler, 2012):

Biomarcadores de exposicion: indican la presencia inequivoca de un
xenobidtico, sus metabolitos o el producto de su interaccidon con una célula o
molécula blanco.

Biomarcadores de susceptibilidad: indican la capacidad o limitacion
(adquirida o heredada) de un organismo para responder a la exposicion de un
xenobiodtico.

Biomarcadores de efecto: indican una alteracion bioquimica, fisiologica o
genética, en respuesta a la exposicion a un xenobiotico. Son definidos como
indicadores cuantitativos de eventos celulares y moleculares en los sistemas
biologicos. Desde hace varios afios, en consonancia con la creciente
exposicion ambiental a xenobioticos, ha ido en aumento el interés en el uso
de estos biomarcadores para detectar el dafio ocasionado a través de la
variacion de expresiones celulares. Estos biomarcadores han resultado buenos
parametros para analizar el riesgo potencial de una sustancia. Si se analiza
una estructura celular o subcelular alterada, una funcion o variable biologica
aumentada o disminuida y, si es posible asociar una enfermedad clinica a
causa del contaminante, se esta en presencia de un biomarcador de efecto

(Hoffman et al., 1993).

La variacion en la frecuencia de biomarcadores entre las aves expuestas a

diferentes gradientes de impacto antropogénico (incluida la ausencia de impacto) podria

deberse a la influencia de las variables intrinsecas (especie, sexo, edad, dieta, estado y

comportamiento migratorio) o extrinsecas, (habitat, altitud, estacion, tipo de alimento
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disponible), aparte de contaminantes ambientales evidentes (Quero et al., 2016). Los
valores referenciales de biomarcadores, en especial en la fauna silvestre o sobre
ejemplares con poca informacion disponible, surgen del estudio de grupos de
organismos no expuestos a contaminantes y se utilizan como valor orientativo, a fin de
estimar el dafio o riesgo de un grupo expuesto ante la accién de un xenobiotico (Bosch
et al, 2011). Pueden ser utilizados como base imprescindible para comparaciones
posteriores a la exposicién a toxicos en una amplia variedad de especies (Stoncius,

2003).

Los biomarcadores también se definen como cualquier respuesta biologica a un
quimico ambiental a nivel individual o celular que demuestra una desviacion del estado
normal (Walker ef al., 2005). Son herramientas valiosas, dado que proveen, por un lado,
evidencia de la exposicion y/o del efecto de un toxico, y por otro, la posibilidad de
evaluar el riesgo potencial frente a diversas exposiciones ambientales. Los
biomarcadores proporcionan herramientas importantes para la prediccion de los posibles
efectos a largo plazo de los xenobidticos en las especies silvestres, precisamente en
poblaciones de animales residentes. Es esencial contar con biomarcadores confiables y
relevantes, ademas de minimamente invasivos, para mejorar la implementacion del
biomonitoreo, diagnodstico y tratamiento de las causas asociadas con su expresion y
vinculados potencialmente al estado de salud de un individuo o una poblacién. Por lo
tanto, las respuestas biologicas que los animales pueden exhibir ante los efectos de los
diversos toxicos ambientales, pueden ser estudiadas, detectadas y monitoreadas. Si se
dispone de biomarcadores confiables es posible instaurar programas de biomonitoreo y

vigilancia de poblaciones silvestres (Gorla, 2016).

Biomarcadores de genotoxicidad

Los agentes genotoxicos son todos aquellos factores de indole quimico, fisico o
biologico capaces de causar daflo, de manera directa o indirecta, en el material genético
o proteinas asociadas al ADN a dosis subletales o subtdxicas de exposicion (Cuenca y

Ramirez, 2004).

Para el estudio de genotdxicos ambientales, varios biomarcadores relacionados

con el dafio al material genético y la carcinogénesis han sido analizados en especies
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silvestres. Entre ellos se destacan biomarcadores que denotan modificaciones a nivel
quimico y estructural de la molécula del ADN y sus niveles de organizaciéon o
compactacién (Bonassi y Au, 2002). Sin embargo, el estudio de marcadores de dafio
genético en las especies expuestas en el medio ambiente, no tiene por objeto evaluar el
riesgo de cancer, sino los potenciales efectos de inestabilidad gendmica en células
somaticas o germinales, que permitan valorar como ciertos agentes podrian tener
impacto sobre la biodiversidad y la supervivencia de individuos y poblaciones ante
eventos de contaminacion del medio ambiente (Bickham y Smolen, 1994; Kleinjans y

Van Schooten, 2002).

La estabilidad es una de las propiedades basicas del genoma y se encuentra
influenciada por dos factores principales: la informacién genética individual y los
factores ambientales. Por lo tanto, la estabilidad del material genético se puede utilizar
como indice de la respuesta de un individuo al impacto ambiental y el estrés (Kursa y
Bezrukov, 2008). La inestabilidad genética puede producirse por causas espontaneas y
su conocimiento es esencial para evaluar el posible efecto que los mutdgenos
ambientales pueden causar y, al analizarla se da a conocer la existencia de un nivel
referencial de dafio genético en organismos no expuestos a agentes genotoxicos
(Zuniga-Gonzalez et al., 2000). Los valores espontaneos/basales podrian estar
constituidos por una tasa innata y tasa ambiental, para un organismo de una especie en
particular, en un sitio y tiempo determinado, pero sin el impacto de un agente

potencialidad evidente para producir dafio genético (Quero ef al., 2016).

Los biomarcadores también indican alteraciones como respuesta a la exposicion
de un organismo a un agente xenobiotico. La tasa de exposicion se mide cuando un
organismo estd expuesto de manera evidente, intencional, accidental, o experimental a
algin agente potencialmente peligroso (Quero et al., 2016). Los organismos expuestos
pueden evidenciar ciertos y determinados fenotipos individuales o celulares en respuesta

al efecto del toxico (Bosch et al., 2011).

Los biomarcadores de genotoxicidad, especialmente de clastogenicidad (ruptura
cromosomica) y aneugenicidad (alteracion del ntimero cromosémico), validados y
frecuentemente utilizados en la actualidad son el test de aberraciones cromosomicas, el
intercambio de cromaticas hermanas y el test de micronicleos (MN) (Bernardi et al.,

2015). El presente estudio se centrara en la valoracion de este Gltimo biomarcador
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mencionado, junto con aquellas alteraciones en la morfologia de los nucleos celulares
(enfoque Citoma o ensayo de micronucleos citoma), los cuales han sido utilizados cada
vez con mayor frecuencia en la evaluacion de los efectos de dafio genético ante

diferentes agentes (Pérez-Iglesias et al., 2014).

Los MN son considerados un biomarcador de efecto, producido por el accionar
de sustancias y procesos genotdxicos a nivel subcelular, visualizados como un cuerpo
extra nuclear conformado por cromatina perteneciente a cromosomas enteros o restos de
fragmentos cromosomicos que fallaron en la incorporacion dentro del nucleo principal
durante la division celular (Fenech, 2007). Por lo tanto, es un indicador indirecto de las
aberraciones cromosOmicas estructurales y/o numéricas que surgen en la mitosis.
Durante la fase S de la interfase, el material genético (ADN) contenido en el ntcleo
celular se replica y divide equitativamente y da lugar a dos células hijas idénticas. Este
proceso puede producirse de manera erronea debido a errores durante la replicacion y
posterior division del ADN, a roturas cromosomicas y al efecto de la radiacion y de
sustancias genotoxicas, produciéndose pérdida cromosodmica y reparto no equitativo del

material genético (Figura 7).

El ensayo de MN es aplicable en diferentes tipos celulares. En mamiferos,
incluido el hombre, lo mas frecuente es que se realice en linfocitos de sangre periférica
en cultivo celular, bajo el nombre de “ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis”
(CBMN) o en células de descamacion de la mucosa bucal (Bosch et al., 2011). En este
estudio se analiza la frecuencia de MN en eritrocitos de sangre periférica, tal como se ha
preferido en muchos animales vertebrados con eritrocitos nucleados (no mamiferos),
entre ellos una amplia diversidad de aves silvestres (Zufiiga-Gonzalez et al., 2000;

2001).

El ensayo Citoma se desarrolld originalmente como un sistema ideal para medir
y cuantificar otras alteraciones nucleares (AN), ademés de los MNs, como puentes
nucleoplasmicos (PN), brotes nucleares (BN), muerte celular (necrosis o apoptosis) y la
tasa de division nuclear (Thomas y Fenech, 2011). Actualmente, en su modo integral, el
ensayo de MN Citoma analiza todas las células, incluidas las células necrodticas y
apoptoticas, asi como el numero de nucleos por célula y su morfologia, a fin de

proporcionar una medida de citotoxicidad y actividad mitética (Fenech, 2006).
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Figura 7. Formacién de micronticleos por evento clastogénico o aneugénico. RSC: Rotura de simple
cadena; RDC: Rotura de doble cadena. Tomado de: Curso de posgrado Toxicologia Genética

(FBCB/UNL), presentacion Dra. Poletta GL, Santa Fe 2012.

Los mecanismos de formacion de muchas de estas ANs aun no han sido
completamente estudiados, pero junto con los MN se las considera buenas indicadoras
de eventos clastogénicos y/o aneugénicos producidos por agentes toxicos (Fenech,
2002). Se consideran lesiones nucleares analogas a las MN, que pueden ser inducidas

por compuestos genotoxicos incluso cuando no se inducen MN (Fenech et al., 2011).

Las células con brotes nucleares contienen nucleos con una aparente
constriccion aguda en un extremo del nucleo que sugiere un proceso de brotacidn.
Representan el proceso de eliminacion de ADN amplificado. Complejos de reparacion
de ADN y posiblemente, cromosomas en exceso de células aneuploides. También
podrian ser observados cuando se produce la separacion defectuosa de las cromatidas
hermanas en el anafase debido a una falla en la separacion de las mismas (Fenech et al.,
2011). El brote nuclear tiene las mismas propiedades morfoldgicas y de tincion que el
nucleo; sin embargo, su didmetro puede variar de una mitad a un cuarto del ntcleo

principal (Thomas y Fenech, 2011).

Los puentes nucleopldsmicos se originan debido a la reparacion erronea de ADN
inducidas quimicamente. Esto causa la formacion de cromosomas dicéntricos en los que
los centromeros son traccionados hacia polos opuestos de la célula en anafase y permite
visualizar un puente o filamento de cromatina que une ambos ntcleos, los que pueden
romperse € iniciar ciclos recurrentes de rotura-fusidn-puente e inestabilidad

cromosomica. También pueden romperse para formar un MN (Fenech ef al., 2016).
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Las colas nucleares estan caracterizadas por un estrangulamiento paulatino y
elongacion en algun punto de la membrana nuclear. El origen en interfase indica la
presencia de cromosomas dicéntricos observados en metafase. Cuando se dividen estos
cromosomas forman puentes de cromatina entre los dos nucleos, en la ruptura puede
conducir a la formacion de un aspecto de "cola" (Kursa y Bezrukov, 2008). Pueden
producirse puentes nucleopldsmicos y colas nucleares por el mismo mecanismo. Una
constriccion citoplasmatica del puente nucleopldsmico podria resultar en una cola
nuclear a través del ciclo de ruptura-puente de fusion (Anbumani y Mohankumar,

2015).

Los nucleos con muescas estan representados por una clara invaginacion en uno
de los bordes del ntcleo celular. Una de las explicaciones mas aceptadas para esta AN
respecto al aspecto del nucleo sugiere que cuando la célula detecta una region de ADN
afectada, se inicia un proceso de reparacion y eliminacion de la zona dafiada. La region
alterada se mueve luego a la periferia del nticleo y se elimina por exocitosis. Antes de
que el proceso se complete, la membrana nuclear presenta algunas imperfecciones como

invaginaciones (Lopez Gonzalez et al., 2017).

Las células binucleadas son células que contienen dos nucleos principales en
lugar de uno. Los nucleos suelen estar muy cerca y pueden tocarse entre si y por lo
general tienen la misma morfologia que la observada en las células normales (Thomas y
Fenech, 2011). Puede ser la division amitética de los nucleos interfasicos, lo que
conduce a una distribucion incorrecta de los cromosomas en las células hijas. Es la no
disyuncion de nucleos de células que no completan la citocinesis. Es por ello que

indican errores en la citocinesis.

En las células con nucleo periférico o excéntrico se considera la presencia de un
nucleo desplazado hacia la periferia, localizado en zonas alejadas de la region central o
que esté en la region central de la célula, pero de forma transversal al eje longitudinal de
la célula. Las células con nucleos excéntricos, se originarian de aquellas células que no
habrian llegado a dividirse como producto de una interrupcién en la division celular, al
igual que para el caso de la formacion de eritrocitos binucleados (Lopez-Gonzalez

2017).
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Las células anucleadas (eritroplastidos) se caracterizan por la ausencia del
nucleo. Se propone como hipdtesis, una posible formacion a través de un proceso de
citocinesis en células con nucleos excéntricos. La pérdida de la forma eliptica tipica de
los eritrocitos enucleados, sugiere que también en este caso el componente de actina
participa activamente. La presencia de eritroplastidos, es decir, formas anucleadas de
glébulos rojos circulantes puede representar un dispositivo especial para aumentar la
eficiencia de transporte de oxigeno, particularmente en condiciones de contaminacion

del agua, al mejorar la relacion superficie/ volumen celular (Barni et al., 2007).

Muchas de estas alteraciones nucleares se proponen como manifestaciones
primarias o que anteceden a la formaciéon de MNs, por lo que es probable que en
muchas situaciones las modificaciones en sus frecuencias de expresion pueden

encontrarse asociadas (Fenech et al., 2011).

Multiples investigaciones se han realizado utilizando aves como bioindicadores
a partir del uso de biomarcadores de genotoxicidad. Ilyinskikh et al. (1997) estimaron la
frecuencia de MN, en poblaciones de palomas que habitan areas con contaminacion
radioactiva. Los resultados obtenidos por Shepherd y Somers (2012) sugirieron,
ademads, que el uso del ensayo citoma aplicado en palomas es un buen medio para
identificar riesgos de dafio genético que resultan de la exposicion ambiental a
contaminantes. La valoracion de las frecuencias de MN también se ha aplicado a
estudios vinculados a poblaciones de aves y su proximidad a ecosistemas urbanos y
agricolas que suponen de exposicion a un conjunto de contaminantes ambientales, entre
ellos plaguicidas de uso agricola (Skarphedinsdottir et al.,2010; Baesse et al., 2015;
Souto et al., 2018; Baesse et al., 2019).

Las técnicas mencionadas aplicadas en aves, tienen antecedentes que sustentan
su utilidad como biomarcadores de genotoxicidad en la evaluacion de ecosistemas
potencialmente alterados por xenobidticos (Skarphedinsdottir et al., 2010; Baesse et al.,
2015; Frixione y Rodriguez- Estrella, 2020; Rodrigues Silveira et al., 2022). Muchos de
los estudios citados fueron realizados en zonas urbanizadas o sitios donde las personas
también se encuentran expuestas a los mismos factores que perjudicaron a estas aves.

En este punto radica la importancia en la utilizacion de métodos aplicados a fauna
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silvestre para la potencial valoracion de las situaciones a las que los humanos también

se encuentran expuestos.

Biomarcadores hematoldogicos

La hematologia es la disciplina que estudia los diferentes tipos celulares que
componen la sangre y los tejidos hematopoyéticos a partir de la cuantificacion y analisis
de caracteristicas morfologicas (Schalm’s et al., 2010). Sus conocimientos permiten
comprobar el estado de salud y de enfermedad de los individuos y contribuyen a
identificar la respuesta y el monitoreo de un proceso patoldgico como también permite
valorar la respuesta al tratamiento para ayudar a establecer el prondstico de una
situacion clinica (Clark ef al., 2009). Es quizas la prueba individual mas informativa y
econdmica para monitorear estas situaciones (Maceda- Veiga et al., 2015). En algunas
aves muy pequefias, en las que es dificil obtener grandes volimenes de sangre, puede

ser el tnico procedimiento posible de realizar con fines diagnosticos.

La sangre es un liquido viscoso de color rojo brillante a rojo oscuro. Su volumen
varia en los distintos individuos, ya que representa entre el 7 y el 10% del peso corporal.
Al igual que en los mamiferos, la sangre en las aves estd compuesta por una fase
liquida, denominada plasma, que constituye la sustancia intercelular, donde se
encuentran en suspension las células sanguineas conformando la fase sélida (Barbeito et

al., 2014).

Los elementos formes de la sangre de las aves son cé€lulas y se clasifican en tres
grupos: los globulos rojos o eritrocitos, los globulos blancos o leucocitos y los
trombocitos (Figura 8). En las aves, tal como ocurre en reptiles, anfibios y peces, los
glébulos rojos retienen el nucleo celular a lo largo de la vida celular. Los eritrocitos
maduros o normocromadticos, tienen forma oval o eliptica, y de perfil tienen forma
biconvexa, debido a la presencia del nucleo en el centro celular. La vida media de estas
células es relativamente corta, estableciéndose entre los 28 y 45 dias (Jones, 2015). En
las aves, los eritrocitos son vertidos a la sangre en forma inmadura, también conocidos
como reticulocitos o eritrocitos policromaticos, que tardan entre 48 a 72 hs para

convertirse en células maduras (Schindler et al., 1987).
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El plasma, en la mayoria de las aves, es transparente o de color amarillo palido.
El color amarillo se debe a la presencia de carotenos, pigmentos vegetales abundantes
en una gran variedad de plantas y en sus semillas. El plasma posee un 85% de agua y
entre un 9 a 11% de proteinas, el resto del volumen sanguineo lo constituyen diferentes

solutos (Campbell et al., 2015).

PLASMA ELEMENTOS
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Figura 8. Componentes de la sangre en aves (Barbeito et al., 2014).

El hematocrito se define como el porcentaje de volumen de sangre que ocupa la
fraccion de globulos rojos respecto al volumen total de sangre y se considera la medida
mas rapida y econdmica para valorar la serie roja (Agusti Montolio, 2015). Las aves
presentan valores de hematocrito que oscilan generalmente entre el 35-55 % (Schalm’s,
et al., 2010) y suelen relacionarse con su aptitud bioldgica o “fitness” (Villegas et al.,
2004). En general, las especies que presentan habitos terrestres como la gallina (Gallus
gallus domesticus) poseen un rango inferior, entre 22 a 35%, mientras que las especies
voladoras establecen intervalos entre el 40-55% (Marshall y Heatley, 2020). El valor en
rapaces se encuentra en un rango entre 39-44% siendo similar al descrito en otros
grupos de aves (Smith y Bush, 1978). Dentro de una misma especie, el valor puede
variar entre individuos en estado salvaje y aquellos mantenidos en condiciones de
cautiverio donde encuentran reducida su capacidad de movimiento y/o presentan un
mejor estado de hidratacion (Hunter y Powers, 1980). El hematocrito se ha usado con
frecuencia como un indicador del estado de salud de las aves silvestres (Ots et al.,

1998). Al igual que otros marcadores, se ha planteado la hipotesis de que factores como
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la edad, el sexo, el estado reproductivo, la altitud, los requisitos de energia, la estacion
climatica, la infestacion parasitaria y el estado nutricional causan cambios en los valores
de hematocrito de las aves silvestres (Fair et al., 2007). Los niveles de hematocrito
pueden aumentar por deshidratacion, como consecuencia de una reduccion en el

volumen de plasma (Mazerolle y Hobson, 2002).

Los leucocitos, se pueden clasificar en dos grandes grupos de acuerdo a la
presencia o ausencia de granulos especificos o primarios en el citoplasma. Los
leucocitos que presentan granulaciones especificas e inespecificas o secundarias, se
denominan granulocitos mientras que los leucocitos que solo poseen granulaciones
inespecificas reciben el nombre de agranulocitos (Barbeito et al, 2014). Los
granulocitos (heteréfilos, eosindfilos y basofilos) y monocitos, estdn asociados con el
sistema inmune innato, actian como un mecanismo inicial de proteccion no especifica
de amplio espectro durante las primeras etapas de una infecciéon. La proteccion
especifica es impulsada por la inmunidad adquirida (linfocitos), que proporciona al
sistema inmunitario de vertebrados la capacidad de reconocer patdégenos especificos. La
leucopoyesis en aves es similar a la descripta en mamiferos, en la medida que los
leucocitos so6lo entran en circulacion en la sangre periférica cuando estdn maduros

(Campbell, 2015).

El recuento total de leucocitos se utiliza como indice para valorar el sistema de
inmunologico y el estado general del individuo. Las caracteristicas morfoldgicas de los
leucocitos de las distintas especies de aves son muy variadas, por lo que es muy dificil
describir una célula tipo. Asimismo, los porcentajes de los leucocitos también son
fluctuantes, no solo entre diferentes aves, sino también dentro de la misma especie
(Barbeito et al., 2014). Su evaluacion dentro de la clinica aviar se consigue a partir de
tres parametros esenciales del hemograma: el estudio de la morfologia celular, el
recuento total de leucocitos y finalmente con el recuento diferencial de cada tipo
leucocitario (Campbell, 2015). El recuento diferencial de leucocitos (Figura 9) es parte
de la base de datos minimos imprescindibles para la evaluacion clinica general y
particular tanto de animales sanos como enfermos, e influye en el diagnostico y el
tratamiento a instaurar (Aroch et al., 2013). Ademads, es uno de los pardmetros mas
comunmente evaluados para disponer de informacion sobre la respuesta inmune celular,

la salud y el estrés fisiologico de las poblaciones animales (Davis et al., 2008).
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Diferentes patogenos y estimulos ambientales pueden conducir a patrones especificos de

proliferacion y activacion de diferentes leucocitos (Campbell, 2015).

Los heterdfilos son los equivalentes a los neutrofilos de la mayoria de los
mamiferos. Son los leucocitos méas abundantes en la sangre de la mayoria de las aves.
Son células tipicamente redondas y su didmetro oscila entre 10 y 15 pm. La
denominacion heterofilo en las aves estd vinculada a la variabilidad de coloracion que
pueden manifestar los granulos citoplasmaticos. Estos granulos, no solo varian en sus
propiedades de tincion, sino también en el tamafio y forma en las diferentes especies de
aves, e inclusive dentro de la misma especie. Pueden presentar forma de varilla, de
baston o fusiformes, y se distribuyen ocupando todo el citoplasma. El nucleo
normalmente es polimorfo con distintos grados de segmentacion. La cantidad de lobulos
varia entre 2 y 5, aunque excepcionalmente el nimero puede ser mayor. Son
indispensables para el sistema de defensa del organismo y sus funciones en las aves son
similares a las que realizan los neutréfilos en los mamiferos. Pueden salir de los vasos
sanguineos para migrar a los sitios de infeccion, atacar y fagocitar materiales extrafios y

bacterias (Barbeito et al., 2014).

Los eosindfilos son células que se encuentran a menudo en el hemograma de
muchas aves y en otras pueden ser infrecuentes. Su porcentaje varia entre el 0 y el 2%
del total de los leucocitos. En la mayoria de los casos, los eosindfilos se distinguen por
su citoplasma cargado de granulaciones redondas y su tamaflo pequefio, que en
promedio varia entre 7 y 8 pum de diametro. El nticleo del eosindfilo habitualmente esta
enmascarado por las granulaciones, y su cromatina por lo general condensada, se agrupa
en la periferia del nucleo. El nucleo es lobulado, aunque presenta menos 16bulos que el
del heteréfilo. Los granulos de los eosindfilos tienden a colorearse més intensamente en
comparacion con los granulos de los heterofilos, y pueden variar en apariencia cuando
se usa la tincion de Romanowsky (Campbell, 2015). Un nimero aumentado de estas
células (eosinofilia) se asocia con infecciones parasitarias y lesion tisular por

traumatismos.

Los basoéfilos son poco frecuentes en la sangre periférica aviar. Representan
aproximadamente entre el 0 y el 2% del total de leucocitos en el pollo. Su tamafio es

mas pequeflo que el del heterdfilo, ya que su didmetro varia entre 7,5 y 9 um. Entre las
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especies, existe cierta variacion en el tamafo, color, matiz y densidad de los granulos.
En algunos casos, todos o la mayoria de los granulos citoplasmaticos pueden no
colorearse. En estos casos, los basofilos exhiben vacuolas redondas y regulares en un
citoplasma palido con granulos basofilos ocasionales (Clark et al., 2009). Los basofilos
aviares contienen granulos profundamente metacromaticos que a menudo oscurecen el
nucleo (Campbell, 2015). Las funciones exactas de los baséfilos en aves no son bien
conocidas, aunque su incremento se asocia con enfermedades cronicas y etapas

tempranas de la inflamacién (Barbeito et al., 2014).

Los linfocitos en algunas especies de aves son los leucocitos que se encuentran
en mayor cantidad; en otras, su nimero es menor que el de los heteréfilos. Existen dos o
tres tipos de linfocitos, tomando como criterio las diferencias de tamafio: pequefios,
medianos y grandes. Los linfocitos pequefios predominan en la mayoria de las aves. El
tamafio promedio de los linfocitos pequefios varia entre 7y 8 um de didmetro. Su forma
es esférica o ligeramente irregular. La relacion nucleo/citoplasma es variable
dependiendo del tamafio del linfocito. El nticleo mide alrededor de 6,5 pum de diametro.
Es redondo y con abundante heterocromatina. Puede localizarse en el centro o estar
levemente desplazado. El citoplasma es escaso en los linfocitos de pequefio tamafo y
rodea al niicleo como un halo, mientras que en los linfocitos mas grandes el citoplasma
suele ser mas abundante y forma una banda perinuclear mas ancha. Es posible encontrar
en el citoplasma pequeiios granulos basofilos que corresponden a complejos
lisosomales. Los linfocitos pequefios tienen una morfologia similar a los linfocitos
medianos, con excepcion del nucleo que, en la mayoria de las especies de aves, presenta
un pleomorfismo considerable, con variaciones entre redondo, ovalado irregular o
indentado (Barbeito ef al., 2014). Las caracteristicas citopldsmicas son importantes
cuando se diferencian los linfocitos pequefios de los trombocitos. Se observa linfocitosis
(aumento del nimero de linfocitos) en el transcurso de algunas infecciones producidas

por clamidias o virus (Barbeito et al., 2014; Campbell, 2015).

Los monocitos son las células mas grandes y su tamafio oscila, entre 11 y 16 um
en aves. El citoplasma es mas abundante que el del linfocito y con las técnicas
convencionales de tincion suele colorearse celeste grisdceo. La relacion
nucleo/citoplasma es mayor que en los linfocitos. El citoplasma suele variar en su

estructura, en la mayoria de las células es de aspecto reticular o vacuolado,
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especialmente en la region cercana al nucleo donde se encuentra una muesca o
indentacion. El nacleo suele estar ubicado excéntricamente y con frecuencia se observan
nucleos con forma de rifion, redondos o bilobulados. Numerosos granulos pequefios,
irregulares y densos se encuentran distribuidos al azar por todo el citoplasma. Los
monocitos son células méviles que pueden emigrar utilizando sus movimientos para
diferenciarse en macrofagos y cumplir funciones que incluyen la fagocitosis y la
secrecion de numerosas sustancias que regulan la homeostasis tisular y la respuesta
inmune. El aumento relativo o absoluto de los monocitos puede estar relacionado con

infecciones o estrés cronico (Dieterien-Lievre, 1988; Barbeito et al., 2014).

Figura 9. Células sanguineas identificadas en aves silvestres. (A) Eritrocito Policromatico (cabeza de
flecha negra) y Eritrocito Normocromatico (cabeza de flecha blanca); (B) Heterdfilo; (C) Eosindfilo; (D)

Linfocito; (E) Monocito; (F) Trombocitos.

Los trombocitos representan el equivalente a las plaquetas de los mamiferos. En
las aves son células completas ya que presentan nticleo y organelas citopldsmicas. En
los extendidos de sangre estas células suelen observarse en grupos formando masas. El
tamafio de los trombocitos varia entre 7 a 10 um en la gallina y presenta una forma
tipica oval o eliptica. El nucleo, también eliptico, presenta superficie irregular. El
citoplasma, en los frotis coloreados con tinciones a base de Giemsa se observa de color
azul palido mate, aunque puede en algunos casos poseer un brillo mas purpura o ser
incoloro. La apariencia del citoplasma es una caracteristica importante que se usa para

diferenciar los trombocitos de los linfocitos pequefios y maduros (Campbell, 2015).

34



Cumplen un rol activo en el control de la hemorragia frente a una lesion vascular

constituyendo un elemento indispensable en la coagulacion de sangre.

Las aves, en respuesta a factores de estrés aumentan la actividad del eje adrenal
hipotalamo-hipoéfisis, dando lugar a concentraciones elevadas de glucocorticoides, lo
que induce a su vez el aumento de la frecuencia de heterofilos, y disminucion en los
linfocitos, a esta circunstancia se la caracteriza como indice H/L elevado (van der Meer
y van Oers, 2015). Los heterofilos son la primera resistencia natural contra infecciones
bacterianas y otros agentes (Cirule et al., 2012), entonces este parametro se correlaciona
con los procesos de inmunosupresion, con bajas tasas de crecimiento y supervivencia,

elevados niveles de glucocorticoides y estrés (Martinez Quintanilla et al., 2017).

Colinesterasas plasmaticas como marcadores de exposicion a OPs y CBs

Las colinesterasas (ChE) son un grupo de enzimas primordialmente responsables
de la rapida eliminacién de la acetilcolina en las terminales postsinapticas colinérgicas,
a fin de producir la trasmision de un impulso nervioso preciso, temporal y controlado en
el sistema nervioso central y periférico, y finalizar en la contraccion muscular o
secrecion glandular. Han sido denominadas bajo el nombre de ChEs todas aquellas
esterasas que presentan la capacidad de hidrolizar altas tasas de ésteres de colina de una

forma acelerada, tan solo en centésimas de segundos (Trudeau y Sans Cartier, 2000).

Tal como fue mencionado en subtitulos anteriores, dado que las ChE son
inhibidas especificamente por compuestos OPs y CBs, es que han sido utilizadas como
marcadores bioquimicos de efecto y exposicidon a estos compuestos, y la valoracion de
su actividad ha resultado consistente ante casos de intoxicaciones agudas, sub agudas y
letalidad para una amplia diversidad de organismos (Goldstein ef al., 1999; Strum et al.,
2010). Las aves en particular, presentan una alta sensibilidad a los compuestos OP y
CBs, y la DLso suele ser entre 10 y 20 veces mas bajas que para mamiferos, dado que
las esterasas tienen una baja actividad en las aves (Brealey et al, 1980; Kaneko et al.,
2008). Debido a esto, no es dificil alcanzar la inhibicion del 50 al 70% de las
colinesterasas plasmaticas o el 20% de las colinesterasas cerebrales, punto a partir del
cual es probable la observacion de signos de intoxicacion aguda (Hill y Fleming, 1982;

Mitra et al., 2011).
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Los vertebrados poseen una variedad de distintas formas moleculares para la
enzima ChE. Trudeau y Sans Cartier (2000) exponen que existen 2 grandes grupos en
virtud de la especificidad por un sustrato y la susceptibilidad a la inhibicion. Es asi que,
por un lado, se referencia como acetilcolinesterasa (AChE), también conocida como
colinesterasa verdadera, colinesterasa “tipo 1” o “especifica”, a aquella forma que
presenta alta preferencia por la hidrolisis del sustrato acetilcolina o acetiltiocolina,
transformandolo en 4acido acético y colina. Esta enzima puede estar presente en células
nerviosas que estan vinculadas a sinapsis colinérgicas, pero también pueden localizarse
en una variedad de otras células neuronales y no nerviosas como globulos rojos, higado
y musculo, y en el caso particular de las aves se encuentran en el plasma y no en la

membrana eritrocitaria como es descripto en mamiferos (Thompson et al., 1991).

Por otro lado, se describe como butirilcolinesterasa (BChE), también conocida
como pseudocolinesterasa colinesterasas plasmaticas, “tipo 2” o “no especifica”, a
aquella esterasa que presenta alta preferencia por la hidrolisis de butirilcolina o
butiriltiocolina, degradandola en acido butirico y colina. Sin embargo, esta enzima
puede ejercer actividad sobre una variedad de ésteres de colina, entre ellos acetil, fenil y
nitrofenilcolina (Thompson ef al., 1991). La BChE se encuentra ubicada principalmente
en plasma, dado que es sintetizada en el higado y secretada a la sangre, en donde su vida
media se estima en aproximadamente 12 dias (Santarpia et al., 2013). La funcion exacta
de esta enzima atin no es bien conocida, aunque presenta una importancia toxicoldgica
al comportarse como uno de los principales mecanismos que salvaguardan el sistema de
AChE del sistema nervioso ante la detoxificacion e hidrolisis de compuestos
anticolinesterasicos presentes en sangre (Legler y Kummerfeld, 2016). En aves, la
medicion de la actividad de BChE es el método mas rapido, econdmico y confiable ante

la sospecha de intoxicaciones con OPs o CBs.

Ademas de la accion catalitica y de detoxificacion de estas enzimas, también se
han descripto que ambas se encuentran involucradas en el desarrollo neuronal
embrionario en animales, proliferaciéon celular y en el metabolismo de lipidos y

lipoproteinas (Kutty, 1980; Robitzki et al., 1997).

En estudios realizados en aves, también se ha tomado en cuenta un tercer tipo de

esterasas no especificas, denominado carboxilesterasas, que ademas es susceptible de
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ser inhibido por diversas sustancias y ha sido utilizado como marcador complementario
ante la exposicion a plaguicidas (Oropesa et al., 2013; Nervaez et al., 2016). Esta

enzima también presenta inespecificidad por sustratos como la BChE.

La valoracion de las colinesterasas como marcador puede ser realizada desde
distintos puntos de vistas. Por un lado, es necesario destacar el tejido en donde sera
evaluada. En referencia al estudio con aves silvestres vivas, dadas ciertas razones éticas
y de conservacion, el uso de biomarcadores para investigar la exposicion a
contaminantes debe ser adecuado y adaptable a métodos no destructivos, poco invasivos
y que permitan valorar efectos toxicos de manera temprana (Oropesa et al., 2013). Es
por ello que la sangre es el tejido de principal eleccion para abordar estos analisis, que
ademas de permitir la obtencion de muestras por técnicas no letales, permite la
valoracion de un amplio conjunto de ChEs que actian como primera barrera de

respuesta en la exposicion a insecticidas OF y CB (Fossi, 1994; Fildes et al., 2006).

Por un lado, existen métodos aplicables en aves que permiten diferenciar las
distintas formas de ChEs y su sensibilidad especifica ante agentes anticolinesterasicos.
Esta caracterizacion consiste en la utilizacion de sustratos diferentes y especificos, en
conjunto con inhibidores selectivos para cada tipo de enzima (Nunes et al., 2011).
Como resultado, se permite obtener las tasas de accion de cada tipo de colinesterasa en
plasma, aunque requiera de mayores costos, tiempo y complejidad en el instrumental de

estudio (Oropesa et al., 2017).

Por otro lado, la actividad de ChE puede ser medida mediante un método
espectrofotométrico que permite asociar la tasa de hidrolisis de un sustrato especifico
con el viraje de color provocado por una sustancia cromdgena en una matriz liquida
(Ellman et al., 1961). En las especies aviares, la actividad de ChE medida en cerebro
responde en gran parte a la actividad generada por la AChE, a diferencia del plasma, en
donde varias enzimas se encuentran involucradas y su proporcion relativa puede variar
en virtud de la especie. Entonces, este método no permite distinguir entre la actividad de
las distintas ChEs plasmaticas, y la valoracion es tomada como la accion conjunta de las
enzimas AChE y BChE principalmente. Es por ello que ante la medicion de la actividad
de ChE en plasma es preferible la utilizacién de un sustrato que pueda ser igualmente

hidrolizado por ambas enzimas, por ejemplo, la acetiltiocolina (Truedeau y San Cariter,
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2000). En comparacion con el método anterior, este resulta mas economico, rapido, e
igual de efectivo y util como herramienta de andlisis ante la interaccion de aves con

plaguicidas y contaminantes presentes en un ecosistema (Stuber et al., 2018).

Existen factores ambientales que pueden provocar variaciones en los niveles de
ChE encontrados (Tecles et al, 2001), como asi también, diferencias inter e
intraespecificas (Roy, 2005). A causa de esto, toma real importancia la determinacion
de valores e intervalos referenciales para cada una de las especies a analizar ante un
escenario de no exposicion evidente, tanto como en eventos de exposicion
comprobados, lo que evita una incorrecta traslacion de datos entre especies y un mejor
analisis del riesgo ante un evento de contaminacién (Horowitz et al., 2016; Quero et al.,

2019).

Efectos de embriotoxicidad y biomarcadores histopatologicos en pichones
de aves

La embriotoxicidad es la capacidad que presenta una sustancia para producir
efectos toxicos en la progenie, con posibilidad de abarcar desde la fecundacion hasta la
finalizacion del periodo fetal. Los efectos pueden incluir defectos del nacimiento no
hereditarios (teratogénesis), disfunciones, muerte prenatal, alteraciones del crecimiento

y funciones posnatales alteradas (Hoffman,2003).

Se ha planteado que los efectos toxicos provocados en embriones en desarrollo
en huevos de aves han surgido a partir de distintas vias de exposicion. Una de ellas es la
transferencia de compuestos quimicos al huevo a partir de la exposicion primaria de los
padres, por ejemplo, en el caso de dioxinas y bifenilos policlorados (Mineau, 2005;
Schoeters y Hoogenboom, 2006). Por otro lado, se plantea que puede existir una
exposicion directa del huevo al toxico, dada por el contacto entre la cascara y las plumas
contaminadas de los padres durante la incubacion, material del nido, o al recibir la
aplicacion directa del quimico (Leighton, 1993). Los huevos de las aves son sensibles a
la deposicion externas de toxicos en su superficie, y en ensayos que datan con mas de
100 afios de antigiiedad se advirtid que la aplicacion topica de sustancias solventes

sobre la céascara, y otros quimicos como la nicotina, fueron perjudiciales para los
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pichones al interferir con el normal desarrollo embrionario (Hoffman y Albers, 1984).
Desde este punto, han sido desarrolladas multiples investigaciones, en aves y otras
especies oviparas, a fin de conocer los efectos mediante exposiciones directas sobre la
cascara de los huevos, a partir de diversos métodos como la topicacion, inmersion o
simulacion de spray/ rociado con los contaminantes de interés, en ocasiones utilizando
dosificaciones aplicadas realmente en el ambiente (Martin, 1990; Poletta et al., 2011;
Loépez Gonzalez et al., 2017; Odetti et al., 2020). También la inyeccion al interior del

huevo es una practica habitual para conocer los efectos embriotdxicos (Hoffman, 2003).

En referencia a los plaguicidas, en la mayoria de los casos, el momento de su
fumigacion se corresponde estrechamente con la temporada de nidificacion de gran
cantidad de especies aviares, y se considera que existe un potencial de exposicion a
través de las vias anteriormente descritas. Las especies de aves precociales, tales como
las paseriformes, serian especialmente susceptibles a la aplicacion externa sobre la
cascara del huevo (Martin, 1990). La especie, la dosis y el momento de la aplicacion
durante el desarrollo embrionario pueden tener particulares implicancias en el desarrollo

del pichon segun el contaminante (Hoffman y Albers, 1984; Burella et al., 2016).

Los efectos toxicos observados para plaguicidas han sido descriptos a diversos
niveles y con implicancia de distintas estructuras y organos. Por un lado, las tasas de
supervivencia, mortalidad y éxito en la eclosion han sido tomadas como indices para
valorar y proyectar el impacto de los contaminantes en poblaciones (Mineau, 2005;
Gibbons et al., 2015). Por otro lado, el fenomeno de adelgazamiento de la cascara del
huevo fue uno de los biomarcadores inicialmente usados que aun sigue vigente
(Ratcliffe, 1970). Este biomarcador, junto con los cambios de coloracion de la cascara
ha sido utilizado ante la exposicion de insecticidas organoclorados y metales pesados, lo
que ha permitido analizar las probabilidades de viabilidad de los huevos durante la
incubacion, dada su alta fragilidad (Holm et al, 2006; Ceyca Contreras, 2015). La
presencia y frecuencia de expresion de malformaciones anatdmicas o teratogénesis en
embriones ha sido otro marcador de utilidad, entre los que se han caracterizado para
diversos insecticidas OPs y CBs, la presentacion de bajo peso corporal al nacimiento,
reduccion en la osificacion, alteracion del eje de la columna vertebral y disminucion del

tamafio de vertebras, flexion digital, acortamiento de escapulas y humeros, anomalias en
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los huesos del craneo (parietales y frontal), entre otros (Martin, 1990; Taparia et al.

2014; Bhaskar et al., 2016).

El contenido del huevo ha sido de utilidad para el estudio de contaminantes
organicos. Las sustancias lipofilicas que son capaces de atravesar los poros de la cascara
e ingresar al medio interno del huevo, entre ellos muchos de los insecticidas
actualmente usados en la agricultura, se acumulan en la yema y representan un factor de
riesgo para las aves (Van Leeuwen et al, 1990). A diferencia de los mamiferos, los
organismos oviparos expuestos a estos toxicos durante su desarrollo embrionario son
incapaces de metabolizar los productos para luego eliminarlos del huevo, por tanto, los
efectos pueden verse potenciados (Fry, 1995). Ante estas situaciones, el higado y el
riidn cumplen funciones de detoxificacion frente a diversos xenobioticos, pero los
animales jovenes, y en particular los embriones, serian mas susceptibles a los efectos
adversos dado el menor desarrollo y maduracion, tanto de los tejidos, como de los
procesos metabdlicos y bioquimicos (Anwar y Shakoori, 2010). El estudio de estos dos

organos también puede aportar evidencia respecto a efectos de toxicidad.

La histopatologia consiste en el examen microscopico de las células y los tejidos
y la determinacion cuali-cuantitativa de anomalias que pueden adoptar su estructura y
organizacion ante un evento de lesion tisular (Peebua et al., 2006; Costa y Costa, 2012).
Poleksi¢ et al. (2010) explican que las alteraciones histologicas en determinados
organos diana son biomarcadores sensibles a los efectos de exposicion a xenobidticos y
proporcionarian en muchas ocasiones, una mejor evaluacion de los efectos de la
contaminacion antes que cualquier otro pardmetro bioquimico. Por lo tanto, el analisis
de las alteraciones histologicas en diferentes tejidos se ha utilizado ampliamente durante
afios como instrumento toxicoldgico para vigilar situaciones agudas y cronicas, y para
proporcionar informaciéon adicional a los andlisis fisicoquimicos, especialmente
desarrollado en organismos acuaticos (Schwaiger ef al., 1997; Maurya et al., 2019). La
histologia es un instrumento sensible para el diagnostico de los efectos toxicos directos
e indirectos que afectan a los tejidos animales. Los métodos histoldgicos son
relativamente laboriosos y requieren cierta experiencia, pero al fin y al cabo tienen la
considerable ventaja de que las alteraciones patoldgicas en diferentes tejidos pueden

observarse individualmente y permiten crear un vinculo directo con las funciones
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fisiologicas como el crecimiento, la reproduccion y la nutricion (Van der Oost et al.,

2003; Paithane et al., 2012).

El higado es un 6rgano de desintoxicacion y es esencial para el metabolismo y la
excrecion de sustancias toxicas (Van der Oost et al. 2003). También es uno de los
principales organos de interés en estudios toxicoldgicos debido al gran suministro de
sangre que recibe, lo que causa una notable exposicion a sustancias toxicas. Ademas, se
ha informado que el higado es el o6rgano principal para la bioacumulacién y, por lo
tanto, se ha estudiado ampliamente en lo que respecta a los efectos toxicos de diferentes
xenobidticos (Yancheva, 2016). Es inapropiado describir al higado de las aves
considerando la organizacion lobulillar tipica del higado de los mamiferos, dado que en
las aves la organizacion hepatica es diferente. Sin embargo, sus células poseen
funciones muy similares a la de los hepatocitos de los mamiferos e incluyen la
produccion de bilis, el almacenamiento de lipidos y glucogeno y la sintesis de proteinas

plasmaticas.

Por otro lado, el rifidn es el principal érgano involucrado en el mantenimiento de
la homeostasis de los fluidos corporales. La morfologia y la funcion del rifion se han
modificado a través de la evolucion para cumplir con diferentes requisitos fisiologicos
de acuerdo a cada una de las clases de vertebrados. Los rifiones actlian como ruta de
excrecion de productos de desecho que contienen nitrogeno, como el amoniaco y la
creatinina y, desempefia una importante funcion relacionada con el equilibrio de los
electrolitos, el agua y el mantenimiento de un entorno interno estable (Cengiz, 2006).
Ademas, estos Organos se encargan de la eliminacion de diversos metabolitos de
xenobidticos a los que se encuentran potencialmente expuestos y susceptibles a la
presentacion de efectos adversos. Es de notarse la alta complejidad de la estructura

histoldgica del rifion en comparacion con la que presenta el higado para su valoracion.

A lo largo de este apartado, se ha podido observar solo una porcién de la
inmensa variedad de biomarcadores que permiten valorar los efectos toxicos ante la
exposicion ambiental o experimental a sustancias quimicas, en particular plaguicidas
OF y CB. Los ecosistemas se encuentran ante una constante presion de los
contaminantes antropogénicos. Existe una creciente necesidad de vigilarlos, lo que ha
dado lugar a la exploracion de aquellos organismos que puedan ser exitosos para el

biomonitoreo, como asi también la creciente variedad de biomarcadores que permitan su
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compleja y completa valoracion (Kapka-Skrzypczak et al, 2011; Hamza-Chaffai,
2014). Los programas de biomonitoreo probablemente produzcan poco a poco un
aumento de la conciencia de las personas sobre la presencia de quimicos en nuestra
dieta, en nuestro ambiente y en nuestra vida cotidiana. Se puede esperar que la
biomonitorizacion se convierta en el primer indicador de preocupacion y ocupacion de
los riesgos ambientales, a los cuales nos enfrentamos los humanos y la biodiversidad en
general (Paustenbach y Galbraith, 2006). En las ultimas dos décadas un nuevo enfoque
denominado “One Health” (Una Salud) ha direccionado las interpretaciones cientificas
y sociales respecto a la salud, donde se hace hincapié¢ que los seres humanos, animales y
el ambiente son inseparables. Cualquier alteracion en alguno de los 3 componentes
tendra repercusiones para los otros 2, por lo que mantener el estado de equilibrio en esta
triada es un trabajo diario que los seres humanos debemos promover para garantizar la

salud y el bienestar de las generaciones futuras.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Sustentar el uso de aves silvestres en estudios ecotoxicologicos como
bioindicadores de salud ambiental para la evaluacion del efecto de insecticidas de uso

masivo en agroecosistemas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar biomarcadores de efecto y de exposicion en aves silvestres de 2
areas de monte nativo, donde no se aplican plaguicidas agricolas, y de areas con
actividad frutihorticola de Mendoza donde se aplican plaguicidas
anticolinesterasicos.

e [Evaluar efectos posibles de embriotoxicidad y teratogenicidad en huevos de
codornices (Coturnix coturnix) topicados con el insecticida clorpirifos en
ensayos experimentales en bioterio.

e [Estudiar biomarcadores de efecto y de exposicion en embriones de codornices
obtenidos de huevos topicados con clorpirifos en ensayos concentracion-

respuesta.
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HIPOTESIS

Los plaguicidas anticolinesterasicos promueven la expresion de biomarcadores
de exposicion y de efectos genotdxicos y embriotdxicos en aves silvestres, lo que las

posiciona como potenciales bioindicadores de salud ambiental.
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CAPITULO II
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VALORACION DE
BIOMARCADORES EN AVES
SILVESTRES DE AREAS NATURALES
Y AGRICOLAS

INTRODUCCION

En la obra “Silent spring” de Rachel Carson un verso reza: “/...] llega ahora la
primavera sin ser anunciada, y los tempranos amaneceres estan ahora extrariamente
silenciosos alli donde antes se llenaban de la belleza del canto de las aves” (Carson,
2002). Rachel Carson era bidloga marina y mediante sus obras y reflexiones fue una de
las referentes que inspir6 las bases y lineamientos para la creacion y fundacion de la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA, 2016). Previo a la citada
obra y en la que se plasman los eventos mas representativos de esa €poca, existen
antecedentes referidos al vasto uso de plaguicidas y su impacto sobre la avifauna,
produciendo no solo la muerte de los animales, sino también su desplazamiento hacia
otras regiones. Esto conlleva un empobrecimiento y desequilibrio de la biodiversidad
del ecosistema. Dada la creciente actividad agricola y la conversion del uso de los
suelos desde pastizales y bosques naturales a sitios de cultivos, las aves se vieron
forzadas a alimentarse y desplazarse hacia aquellas dreas que implican un riesgo para
sus poblaciones (Iko et al., 2003).

En los ultimos 50 afios se han desarrollado, principalmente en Europa y Norte
América, varios programas de monitoreos de aves, tanto a escala local como
continental, donde se las ha incluido en el analisis de contaminantes como indicadores
ecolégicos (Goémez-Ramirez et al., 2014; Ahrestani et al., 2017). Respecto de
Sudamérica, el biomonitoreo de aves y contaminantes ha sido notoriamente mas
reducido y a escala local. Los grandes programas de monitoreo a escala internacional se
han visto vinculados a aves migratorias y el uso de pesticidas. Uno de los eventos
mundialmente conocidos refiere al de intoxicaciones y mortandad masivas de
aguiluchos langosteros (Buteo swainsoni), alrededor de 20.000 ejemplares, a causa del

consumo de alimentos contaminados con el insecticida monocrotofos (dimetil-(E)-1-
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metil-2-(metilcarbamoil) vinil fosfato), lo que contribuyé a la implementacion de
diversos programas de monitoreo ecotoxicologicos y ecologicos en las aves afectadas
(Zaccagnini, 2013). Este programa, obtuvo la participacion de diversos paises, entre
ellos Argentina, Venezuela, México, Estados Unidos y Canada, para aunar esfuerzos y
concluir con acciones que permitieran la conservacion de la especie y la reduccion del
uso del pesticida (Goldstein et al, 1999). La importancia del monitoreo en aves ha
tomado tal relevancia que en los ultimos afios se data de estudios implementados
inclusive en avifauna de la Antartida, sitio donde también han llegado trazas de
contaminantes ambientales, aunque conceptualmente era considerada como una de las
regiones mas pristinas frente a la ausencia de disturbios directos producidos por los

humanos (Jerez et al., 2013).

Se ha observado que los plaguicidas agricolas han afectado al 87% de las
especies de aves mundialmente amenazadas (BLI, 2008). Se considera que los OFs y
CBs son algunos de los principales responsables de las reducciones en sus tamafios
poblacionales (Stone, 1979). Se estim6 que entre los afios 1980 y 2000, se produjeron
solo en Estados Unidos, 335 eventos de mortalidad que comprometieron a mas de 9 mil
aves a causa de insecticidas anticolinesterasicos (Fleischli et al., 2004). Muchas
especies han sufrido una disminucion alarmante de su abundancia en agroecosistemas,
debido en particular, a cambios en las practicas y politicas de la produccion agricola
(Chamberlain et al., 2000). Se estima que las aves serian altamente sensibles a los
efectos agudos de plaguicidas anticolinesterdsicos, debido a su reducido nivel de
enzimas desintoxicantes, lo que concluye muchas veces en la muerte del animal (Parker

y Goldstein, 2000).

La interaccion de los insecticidas clorpirifos y el carbosulfan con aves
silvestres

Existe una amplia lista de antecedentes donde se vincula la fumigacion de
plaguicidas a campo con el detrimento de la avifauna accidentalmente expuesta, por lo
que en el presente estudio se revisaran algunos aspectos de importancia sobre los dos

insecticidas que nos competen.

Los insecticidas representan un elemento de potencial riesgo para la vida de las

aves, debido al simple hecho de que las mismas se alimentan de semillas, frutos,
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insectos y otras presas presentes en los cultivos fumigados, y se han observado efectos
de la exposicion a partir de dietas contaminadas con concentraciones ecoldgicamente
relevantes en condiciones controladas (Moore et al., 2014). La intoxicacién secundaria
dada la ingesta de alimento contaminado es un evento frecuente en la avifauna, tal como
fue mencionado anteriormente. Las lombrices y gusanos son capaces de bioacumular
estos pesticidas en sus organismos y alcanzan niveles similares a las concentraciones
encontradas en el suelo posterior a su inmediata fumigacioén (Solomon et al., 2001). El
envenenamiento secundario fue comprobado por Hill y Mendenhall (1980) luego de
observar signos en lechuzas del campanario (7yto alba) alimentadas con codornices que

fueron expuestas a OFs.

Basado en las caracteristicas fisicas y quimicas, el CPF puede persistir entre 2 a
5 dias en el follaje bajo condiciones de campo (Williams et al., 2017), lo que supone
una preocupacion sobre la exposicion aguda de las aves. Sin embargo, en las practicas
habituales, este pesticida puede aplicarse hasta 4 veces con intervalos de tiempo de
hasta 10 dias, por lo que la exposicion cronica podria ser mucho mas relevante (Moore
et al., 2014). De acuerdo con la especie, se han establecido diferentes DLso para este
insecticida, comprendidas entre 5,6 mg/kg para el paseriforme zanate nortefio (Quicalus
quiscula), hasta los 145 mg/kg en el pato real (Anasplaty rhynchos). Entre las especies
mas sensibles se encuentran la paloma doméstica (Columba livia) y la codorniz comin

(Richards, 2000).

Se ha visto que, el envenenamiento por CPF en aves puede ser detectado a partir
de la asociacion entre el evento de exposicion y los niveles bioquimicos estimados por
medicion de la actividad de enzimas colinesterasas plasmaticas y cerebrales. Su
reduccion puede mantenerse al menos por 48 horas (Cairns et al., 1991; Timchalk

2010).

Se han observado efectos variados y hasta discutidos respecto a la vinculacion
de las aves con el uso de CPF. Sin embargo, existen estudios que comprueban y
determinan que este plaguicida ha sido capaz de ser incorporado y bioacumulado en
diversos 6rganos, a partir del andlisis de residuos en tejidos. Un ejemplo del poder de
bioacumulacion y persistencia se presenta en el estudio realizado por Alharbi et al.
(2016), quienes lograron hallar niveles de CPF en patas de paseriformes pertenecientes
a colecciones (estudios post-mortem), y que pertenecian a especies que mantienen rutas

migratorias solapadas con areas agricolas que aplican historicamente este insecticida.
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Otro ejemplo llamativo se centra en aves pelagicas, como petreles y albatros de la
Patagonia Argentina, donde el CPF fue el contaminante orgédnico persistente con
mayores concentraciones encontradas en sus plumas (Quadri Adrogué et al., 2019). Las
vias de exposicion a plaguicidas en las aves, presentadas de acuerdo a la secuencia
natural de probabilidad de ingreso del toxico al organismo son: mediante la ingesta de
alimento contaminado, inhalacién, acicalamiento, y contacto dérmico a través de los

miembros posteriores con superficies.

A diferencia del CBF, el CSF como principio activo actuante no presenta
estudios detallados sobre su efecto en aves. Se ha reportado que, la DLso estimada en
virtud del grado de inhibicién de actividad colinesterasa en aves es de 51 mg/kg,
mientras que para CBF es de 1,65 mg/kg (Mineau ef al., 1993). Sin  embargo, el
metabolito més téxico del CSF es el CBF y ha sido investigado en aves por su alto nivel
de toxicidad demostrado. EI CBF ha sido uno de los insecticidas que mayor impacto ha
producido en la declinacion de las poblaciones de diversas especies de aves, entre ellas
Anseriformes, Paseriformes y Falconiformes, ya que fue el CB mds frecuentemente
encontrado en las carcasas de animales muertos a campo (Augspurger et al., 1996;
Fleischli et al., 2004). Al parecer, las aves rapaces suelen ser uno de los grupos mas
afectados por los envenenamientos accidentales con este insecticida (Dietrich et al,
1995; Allen et al., 1996; Wobeser et al., 2004; Otieno et al. 2010). Se han reportado
intoxicaciones de rapaces y carrofieros en forma indirecta, debido a la ingesta de restos
de animales que fueron envenenados hasta 6 meses previos al evento de la mortandad de

aves, donde el CBF ha persistido en carnes y visceras (Elliott et al., 1997)

La dieta ha sido la principal ruta de exposicién analizada tanto para las
formulaciones liquidas como para las granuladas, aunque las vias inhalatorias y por
contacto directo posterior a la pulverizacion, como asi también el acicalamiento,
podrian ser rutas subestimadas en la estimacion de riesgos (Mineau et al., 2011). Se ha
descripto una extensa lista de signos por intoxicacidon aguda en ensayos de laboratorio
con diversas especies de aves, donde se incluyen los signos generales ya mencionados
para CB y OFs, ademds de diarreas, epistaxis, ereccion de plumas, polidipsia y
convulsiones que preceden a una muerte por anoxia. Mineau et al., (2011), mencionan
que los hallazgos a campo de aves muertas presentan caracteristicas que pueden
diferenciar su correcto diagnodstico como, por ejemplo: los pastos cercanos a las

carcasas suelen estar aplastados y las garras con tierra, tipica evidencia de convulsiones,
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los animales se encuentran en buen estado, el buche y la molleja suelen estar llenos de
comida, y en ocasiones pueden encontrarse granulos de este plaguicida, mientras que los
pulmones suelen encontrarse hiimedos y congestivos. Esto signos indicarian la
velocidad y severidad de la intoxicacion por CBF, donde algunos autores plantean

tiempos de intoxicacién por exposicion dietaria entre los 9 a 18 minutos (Balcomb et

al., 1984).

Dada la frecuente casuistica de intoxicaciones en aves por este CB es que, junto
a otros pesticidas de la familia, entre ellos también el CSF, han sido prohibidos para su
elaboracidn, uso y comercializacion en varios paises del mundo. Incluso en Argentina,
esta resoluciéon fue tomada por el Servicio Nacional de Calidad y Seguridad
Agroalimentaria en el afio 2018, posterior al evento de intoxicaciéon masiva de condores

andinos en la Patagonia - Res. SENASA 670/18 (Negri, 2018).

Los efectos agudos de OFs y CBs son bien conocidos para la vida silvestre,
aunque no han sido descriptos acabadamente aquellos efectos de las exposiciones
cronicas y subletales. Sin embargo, ciertas metodologias aceptables para valorar este
tipo de exposicion a largo plazo son aquellas que implementan biomarcadores de efecto
y exposicion y que evidencian cambios no visibles en los procesos de intoxicaciones

agudas.

El destino ambiental de los OF y CB, la disponibilidad de éstos para la fauna
silvestre y la toxicologia en relacion a los factores ambientales, son aspectos que
promueven y motivan el desarrollo del presente estudio. Planteamos que los insecticidas
CPF y CSF promueven la modificacion de biomarcadores de exposicion y de efecto en
aquellas poblaciones de aves silvestres que se encuentran expuestos en ecosistemas
agricolas en comparacion con aquellos que habitan ecosistemas naturales. La valoracion
de estos biomarcadores nos permitiria postular a ciertas especies autdctonas como

potenciales centinelas de salud ambiental frente a la contaminacion por plaguicidas.
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MATERIALES Y METODOS

Descripcion de los sitios de estudio

Para el presente estudio fueron seleccionadas 4 areas de estudio ubicadas dentro
de la region biogeografica del Monte central en la provincia de Mendoza (Figura 10).
Esta fitoregion es una de las mas amplias de Argentina, se extiende a lo largo de 2.000
Km de norte (provincia de Jujuy) a sur del pais (provincia de Chubut) (Karlin et al.,
2017). Ocupa aproximadamente 46 millones de hectareas comprendidas entre los pies
de los Andes y el océano Atlantico, compuestas por Bosques nativos caracterizados por
la presencia de Prosopis flexuosa (Algarrobo) y Larrea spp. (Jarilla) como especies
principales (Boshoven ef al., 2001). Este ecosistema se distingue por su clima arido, con
altas y variadas tasas de evaporacion y rangos de temperaturas, menores a 0 °C en
invierno y mayores a 40 °C en verano. Las precipitaciones se encuentran en el rango de

los 200 a 400 mm/afio, concentradas la mayoria en verano (Abraham et al., 2009).

Dos de los sitios escogidos para el presente estudio fueron areas naturales
protegidas a nivel provincial. Estas fueron tomadas como “sitios controles”, dado que,
en su interior y alrededores proximos, no se efecttia la fumigacion con plaguicidas
agricolas. Ha de considerarse que por reglamentacion provincial se encuentran
permitidas algunas actividades de explotacion pecuaria dentro y/o en su periferia.
Ambos sitios, se encuentran comprendidos entre las 6 reservas provinciales
categorizadas como “Areas de Importancia para la Conservacion de las Aves” (AICAs),
dada su relevancia para el hébitat, reproduccién y migracién de una amplia diversidad

ornitologica (Di Giacomo y Abril, 2005).

La Reserva Natural y Cultural Bosques Telteca (RNT) fue declarada como tal
por la Ley Provincial 5.061 en el afio 1985 y actualmente cuenta con 38.507 ha. Se
encuentra ubicada en el departamento de Lavalle (Figura 11-A). El objetivo primordial
de la creacion de la Reserva lo constituye la conservacion de un relicto del bosque de
algarrobo dulce (Prosopis flexuosa), que tiene interés genético, paisajistico, turistico,
didactico y antropoldgico. De acuerdo a la Union Internacional para la Conservacion de
la Naturaleza (UICN) se la considera como Categoria V: Paisaje protegido. La Reserva
cuenta con un puesto de guardaparques y un centro de interpretacion. Dentro de la

Reserva, hay alrededor de 35 puestos de pobladores con ascendencia Huarpe,
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constituyéndose en una importante Reserva Cultural. Un éarea protegida donde la
interaccion de las personas y la naturaleza a lo largo del tiempo han producido una zona
de caracter distintivo con un valor ecologico, biologico, cultural y paisajistico. Posee
poca accion antrdpica, entre ellas, la cria de ganado caprino en puestos ubicados en el

interior y periferia de la misma.

La Reserva de Biosfera de Nacufian (RBN) fue declarada como tal a nivel
internacional en 1986 por la UNESCO y actualmente cuenta con una extension de
12.600 ha. Se encuentra ubicada en el departamento de Santa Rosa (Figura 11-B). El
objetivo primordial de su creacion ha sido la proteccion y conservacion de la
biodiversidad que forman los Bosques abiertos de algarrobos y chafiares. De acuerdo a
la UICN se la considera categoria Ia: Reserva natural estricta, por lo que en su interior
se encuentra prohibida toda actividad humana, salvo actividades de investigacion bajo
estricto permiso ante la Direccion de Recursos Naturales Renovables de la Provincia de
Mendoza. En su periferia, se encuentran puestos con actividad de cria de caprinos y
bovinos. La reserva cuenta con un centro de guardaparques y una unidad experimental

gestionada por el Centro Cientifico y Tecnologico de Mendoza-CONICET.

Otros dos sitios de estudio escogidos para el presente estudio consistieron en
tierras destinadas a ser utilizadas como “fincas” o campos de actividad agricola, con
especial produccion en fruticultura. Ambos campos implementaban estrategias
tradicionales de manejo agricola con la consecuente fumigacioén con plaguicidas. Estos
sitios fueron tomados como 4reas de exposicion de las aves a insecticidas
anticolinesterasicos. Los dos sitios agricolas se encuentran incluidos dentro de los oasis
productivos de la provincia de Mendoza, los cuales abarcan territorios también

comprendidos dentro de la region biogeografica del Monte central.

Una de las fincas fruticolas fue denominada como “Finca Maipu” (FM), dado el
nombre de la localidad en donde se encuentra ubicada. Este sitio es parte del oasis
productivo Norte de la provincia. Su actividad se centra en produccion de frutales de
carozo: duraznos, ciruelos, damascos y olivos caracterizan el cultivo distribuido a lo
largo de las tierras que forman parte de la propiedad (Figura 11-C). Entre las estrategias

agricolas implementadas se destacan la fumigacion con un amplio grupo de plaguicidas
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que comprenden insecticidas, funguicidas y herbicidas. Cuatro dias previos al muestreo

se realiz6 la fumigacion con el insecticida carbamico CSF.

Otra de las fincas fruticolas fue denominada como “Finca Santa Rosa” (FSR)
dada la localidad donde se encuentra ubicada. Este sitio es parte del oasis productivo
Este de la provincia. Su actividad se centra en el cultivo de vid, membrillos y duraznos
que ocupan el total del area cultivada (Figura 11-D). Entre las estrategias agricolas
aplicadas se encuentra la utilizacion de una variedad de insecticidas y herbicidas. Nueve

dias previos al muestreo se realizo la fumigacion del insecticida CPF.

Reserva Matural Bosques Telteca
32%23'27"5-68%01'3070
{545 m=nm)

Reserva de Biosfera de Nacufian
34'03'0"5-67'58'0"0
(583 msnm)

33°00'3975-68°10'42" O
(629 msnm)

Figura 10. Extension de la region biogeografica del Desierto del Monte Central Argentino. Se
detalla ubicacion de las areas naturales y agricolas donde se tomaron muestras de sangre en aves en de la

Provincia de Mendoza.

Cada sitio fue caracterizado mediante teledeteccion en virtud de su cubierta
terrestre, que refleja de forma indirecta (refraccion de la luz) y a través de una

interpretacion de poligonos y areas, la distribucion y el uso que se le asigna al suelo.
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Para cada area de estudio, la descripcion de la cubierta terrestre fue realizada en una
extension circular de 5 Km de diametro alrededor del punto de muestreo donde fueron
realizadas las capturas de aves silvestres. Esta superficie a analizar fue establecida en
base al rango de vuelo o desplazamiento promedio descripto para Passer domesticus
(gorrién comun) como especie de referencia, estatus de “especie residente/no migrante”
y presente en todos los sitios del estudio (Summer-Smith, 2003). La caracterizacion de
cada sitio se realizo utilizando una imagen satelital Landsat 8 OLI/TIRS, procesada con

los softwares QGIS version 3.12.0, Earth Explore y Google Earth.

Captura, identificacion y muestreo de aves silvestres

Los muestreos de aves silvestres fueron realizados durante el afio 2017 en las
areas naturales protegidas, mientras que durante el afio 2018 se realizaron en las fincas
fruticolas. Los muestreos se llevaron a cabo entre los meses de octubre y diciembre,
dado que durante la estacion de primavera coinciden las épocas reproductivas y de
nidificacion de las aves silvestres, la reactivacion de plagas que afectan a cultivos
agricolas y, la temporada de mayor uso de plaguicidas para la produccion fruticola
(Martin 1990; Boatman et al., 2004). En el sitio agricola Finca Maipt fue utilizada la
fumigacion con el insecticida carbosulfan 25% (Posse 25®) a dilucion sugerida por el
prospecto de 30 cm?/hl. La captura de aves se realizo entre los 7 a 9 dias previo a la
fumigacion con CSF (FM-preCSF) y entre los 4 a 6 dias posteriores a su uso (FM-
postCSF). El sitio agricola Finca Santa Rosa, fue fumigado con el insecticida clorpirifos
48% (Lorsban 48®) a concentracion sugerida por prospecto de 120 ml/ hl. El muestreo
de aves se realizo entre los dias 9 a 12 posterior a su implementacion (FSR-postCPF).
En ambos sitios, la aplicacion fue realizada mediante maquinas atomizadoras
hidroneumaticas con turbina durante horas de la madrugada en ausencia de
precipitaciones y viento. Los datos de la fumigacion, principio activo, concentracion y
método utilizados, fueron recabados a partir del didlogo directo con el personal de cada

finca bajo estudio.

En cada sitio, la captura de aves fue realizada mediante el uso de 4 redes de
niebla (tamafio: 12 m x 3 m- didmetro de malla: 34 mm) que se mantuvieron abiertas al

menos durante 12 h/ dia promedio, iniciando a las 6 am y fueron revisadas cada 10 a 15
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minutos (Figura 11). Cada ave capturada fue extraida de la red utilizando el
procedimiento sistematizado y adaptado por Ralph et al. (1996). Los ejemplares fueron
mantenidos individualmente en bolsas de tela hasta el momento de la toma de muestra.
La mesada de muestreo a campo fue instalada en cada sitio de estudio al resguardo del
sol directo, potenciales predadores y sonidos fuertes que pudiesen alterar los animales.

La permanencia de cada ejemplar en la red y su manipulacién no super6 un tiempo total

de 30 min.

Figura 11. Imigenes que refieren al ambiente tipico o predominante de cada sitio de muestreo. (A)
Red de niebla instalada frente a vegetacion compuesta por arboles de chafiar y algarrobo en la Reserva
Natural Bosques Telteca; (B) Red de niebla instalada en arbustal compuesto principalmente por jarilla en
la Reserva de Biosfera de Nacufian; (C) Red de niebla instalada entre hileras de olivos en Finca Maipu;

(D) Red de niebla instalada frente a un membrillar en Finca Santa Rosa.
Todas las aves fueron identificadas a campo y en primera instancia siguiendo la

guia de identificacion elaborada por Narosky et al. (2010), y luego su taxonomia fue

confirmada siguiendo las especificaciones de la South American Classification
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Committee (SACC) de la American Ornithologists’ Union (Remsen, 2015). En aquellas
especies que presentaban dimorfismo sexual externo, fue posible la distincidon entre
machos y hembras. La diferenciacion entre ejemplares adultos y juveniles fue realizada
mediante la identificacion y visualizacion de la comisura labial presente en estos
ultimos. Los ejemplares fueron marcados en una de sus patas mediante la colocacion de

un anillo metalico con codigo alfanumérico.

A cada ejemplar capturado, se le extrajo sangre siguiendo el siguiente

procedimiento:

1. Se extrae el ejemplar de la bolsa. Con el individuo sujetado se procede a
extender una de sus alas. Por el lado interno, proximo a la zona de la axila, se
procede a separar las plumas con un hisopo embebido en vaselina, a fin de
despejar y visualizar la vena braquial.

2. Con algodon embebido en alcohol etilico se desinfecta la zona a punzar. Esto
también permite que la vena se ingurgite.

3. Con aguja 25G/ 30G en angulo de 90°se realiza una puncion sobre la vena.

4. Mediante un capilar heparinizado, se recolectan las gotas de sangre que emanen
de la puncién (Figura 12). El volumen extraido de sangre fue en todos los casos
inferior o igual al 1% del peso del animal (Fair et al., 2010). El volumen
promedio de muestra a obtener en paseriformes es de aproximadamente el
representado por 2 capilares.

5. Se tapa un extremo del capilar con plastilina, se rotula segin codigo
alfanumérico de anillo y son transportados y mantenidos hasta su procesamiento
envueltos en papel absorbente dentro de heladeras de telgopor con refrigerantes.
El procesamiento de los capilares fue realizado, en todos los casos, dentro de las
siguientes 12h.

6. Con algodon embebido con yodo povidona se vuelve a desinfectar la zona de la
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