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Resumen 

El yacaré overo (Caiman latirostris) es una de las dos especies de cocodrílidos que 

habitan en la República Argentina. En los últimos años, muchas áreas de su 

distribución geográfica quedaron en la proximidad de zonas con actividades agrícolas 

intensas, donde formulaciones de plaguicidas y mezclas de ellas, son utilizadas 

rutinariamente para el control de plagas. Por otra parte, el período del año de máxima 

aplicación de plaguicidas coincide con la temporada reproductiva de esta especie, 

implicando un riesgo de contaminación particularmente importante para los embriones 

y los neonatos. 

En este trabajo de Tesis Doctoral se realizaron ensayos controlados de exposición 

subcrónica de embriones y crías de C. latirostris, y exposición seminatural de 

juveniles; para determinar el efecto de formulaciones comerciales de plaguicidas a 

base de Endosulfán (END), Cipermetrina (CIP), Clorpirifos (CPF), Glifosato (GLI) y 

distintas mezclas complejas de estos formulados, ampliamente utilizadas en nuestra 

región; sobre algunos parámetros del sistema inmune (SI). 

 

Los resultados obtenidos demostraron que estas formulaciones, a concentraciones 

similares a las recomendadas para su uso a campo, inducen alteraciones en el SI 

evidenciado principalmente por el recuento total y diferencial de glóbulos blancos 

(RTGB y RDGB), durante la exposición in vivo y seminatural. El crecimiento no se vio 

afectado en la mayoría de los casos. Las mezclas no mostraron mayor efecto que los 

compuestos por separado. En base a estos hallazgos, es necesario profundizar la 

evaluación de los efectos de plaguicidas, particularmente de mezclas complejas y 

exposición seminatural, mediante parámetros que nos permitan identificar las 

condiciones reales a las que se encuentra expuesta esta especie en su ambiente 

natural. 

 

 

 

 

 

 

 



 

Abstract 

Broad-snouted caiman (Caiman latirostris) is one of the two species of crocodilians that 

inhabit the Argentina. In recent years, many areas of the geographical distribution of 

broad-snouted caiman are inmerse of areas with intense agricultural activity, where 

formulations of pesticides and mixtures are routinely used for pest control. On the other 

hand, the time of the year of maximum application of pesticides coincides with the 

reproductive season of this species, and it implies a risk of contamination particularly 

important for the embryos and the neonates. 

In this thesis, different assays were conducted under subchronic exposure controlled 

conditions in embryos and neonates of C. latirostris, and seminatural exposure of 

juveniles were carried out. In order to determine the effect of commercial formulations 

on some parameters of the immune system (IS), some pesticides widely used in the 

region (Endosulfan (END), Cypermethrin (CYP), Chlorpyrifos (CPF), Glyphosate (GLY) 

and complex mixtures) of these were evaluated. 

The results showed that these formulations, at concentrations similar to those 

recommended for field use, induced alterations in the IS evidenced mainly by the total 

and differential white blood cell count (TWBC and DWBC), during in vivo and semi-

natural exposure. Growth was not affected in most cases. The mixtures showed no 

greater effect than the compounds alone.  

Based on these findings, it is necessary to deepen the evaluation of the effects of 

pesticides, particularly complex mixtures and semi-natural exposure, through 

parameters that allow us to identify the actual conditions to which this species is 

exposed in its natural environment. 
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norte de la provincia de Santa Fe, Argentina. B) Imagen de la laguna principal donde 
se colectan los huevos de yacaré. Tomada de Google 
✢✓☞✕✁����������������������������������..58 
Figura 3.2: Huevos marcados por nido, colocados en bandejas 
✍✒✚✡✕✌☛✓✡���������������������������������.59 
Figura 3.3: Aplicación de los tratamientos en forma tópica sobre la cáscara del huevo 
de C. latirostris en la zona de inicio de la banda de calcificación, de mayor intercambio 
con el exterior.������������������������������✁✭☎ 
Figura 3.4: Sistema de marcación por corte de verticilos caudales utilizado para la 
individualización de los pichones nacidos por año y 
✏✌✑✙�����������������������������������✭✄ 
Figura 3.5: Imagen de la aplicación de las soluciones a evaluar por pulverización 
sobre el material de nido en el Ensayo de Exposición embrionaria por 
�✗✒✫✠☞✌✁✓☛✌✎✏�����������������������������✁✁�✁✁✭✞ 



 

Figura 3.6: Extracción de sangre de la vena espinal a un ejemplar recién nacido, 
siguiendo la técnica de Myburgh y col. 
✩✆☎✄✂✪������������������������������✁���✁✁✁✭✭ 
Figura 4.1: Exposición de neonatos por 
✌✏✥✠☞✡✌✎✏��������������������������������✁✁82 
Figura 4.2: Recuento total de glóbulos blancos (RTGB; Kruskall-Wallis/Mann 
Whitney), observados en neonatos de Caiman latirostris en los diferentes grupos 
experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 1 (ENN1). CN: Control 
negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes 
concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos 
expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; 
RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 
Glifosato Roundup Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a diferentes 
concentraciones de la formulación de Glifosato PanzerGold®. *p < 0,05 
estadísticamente significativo respecto al CN; #p < 0,05 estadísticamente significativo 
☞✠✡✍✠☛✕✙ ✓✒ ✤������������������������������✁�✮✮ 
Figura 4.3: A) Heterófilos (ANOVA/Tukey); B) Linfocitos (Kruskall-Wallis/Mann 
Whitney); C) Monocitos (Kruskall-Wallis/Mann Whitney); y E) Eosinófilos 
(ANOVA/Tukey), observados en neonatos de Caiman latirostris en los diferentes 
grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 1 (ENN1). CN: Control 
negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes 
concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos 
expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; 
RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 
Glifosato Roundup Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a diferentes 
concentraciones de la formulación de Glifosato PanzerGold®. *p < 0,05 
estadísticamente significativo respecto al CN; #p < 0,05 estadísticamente significativo 
respecto al CV������������������������������✁89 
Figura 4.4: Anticuerpos Naturales (AnC, Kruskall-Wallis/Mann Whitney), observados 
en neonatos de Caiman latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo 
de Exposición de Neonatos 1 (ENN1). CN: Control negativo; CV: Control vehículo 
(etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 
formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a diferentes 
concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos 
expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full 
II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 
formulación de Glifosato PanzerGold®. #p < 0,05 estadísticamente significativo 
respect✙ ✓✒ ✤�������������������������������✁90 
Figura 4.5: A) Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Tukey); B) Monocitos 
(Kruskall-Wallis/Mann Whitney) observados en neonatos de C. latirostris en los 
diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 2 (ENN2). 
CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a 
diferentes concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: 
grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán 
Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 
formulación de Glifosato Roundup Full II®. *p < 0,05 estadísticamente significativo 
respecto al CN, #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 
✤�����������������������������������✁�.91 



 

Figura 4.6: PT (Proteínas Totales; ANOVA/Dunnet) en neonatos de C. latirostris en los 
diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 2 (ENN2). 
CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a 
diferentes concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: 
grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán 
Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 
formulación de Glifosato Roundup Full II®. *p < 0,05 estadísticamente significativo 
respecto al CN������������������������������✁92 
Figura 4.7: Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en 
neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo de 
Exposición de Neonatos 3 (ENN3). CV: Control vehículo (etanol); CPF1 y CPF2: 
grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Clorpirifos 
Lorsban 48E®. #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 
✤�����������������������������������✁✁�✜✝ 
Figura 4.8: Concentración de la fracción proteíca Gamma ([Gamma], Kruskall-
Wallis/Mann-Whitney) en neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos 
experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 3 (ENN3). CN: Control 
Negativo; CPF1 y CPF2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 
✛✙☞✥✗✒✓☛✌✎✏ ✑✠ ✤✒✙☞✍✌☞✌✛✙✡ �✙☞✡✖✓✏ ✂✮✢✁✁ ✂✍ ✄ ☎☎☎✞ ✠✡✕✓dísticamente significativo 
☞✠✡✍✠☛✕✙ ✓✒ ✤✆������������������������������✁94 
Figura 5.1: Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en 
neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo de 
Exposición de Neonatos a Mezclas 1 (EENM1). CN: Control Negativo; CV: Control 
vehículo (etanol); M (GLI + CIP + END): grupo experimental de mezcla de los 
formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. 
+ Endosulfán Galgofan®, 35% p.a. *p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 
✤✆����������������������������������✁✁.111 
Figura 5.2: Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en 
neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo de 
Exposición de Neonatos a Mezclas 2 (EENM2). CV: Control vehículo (etanol); M (GLI + 
CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full 
II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% 
p.a, #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 
✤������������������������������������112 
Figura 6.1: Parche de vegetación (izq), utilizado por una hembra para la construcción 
del nido. El mismo se encontraba rodeado de cultivos como se puede ver en el fondo 
de la fotografía. Se observa el canal de agua utilizado por la hembra para 
☞✠✛✗✘✌✓☞✡✠��������������������������������117 
Figura 6.2: Recintos artificiales de 4,5 m2 de 
✡✗✍✠☞✛✌☛✌✠��������������������������������119 
Figura 6.3: Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en 
ejemplares de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo de 
Exposición In Vivo en condiciones seminaturales. CN: Control negativo; CIP: grupo 
expuesto a Cipermetrina (Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de 
Clorpirifos Lorsban 48E®; GLI (RU): grupo expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M 
(CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los formulados: Cipermetrina 
Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 



 

66,2% p.a; *p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 
✤✆����������������������������������.�122 
Figura 6.4: A) LHC (cm) y B) peso (g) observados en ejemplares de C. latirostris en     
los diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición In Vivo en condiciones 
seminaturales. CN: Control negativo; CIP: grupo expuesto a Cipermetrina (Atanor®); 
CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®; GLI (RU): grupo 
expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de 
mezcla de los formulados: Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 
48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 66,2% p.a; *p < 0,05 estadísticamente 
significativo respecto al CN�����������✁✁�������������✄✆✝ 
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ABREVIATURAS: 
 

AnC: Anticuerpos naturales 
 
ANOVA: análisis de la varianza 
 
°C: grados centígrados 
 
CAM: Complejo de Ataque de Membrana 
 
CASAFE: Cámara de Sanidad Agropecuaria y Fertilizantes 
 
CBs: carbamatos 
 
c.c: concentración aplicada a campo 
 
CIP: Cipermetrina 
 
CN: control negativo 
 
CPF: Clorpirifós 
 
CTL: en inglés: cytotoxic T lymphocyte; linfocito T citotóxico 
 
CV: control vehículo 
 
DL50: dosis letal 50 
 
E.E.: Error Estándar 
 
EEE: ensayo de exposición embrionaria 
 
EEEM: ensayo de exposición embrionaria a la mezcla 
 
EEN: ensayo de exposición de neonatos 
 
EENM: ensayo de exposición de neonatos a la mezcla 
 
END: Endosulfán 
 
FAO: en inglés Food and Agriculture Organisation: Organización de las Naciones Unidas 
para la Alimentación y la Agricultura 
 
g: gramos 
 
GB: glóbulos blancos 
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GLI: Glifosato 
 
h.a: hectárea 
 
i.a: ingrediente activo 
 
Ig: Inmunoglobulinas 
 
kg: kilogramo 
 
km: kilómetros 
 
LHC: longitud hocico cloaca 
 
LT: longitud total 
 
M: mezcla compleja de formulados comerciales 
 
mg: microgramo 
 
MH: Máxima Hemólisis 
 
ml: mililitro 
 
mm3: milímetro cúbico 
 
NaCl: cloruro de sodio 
 
ND: No disponible 
 
NK: en inglés: Natural Killer, células naturales asesinas 
 
L / l: litro 
 
OMS: Organización Mundial de la Salud, o WHO en inglés: World Health Organization 
 
OPs: organoclorados 
 
p.a: principio activo 
 
PANZ: PanzerGold® (formulación comercial de herbicida con glifosato) 
 
PBS: en inglés: Phosphate Buffered Saline 
 
PY: Proyecto Yacaré 
 
RDGB: recuento diferencial glóbulos blancos 
 
RRBC: en inglés: rabit red blood cells, glóbulos rojos de conejo 
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RTGB: recuento total glóbulos blancos 
 
RU: Roundup Full II® (formulación comercial de herbicida con glifosato) 
 
SC: Sistema de Complemento 
 
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
 
SGRC: solución glóbulos rojos de conejo 
 
SI: Sistema Inmune 
 
SIA: Sistema Inmune Adaptativo o Específico 
 
SII: Sistema Inmune Innato o Inespecífico 
 
SNC: Sistema Nervioso Central 
 
SRBC: sheep red blood cells, glóbulos rojos de oveja 
 
UICN: Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza 
 
µl: microlitro 
 
UNEP: en inglés: United Nations Environment Programme: Programa Medioambiental de 
las Naciones Unidas 
 
USEPA: Agencia de Protección Ambiental; en inglés United States Environmental 
Protection Agency 
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1.1 EXPANSIÓN AGRÍCOLA Y USOS DE PLAGUICIDAS 

La soja, un cultivo casi irrelevante para la producción agrícola de la Argentina a 

☛✙✥✌✠✏✁✙✡ ✑✠ ✒✓ ✑☎☛✓✑✓ ✑✠ ✒✙✡ �✣☎☎ ✡✠ ✁✓ ☛✙✏✫✠☞✕✌✑✙ ✠✏ ✠✒ ☛✗✒✕✌✫✙ ✠✡✕☞✠✒✒✓ ✑✠✒ ☛✓✥✍✙

argentino debido a que en 1996, se aprobó en nuestro país, la producción comercial de 

soja transgénica (genéticamente modificada) y a la popularización y desarrollo de la 

siembra directa como nueva técnica de manejo de los cultivos. 

La soja y sus derivados (pellets, aceites, etc.) constituyen el principal rubro de exportación 

de la Argentina, uno de los países productores líderes a nivel mundial (Aizen y col., 2009). 

Según los registros, el área agrícola se mantuvo relativamente constante hasta mediados 

✑✠ ✒✓ ✑☎☛✓✑✓ ✑✠✒ ✁✜☎ ✓✒☛✓✏✁✓✏✑✙ ✒✙✡ ✆✆ ✥✌✒✒✙✏✠✡ ✑✠ ✁✓✁ ✬ ✍✓☞✕✌☞ ✑✠ ✠✡✠ ✍✗✏✕✙ empezó a 

crecer de manera acelerada, llegando a más de 30 millones de ha en el año 2006 y más 

del 50% era soja (Satorre, 2005). El área sembrada con soja en argentina alcanzó más de 

20 millones de hectáreas durante la temporada 2016-2017, expandiéndose sobre el 

hábitat nativo en muchas áreas del país (Bolsa de Cereales de Buenos Aires, 2017, Fig. 

1.1); esto lleva a suponer que la expansión de la frontera agrícola en Argentina puede 

explicarse, en gran parte, como consecuencia de la expansión del cultivo de soja. Esta 

expansión está en relación con otros procesos: el primero surge en concordancia con una 

expansión de la frontera agrícola acompañado con un desmonte acelerado y al reemplazo 

de sistemas naturales o seminaturales por soja, lo que implica una pérdida directa de 

biodiversidad nativa (Donald, 2004; Grau y col., 2005). El segundo, una expansión virtual 

resultante de la introducción de la "soja de segunda", lo que permite realizar dos cosechas 

anuales (combinación trigo-soja) donde antes se realizaba una y que conlleva a una 

intensificación en el uso de la tierra (Paruelo y col., 2005; Trigo, 2005). El tercero, es el 

reemplazo de área sembrada con otros cultivos o destinada a la ganadería por soja 

(Satorre, 2005), lo que se traduce en una homogeneización del paisaje. 
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Fig 1.1: Producción de soja total en el país (toneladas), 1970 a 2016. Fuente: SIIA MAGyP. 

 

En la actualidad, el cultivo de soja en Argentina ocupa una amplia región ecológica, que 

va desde los 23° a los 39° de latitud sur, presentando una mayor concentración en la 

Región Pampeana (Fig. 1.2). 

 

 
Fig. 1.2: Superficie cubierta por el cultivo de soja en Argentina. Fuente: SAGPyA. 

 

A mediados de la década del 90 se comenzaron a difundir las variedades de soja 

transgénica (soja RR), resistentes al herbicida glifosato (GLI), desarrolladas por la 

empresa multinacional Monsanto®. La resistencia al herbicida, lograda mediante la 

inclusión de un gen de origen bacteriano de✏✙✥✌✏✓✑✙ ���✁☎ ✍✠☞✥itía la aplicación del 

mismo en post emergencia, en cualquier estadío de la planta. Se podía aplicar más de 

una vez en caso de necesidad o realizar mezclas de plaguicidas para asegurar un mejor 
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control de malezas y plagas. El reemplazo de la variedad tradicional por las variedades 

RR se produjo prácticamente en la totalidad de la superficie sembrada con ese cultivo en 

tan sólo dos años (Hang y col., 2011). 

La principal propiedad de la soja RR es ser resistente al GLI, un herbicida total o de 

amplio espectro que elimina todas las malezas en cualquier momento del ciclo sin afectar 

la planta de soja, lo cual implica una reducción importante de costos por la eliminación de 

las labores e insumos asociados con la aplicación de herbicidas selectivos de pre y post-

emergencia, que requerían las variedades convencionales (Reboratti, 2010). La otra 

innovación importante, por la que con frecuencia se argumenta que la soja RR es 

sostenible ambientalmente, fue la adopción de la siembra directa, un método que evita el 

arado y minimiza el laboreo con el fin de conservar el suelo intacto antes de la siembra, 

que se realiza con máquinas preparadas especialmente para tal fin. La semilla se siembra 

directamente en el suelo a la profundidad requerida con una remoción mínima de la tierra, 

y las malezas se controlan con herbicidas (a base de GLI) en lugar de utilizarse métodos 

mecánicos. Las supuestas ventajas de la siembra directa son que disminuye la 

evaporación y la escorrentía del agua, la erosión del suelo y el empobrecimiento de la 

capa superficial. Entre las desventajas se mencionan la compactación del suelo y el 

aumento de la acidez (Antoniou y col., 2010). 

Esta incorporación de los nuevos paquetes biotecnológicos junto con la siembra directa, 

nuevos productos químicos (herbicidas, plaguicidas, fertilizantes) y el desarrollo de 

maquinaria agrícola acorde a las nuevas tecnologías, ha aumentado considerablemente el 

rendimiento de las cosechas y reducido los costos (Carrasco y col., 2012). 

La producción de soja se incrementó en proporciones sin precedentes, con cultivos que 

aumentaron su área  y con el evidente aumento en el uso de plaguicidas y fertilizantes. 

El uso de agroquímicos, o productos fitosanitarios diseñados para mejorar la salud de las 

especies cultivadas, se incrementó rápidamente después de la Segunda Guerra Mundial. 

Los fertilizantes promueven el crecimiento rápido de los cultivos, reduciendo las zonas sin 

crecimiento y por tanto limitando la posibilidad de desarrollo de otras plantas, este hecho 

genera una clara disminución de la diversidad y disponibilidad de recursos para la fauna.  

Entre los fitosanitarios, los plaguicidas son los que constituyen un mayor riesgo para la 

fauna, siendo herbicidas y fungicidas los más utilizados en términos generales (Ortiz 

Santaliestra y Egea Serrano, 2013). La FAO-OMS definen como plaguicida a cualquier 

sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir o controlar cualquier 



"Evaluación del efecto de plaguicidas sobre el sistema inmune en Caiman latirostris (yacaré overo)" 
 
 

 

 

8 

 

María Agustina Latorre 

plaga, incluyendo los vectores de enfermedades humanas o de los animales, las especies 

de plantas, animales o microorganismos indeseables que causan perjuicio o que 

interfieren de cualquier otra forma en la producción, elaboración, almacenamiento, 

transporte o comercialización de alimentos, productos agrícolas, madera y sus productos, 

alimentos para animales o que se pueden administrar a los animales para combatir 

insectos, arácnidos u otras plagas en, o sobre sus cuerpos. El término abarca todos los 

ingredientes activos en cualquiera de sus formas, sin importar si fueron formulados para 

su aplicación. Incluye también las sustancias aplicadas a los cultivos antes o después de 

la cosecha para proteger el producto contra el deterioro que se genera durante el 

almacenamiento y transporte, pero no así los fertilizantes, nutrientes de origen vegetal o 

animal ni aditivos alimentarios (FAO/WHO, 2010).  La toxicidad es la capacidad inherente 

de una sustancia química de producir efectos adversos en los organismos vivos. Efectos 

de deterioro de tipo funcional, lesiones patológicas que afectan el funcionamiento del 

organismo y reducen su capacidad de respuesta a factores de riesgo o estrés. La OMS ha 

recomendado una clasificación de los plaguicidas, sujeta a actualizaciones periódicas, de 

acuerdo a los riesgos que implica el uso de los mismos. Esta clasificación se basa en la 

dosis letal media (DL50) aguda, por vía oral o dérmica en ratas, según las características y 

clase toxicológica del producto comercializado (Tabla 1.1). 

Los plaguicidas pueden clasificarse de acuerdo a su finalidad, es decir según la plaga que 

controlan, y se denominan acaricidas cuando se utilizan para el control de ácaros o 

arañuelas, bactericidas en el control de bacterias, fungicidas cuando se destinan al control 

de hongos, insecticidas cuando controlan insectos, herbicidas para malezas, etc (Cavallo, 

2006; Novo y col., 2011). 

 

Tabla 1.1: Clases toxicológicas de plaguicidas establecidas por la OMS. 

 

CLASE TOXICOLÓGICA 

Formulación Líquida  

DL50 (mg/kg) aguda 

Formulación Sólida  

DL50 (mg/kg) aguda 

Vía oral Vía dérmica Vía oral Vía 

dérmica 

I-a  

Productos sumamente 

peligrosos 

< 20 < 40 > 5 < 10 

I-b  

Productos muy peligrosos 

20 a 200 40 a 400 5 a 50 10 a 100 
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ND: no disponible 

 

En cuanto a su composición y formulación, en cada producto comercial normalmente hay 

sólo una sustancia que tiene efecto pesticida, y es la denominada principio o ingrediente 

activo (PA/IA). También existen otros productos comerciales que incluyen más de un IA a 

fin de combinar los efectos de todos ellos. El resto de los ingredientes son los 

denominados inertes ya que no poseen una acción biocida per se y comprenden una serie 

de funciones diferentes. Entre ellos se puede mencionar a los solventes, humectantes, 

tensioactivos, adherentes, etc. La combinación de estas sustancias en un producto 

comercial, a fin de lograr efectividad, es lo que se denomina composición. Por otra parte, 

✗✏✓ ✥✌✡✥✓ ✡✗✡✕✓✏☛✌✓ ✓☛✕✌✫✓ ✡✠ ✍✗✠✑✠ ☛✙✥✠☞☛✌✓✒✌✁✓☞ ✖✓�✙ ✑✌✛✠☞✠✏✕✠✡ �✓✡✍✠☛✕✙✡ ✙ ✛✙☞✥✓✕✙✡✁☎

y con propiedades diferentes entre sí, y es lo que conocemos como formulaciones (Cid, 

2014). 

1.1.1 INSECTICIDAS 

La OMS-FAO define a un insecticida como un producto químico de origen sintético o 

natural, destinado a destruir, contrarrestar, neutralizar, controlar o impedir la acción de 

cualquier organismo, generalmente artrópodos, considerado nocivo para la salud humana 

y animal o que ejercen perjuicio sobre la agricultura.  

Los insecticidas pueden actuar sobre uno o diferentes estados de desarrollo del insecto, 

siendo ovicidas, larvicidas y adulticidas si eliminan los huevos, las larvas, los imagos o los 

adultos, respectivamente. Los insecticidas pueden llegar hasta el lugar donde realizan su 

acción fisiológica en el insecto (órgano blanco) por varias vías: 

De ingestión a través del consumo de plantas que han incorporado a su sistema vascular 

el producto insecticida. 

De contacto, por acción del insecticida directamente al entrar en contacto con el 

organismo blanco. 

II  

Productos Moderadamente 

peligrosos  

200 a 2000 400 a 4000 50 a 500 100 a 1000 

III  

Productos poco peligrosos 

2000 a 3000 > a 4000 500 a 2000 > a 1000 

IV   

Productos que 

normalmente no ofrecen 

peligro 

> a 3000 ND > a 2000 ND 
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Combinados de ingestión y contacto, que es la acción sinérgica de los dos anteriores. 

Sistémico, que hace contacto directo con el organismo blanco, pero no actúa en el sitio, 

sino que es traslocado dentro del cuerpo del insecto, ejerciendo su acción de diversas 

maneras, interviniendo en alguna de sus vías metabólicas. 

No sistémicos, matan bloqueando las vías respiratorias o por envenenamiento. 

La acción del insecticida sobre el organismo blanco o target es la muerte a corto o 

mediano plazo. A veces, provocan que los insectos dejen de alimentarse o impiden su 

metamorfosis que, a largo plazo, implica la muerte (CASAFE, 2010). 

En base a sus mecanismos de acción de los insecticidas, se pueden establecer dos 

tipos de insecticidas: 

I- Insecticidas convencionales 

II- Insecticidas bioracionales. 

I- Convencionales 

Se dividen en cuatro grupos según los procesos fisiológicos sobre los que actúan: 

a) los capaces de alterar la transmisión de impulsos nerviosos; este proceso es general 

en todos los animales. Al acelerarse la transmisión del impulso nervioso, los músculos se 

tensan, se reduce el oxígeno, colapsando los músculos y derivando en un infarto de 

miocardio., la disminución de la transmisión del impulso nervioso produce el 

aletargamiento del organismo. A este grupo de insecticidas pertenecen los 

Organofosforados, Carbamatos y piretroides. Antiguamente, estaban incorporados 

también los Organoclorados, que actualmente están prohibidos en su mayoría. 

b) los que forman complejos con metalo-enzimas 

c) los que bloquean la síntesis de quitina. 

d) los que son capaces de alterar la respiración del organismo, bloqueando enzimas o la 

cadena de transporte electrónico mitocondrial. Actualmente no se usan. 

II- Bioracionales 

Estos insecticidas se caracterizan por tener una acción particular en cada insecto 

Interfieriendo en procesos biológicos como por ejemplo mudas de larvas, crecimiento, 

apareamiento, puesta de huevos, la alimentación, la detección olfativa, otros productos 

evitan la eclosión de los huevos. También pueden considerarse como insecticidas 

bioracionales a las feromonas, u otros productos que actúan de manera similar. 

1.1.1.1 CIPERMETRINA 

La cipermetrina ((R, S)-alfa-ciano-3-fenoxibenzil (1RS)-cis, trans-3-(2,2-diclorovinil) 2,2- 
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repetitivos en los órganos sensitivos que genera un estado de hiperexcitación. También 

inhibe los canales de calcio y la ATPasa de calcio y magnesio (Ecobichon, 2005).   

 

1.1.1.2 ENDOSULFÁN 

El Endosulfán (3-Oxido 6,7,8,9,10,10- hexacloro- 1,5,5a,6,9,9a- hexahidro✁6,9-metano- 

2,4,3- benzodioxatiepina / CAS 115-29-7 (isómero ✁, 959-98-✮� ✌✡✎✥✠☞✙ ✂☎ ✝✝✆✄✝-65-9) es 

un insecticida organoclorado de tipo ciclodieno que actúa por contacto sobre una gran 

variedad de insectos y ácaros en cultivos agrícolas y hortícolas, y también como 

preservador de la madera. Su fórmula molecular es C9H6Cl6O3S (Fig. 1.4). 

 

 
Fig. 1.4: Estructura molecular de Endosulfán y sus isómeros ✄- ☎ ✆-endosulfán. 

 

Los ciclodienos parecen afectar a todos los animales de manera similar, produciendo un 

incremento de la actividad del sistema nervioso, seguido por temblores, convulsiones y 

postración (Ecobichon, 2005).  

Como la mayoría de los ciclodienos el endosulfán es muy persistente y estable en el 

ambiente. Debido a ello, a los fenómenos de bioacumulación y biomagnificación y la muy 

alta toxicidad reportada para numerosos organismos de distintos niveles de organización, 

desde microorganimos hasta vertebrados incluyendo el hombre, el uso del endosulfán ha 

sido prohibido en 57 países, está restringido en otros, mientras que en algunos como 

Brasil, Uruguay y Chile se está realizando un proceso de reevaluación en función de 

estudios que demuestran su teratogenicidad y mutagenicidad, así como posible 

carcinogenicidad y disrupción endocrina (Harikrishnan y Usha, 2004; Bejarano González, 
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nerviosas y en la neurotransmisión muscular, produciendo efectos neurotóxicos (Krieger, 

2010).  

El comportamiento ambiental del insecticida indica una persistencia moderada en suelos y 

bajos valores de vidas medias en aguas. Este comportamiento es resultante de su 

tendencia a volatilizarse, debido a una presión de vapor moderada con baja solubilidad en 

agua, y a asociarse con el sedimento. En nuestro país, se detectaron concentraciones de 

clorpirifos en arroyos adyacentes a cultivos de soja pampeanos con un promedio de 1,7 x 

10-3 mg/l posterior a eventos de lluvia (Marino y Ronco, 2005); y la comercialización de 

este insecticida pasó de 1.575.238 l en el año 1999 a 9.121.959 l en el año 2010, 

liderando el mercado según el volumen de ventas en el año 2011 (CASAFE, 2011). 

1.1.2 HERBICIDAS 
Los herbicidas son productos fitosanitarios utilizados para controlar especies vegetales no 

deseadas por su impacto negativo en la producción y rendimiento de los cultivos. 

Existen varias formas de clasificar los herbicidas, incluyendo como se usan, sus 

propiedades químicas y su modo de acción. 

Cabe aclarar también que un mismo herbicida, puede ser englobado en diferentes 

categorías (CASAFE, 2010). No obstante, los mismos se pueden dividir en:  

Selectivos: aquellos que controlan un objetivo, preservando el cultivo de interés 

económico.  

Totales: generalmente utilizados para limpieza de terrenos donde se controlan todas las 

especies existentes, sin discriminación. 

Residuales: persisten en el suelo controlando la nacencia de malezas provenientes de 

semillas de especies anuales, al impedir su germinación. Normalmente no son activos 

sobre especies perennes que rebrotan a partir de rizomas, bulbos o estolones. 

Preemergentes: son herbicidas que se aplican antes de la nacencia del cultivo. 

Postemergentes: son herbicidas que se aplican después de la nacencia del cultivo. 

Sistémicos: se aplican sobre la planta, pero actúan a distancia, al ser traslocado hasta la 

raíz mediante el floema. 

De contacto: se aplican sobre la planta actuando localmente en la superficie, sin 

necesidad de ser traslocado. 

Mecanismos de acción de los herbicidas 

Los herbicidas actúan sobre diferentes procesos fisiológicos de los vegetales. En función 

de esto se pueden nombrar cuatro tipos de herbicidas: 
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1- Herbicidas que actúan sobre la fotosíntesis. Se dividen a su vez en cuatro grupos 

que pueden inhibir o desacoplar la cadena de transporte de electrones, impedir la 

formación de ATP o alterar la biosíntesis de carotenoides. 

2- Herbicidas que alteran la biosíntesis de metabolitos distintos a los hidratos de 

carbono. Se subdividen en tres grupos: los que alteran la biosíntesis de aminoácidos 

aromáticos, los que inhiben la síntesis de lípidos y los que alteran la biosíntesis de la 

glutamina. 

3- Herbicidas que alteran el crecimiento vegetal. Incluyen aquellos que alteran la 

elongación celular, los que impiden la división celular y los que inhiben la síntesis de 

giberelinas. 

4- Herbicidas con otros mecanismos de acción. Aquellos que provocan la disrupción 

de la membrana celular, los que actúan sobre pigmentos o que poseen actividad 

hormonal. 

1.1.2.1 GLIFOSATO 

El Glifosato (N-fosfonometil glicina; CAS 1071-83-6) es un herbicida sistémico y de amplio 

espectro, extensamente utilizado en agricultura y también en ambientes forestales, 

acuáticos, jardines, y en la industria de la madera, para el control no selectivo de malezas 

anuales y perennes, gamíneas y latifoliada (Who, 1994). Se lo clasifica como inhibidor de 

la EPSP (5-enolpiruvil-shikimato-3- fosfato) sintetasa, enzima que cataliza la formación de 

un precursor de la biosíntesis de aminoácidos aromáticos en vegetales (Mallory Smith y 

Retzinger Jr, 2003). Se lo considera como un herbicida que se adsorbe (une) fuertemente 

a los suelos, por lo que a pesar de ser muy soluble, tiene reducida movilidad. 

De las diez formulaciones más comercializadas de plaguicidas en todo el país, ocho 

tienen como ingrediente activo (i.a) el glifosato (CASAFE, 2011). Las dosis de aplicación 

recomendadas para el cultivo de soja varían dependiendo de las malezas presentes en 

los lotes y las formulaciones utilizadas. 

Su fórmula molecular es C3H8NO5P (Fig. 1.6). El grado de persistencia del glifosato en el 

ambiente está muy discutido. En nuestro país, existen estudios en los que se informa 

asociación del compuesto al material en suspensión en aguas de lagunas, con una vida 

media de 5,77 días para una dosis de 6 mg/l y 7,73 días para una dosis de 12 mg/l (Pérez 

y col., 2007). Su degradación por microorganismos es la vía primaria de disipación en el 

ambiente, siendo la fotodegradación y la volatilización despreciables. Se estima una vida 

media de entre 7 a 14 días en el agua, según los datos reportados (Giesy y col., 1999).   
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(conocidos como mosquitos) o, más raramente, aplicaciones aéreas, dependiendo del 

cultivo.   

El GLI fue recientemente reclasificado por la Agencia Internacional para la Investigación 

del Cáncer (IARC, 2015; del inglés International Agency for Research of Cancer), como 

una sustancia cancerígena en el Grupo 2A (probablemente carcinógeno para humanos), y 

se evidencia la necesidad de realizar estudios principalmente sobre la salud humana, 

debido a "pruebas suficientes" en experimentos con animales. 

 

1.2 IMPACTO EN LAS ESPECIES SILVESTRES 

Desde hace mucho tiempo existe la hipótesis del impacto que generan las prácticas 

agrícolas sobre la vida silvestre. Algunos estudios estuvieron orientados al conocimiento 

sobre la fragmentación del hábitat de los entornos agrícolas y el efecto negativo sobre el 

hábitat de los animales, las poblaciones de vertebrados (Fischer y Lindemayer, 2007) y 

sus efectos secundarios en los perfiles de salud de individuos de libre acceso (Johnstone 

y col., 2012). Menos se sabe sobre el impacto de la amplia y comúnmente utilización de 

productos químicos agrícolas en la vida silvestre, que viven en estos entornos (Amaral y 

col., 2012a, 2012b). De manera Individual o combinada, los cambios en el ecosistema, la 

exposición a sustancias químicas ambientales y otros procesos influyentes que no están 

directamente relacionados con la agricultura pueden dar lugar a descensos de la 

población y, en algunos casos, extinciones regionales o generalizadas (Selcer, 2005; 

Brown y col., 2008). Por lo tanto, es necesario determinar de que manera actuan los 

factores sobre la vida silvestre en las áreas agrícolas, y como revertir estos descensos. 

La fauna puede adaptarse y sobrevivir siempre y cuando cuente con una cantidad y 

calidad de hábitat adecuada, aún en presencia de humanos. Tanto plantas como 

animales, así como sus hábitats, pueden ser integrados en una unidad definida por una 

gama amplia de interacciones denominada ecosistema. 

El conocimiento de las relaciones biológicas y ecológicas de estos elementos vivos y el rol 

que cada uno de ellos tiene en el ecosistema es necesario para evaluar el impacto 

potencial de un pesticida específico en una especie específica (Badii y col., 2006). Los 

estudios sobre la acumulación de xenobióticos son muy importantes, debido a que es uno 

de los pocos indicadores que se puede tener sobre la exposición de la fauna silvestre en 

diferentes lugares y poblaciones (Zakrzewski, 1991). 
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Los componentes de mayor importancia para detectar son los compuestos clorados (OC), 

los cuales tienen un potencial de bioacumulación elevado, afectan la supervivencia de las 

especies y poseen un peligro potencial para la salud humana (OMS, 1982). El 

descubrimiento de insecticidas OC como el DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano), que son 

altamente persistentes, bioacumulables y que pueden afectar poblaciones completas de 

animales silvestres, ha generado la prohibición y restricciones en su utilización (Kendall y 

col., 1990). Muchos trabajos describen el efecto de los OC en diferentes especies (Wu y 

col., 2000; Fagotti y col., 2005; Keller y col., 2006; Sherwin y col., 2016). 

Aparentemente, un plaguicida clorado puede ser encontrado en la fauna y raramente en 

las personas, debido a la constante exposición a la que están sometidas las especies que 

habitan en los campos cultivados. Como la bioacumulación de OC depende de la cantidad 

de grasas del organismo, los especímenes adultos pueden tener relativamente altos 

niveles de plaguicidas y no presentar signos de intoxicación. Puesto que estos 

compuestos están almacenados en el tejido adiposo, al movilizar las reservas grasas 

durante la reproducción o las migraciones, se puede producir la intoxicación de los 

animales. Además, su liposolubilidad les confiere un medio favorable para su 

conservación y acumulación facilitando los procesos de traslocación a través de las redes 

tróficas (Lajmanovich y Peltzer, 2008). 

Los organofosforados (OPs) y carbamatos (CBs) presentan una baja persistencia 

ambiental (Racke, 1992). La hidrólisis, fotólisis y la degradación microbiana son los 

mecanismos más importantes en la destrucción de estas moléculas. A su vez, los 

organismos cuentan con sistemas de destoxificación capaces de degradar y eliminar los 

OPs y CBs, como son las enzimas carboxilesterasas y las fosfotriesterasas. Con el 

objetivo de desarrollar sistemas de monitoreo no letales, se ha empleado el análisis de la 

actividad de la butirilcolinesterasa (BChE) sanguínea para evaluar la exposición de la 

fauna silvestre a los OPs y CBs (Sánchez Hernández, 2001). Son potentes neurotóxicos, 

tanto para sus organismos diana como para el resto de la fauna, entre otros (Amaral y 

col., 2012; Muller y col., 2014; Siroski y col., 2016). 

Otro de los agroquímicos muy utilizados en los agroecosistemas, son los piretroides. Se 

caracterizan por una actividad insecticida de amplio espectro basada en su neurotoxicidad 

(Salibián y Marazzo, 1995). Se sabe que actúan interfiriendo la permeabilidad iónica de 

las membranas celulares, dificultando la generación y conducción de los impulsos del 

sistema nervioso central y periférico.  
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1.3 DESCRIPCIÓN DE LA ESPECIE Y DISTRIBUCIÓN GEOGRÁFICA 
La clase Reptilia está compuesta por 4 ordenes: Chelonia, Crocodylia, Rhynoncephalia y 

✧�✗✓✥✓✕✓✁ ✢✡✕✚✏ ✍☞✠✡✠✏✕✠✡ ✑✠✡✑✠ ✒✓ ✢☞✓ ✄✠✡✙✁✙✌☛✓☎ ✓ ✒✓ �✗✠ ✕✓✥✖✌☎✏ ✒✒✓✥✓☞✙✏ ✒✓ �✢☞✓ ✑✠

✒✙✡ �✠✍✕✌✒✠✡✁☎ ✑✙✏✑✠ ✠✝✌✡✕✂✓✏ ✄✣ ✎☞✑✠✏✠✡. Los miembros de esta clase se fueron 

modificando, reduciendo, e incluso desapareciendo, hasta llegar a la actualidad. Estos 

evolucionaron a partir de los anfibios y con los cuales comparten ciertas características 

morfológicas. 

Los reptiles son los únicos ectotermos amniotas por lo tanto los convierte en un grupo 

central de estudio para proveer conocimientos importantes sobre la evolución del sistema 

inmune como el funcionamiento del sistema en un contexto ecológico. 

El Orden Crocodylia (Clase Reptilia) presenta en la actualidad 24 especies distribuidas en 

todo el mundo (CSG, 2016). En Argentina, se pueden encontrar dos de ellas, Caiman 

latirostris (yacaré overo o yacaré ñato) y C. yacare (yacaré negro), ambas pertenecientes 

a la familia Alligatoridae. Estas especies se distribuyen en el centro norte del país, pero C. 

latirostris llega más al sur que C. yacare. Se ha registrado la existencia de C. yacare en 

Chaco, Corrientes, Formosa y Santa Fe, mientras que el yacaré overo además llega a 

Entre Ríos, Misiones, Salta, Santiago del Estero y Jujuy (Yanosky, 1990; Larriera e Imhof, 

2000). La mayor distribución de C. latirostris dentro del país se debe a que esta especie 

presenta una mayor tolerancia climática (Siroski, 2004; Fig. 1.7). 
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Fig. 1.7: Distribución geográfica de Caiman latirostris y C. yacaré en Argentina. Tomado de Larriera y col., (2008). Barra = 

100 Km. 

La existencia de los caimanes está indefectiblemente asociada al agua, aunque a 

diferencia de la mayoría de los Crocodylia, no son fáciles de observar en los grandes 

espejos o cursos de aguas limpias. En la provincia de Santa Fe, C. latirostris habita una 

diversa gama de ambientes acuáticos del valle de inundación del río Paraná, la cuenca 

del río Salado y de los Saladillos, (Larriera, 1995) siendo éstos generalmente, cuerpos de 

agua poco profundos, fuertemente vegetados y de difícil acceso (Larriera, 1992). 

El yacaré overo presenta su cuerpo comprimido dorsoventralmente, la cola musculosa y 

afilada lateralmente, y una piel prácticamente impermeable y con manchas de camuflaje, 

que lo transforma en un nadador adaptado a lugares ricamente vegetados donde, gracias 

a sus ojos y narinas de ubicación dorsal, puede pasar desapercibido tanto para 

potenciales presas como para predadores (Medem, 1983; Fig. 1.8). El tamaño de los 

adultos en el caso de los machos está en el orden de los 2,60 m de longitud y unos 80 kg 

de peso. Registros históricos citan animales de hasta 3,20 m (Larriera y col., 2008). 

 



"Evaluación del efecto de plaguicidas sobre el sistema inmune en Caiman latirostris (yacaré overo)" 
 
 

 

 

21 

 

María Agustina Latorre 

 

 

Fig. 1.8: Ejemplares juvenil (izquierda) y adulto (derecha) de C. latirostris. 

 Los yacarés dependen de la temperatura exterior para desarrollar sus actividades, por lo 

que en invierno su vida se limita a unos pocos movimientos para exponerse al sol o 

sumergirse. Cuando llega la primavera y los primeros calores, comienzan a alimentarse 

con mayor frecuencia, hasta llegar al pico máximo de actividad en la temporada 

reproductiva (Larriera e Imhof, 2006). En este período se producen algunas disputas 

territoriales hasta que comienzan las cópulas. Los apareamientos se producen siempre en 

el agua, luego de que el macho, tras una persecución de duración variable, logra atrapar y 

cubrir a la hembra. Una vez fecundadas, las hembras se alejan a lugares apartados, a 

veces a kilómetros de los ambientes de residencia habitual en aguas permanentes, 

incluso a la profundidad del bosque, para iniciar la construcción del nido (Yanosky, 1990). 

Los nidos varían en su constitución en función del ambiente en el cual fueron construidos 

(Montini y col., 2006). Se trata de montículos de material vegetal, tierra, arena, ramas y 

deyecciones que actúan como incubadoras naturales por medio del calor del sol y la 

fermentación vegetal, produciendo una temperatura interior adecuada relativamente 

constante (30 ✁ 32 °C) durante todo el período. Las posturas tienen lugar entre principios 

de diciembre y mediados de enero, frecuentemente con 35 huevos aproximadamente 

(Larriera y col., 2008). Por lo general, durante el proceso de incubación, la hembra atiende 

el nido en reiteradas ocasiones y, en muchos casos, manifiesta actitudes de defensa, 

mostrándose agresiva ante la aparición de intrusos o potenciales predadores (Larriera, 

1993). La incubación tiene una duración que oscila entre los 65 y 75 días (a 31°C 

aproximadamente) y las crías nacen en febrero-marzo con un tamaño promedio de 40 g 

de peso y 22 cm de longitud (Larriera y col., 2008; Fig. 1.9).   
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Fig. 1.9: Cría de C. latirostris saliendo del huevo. 

Se estima que en condiciones naturales, solo eclosionan entre el 30 y el 50% de los 

huevos puestos en la temporada y debido a algunos factores como el de las bajas 

temperaturas extremas y los predadores, aproximadamente el 10 % llega al año de vida. 

Esto fácilmente explica la estrategia reproductiva de la especie, que como en el caso de la 

mayoría de los reptiles, producen una frágil, pero abundante descendencia, lo que 

garantiza que al menos unos pocos lleguen al estado adulto (Larriera y col., 2008). 

En todas las especies de cocodrilianos estudiados hasta el momento, el sexo del embrión 

se determina mediante la temperatura de incubación, particularidad que también es 

frecuente observar en tortugas y algunos lagartos. El embrión tiene la potencialidad de 

diferenciarse en cualquiera de los dos sexos y, dependiendo de la temperatura durante el 

llamado, Período Termosensible (PTS) de la incubación, se diferenciará en macho o en 

hembra. Así, una incubación constante a 33 °C produce 100% machos, a temperaturas de 

29 y 31 °C sólo se producen hembras (Piña y col., 2003), mientras que a temperaturas 

intermedias entre 31 y 33 °C, se producen ejemplares de ambos sexos.   

1.4 PROGRAMAS DE USO SUSTENTABLE 

La valorización de los ecosistemas naturales en términos económicos y su incorporación 

a los procesos productivos se presenta hoy como la herramienta más sólida de 

conservación de hábitat, ya que el sostenimiento de dicha productividad resulta de interés 

general (Larriera e Imhof, 2000).  

Una de las alternativas para valorizar los ecosistemas naturales es mediante la utilización 

sustentable de especies de la fauna silvestre de interés económico, en la medida en que 

el beneficio comercial producido actúe como estímulo para su conservación. Por otra 

parte, la identificación de especies clave para determinados ecosistemas permite 



"Evaluación del efecto de plaguicidas sobre el sistema inmune en Caiman latirostris (yacaré overo)" 
 
 

 

 

23 

 

María Agustina Latorre 

desarrollar programas de conservación indirecta sobre las otras especies asociadas en el 

mismo hábitat (UICN, 1991). 

En el pasado la explotación de diversas especies de cocodrilianos representó una 

actividad económica relevante en algunas regiones del mundo, y debido a la extracción 

desmedida a la que fueron sometidos, muchas de ellas se vieron en serio peligro. Las 

especies argentinas también se aprovecharon comercialmente, generando preocupación 

en el ámbito local e internacional (Waller y Micucci, 1993). Desde principios del siglo XX, 

hubo una utilización diferencial entre estas especies de caimanes, ya que debido a la 

mayor osificación de los osteodermos que posee el C. yacare, la más buscada fue el C. 

latirostris, en función de su mayor calidad marroquinera, y por ende, valor económico 

superior. Es por este motivo, y por haber tenido una presión de caza mayor debido a la 

calidad de su piel, siempre se ha reportado que las poblaciones de C. latirostris se 

encontraban más disminuidas que las de la otra especie.  

La combinación de una serie de factores, como gran tamaño, larga vida, ectotermia, 

conducta maternal, rápido aprendizaje y un complejo sistema social; les han permitido 

usar de manera efectiva variados hábitats tropicales y subtropicales, y enfrentar tanto la 

variabilidad natural como las perturbaciones humanas. En tal sentido, la relativa 

independencia entre el reclutamiento y el éxito reproductivo de los cocodrilianos, permite 

manejar sus poblaciones y cosecharlos de manera sostenible (Larriera, 1991).   

A partir del año 1990, las poblaciones silvestres de yacaré overo de la provincia de Santa 

Fe, Argentina, comenzaron a ser objeto de manejo a través de un programa para la 

preservación de la especie y la explotación racional de productos de interés comercial. 

Este programa, ba✡✓✑✙ ✠✏ ✒✓ ✕☎☛✏✌☛✓ ✑✠ ��✓✏☛✁✠✙✁ ✩✑✠✒ ✌✏✘✒☎✡ ranching o cosecha de 

huevos silvestres para cría en granjas), consiste en mantener los reproductores en la 

naturaleza, extrayendo solamente los huevos y retornando al medio silvestre, a los nueve 

meses de edad aproximadamente, a los animales nacidos y criados en cautiverio. Esta 

metodología de manejo se fundamenta en el factor crítico que representan tanto la alta 

mortandad embrionaria durante la incubación como la predación durante el primer año de 

vida. La implementación de este sistema de manejo evita la pérdida de huevos que ocurre 

naturalmente y la gran mortandad de individuos con menos de un año de edad, con los 

que se obtiene un número significativamente mayor de individuos viables. Como resultado 

del rancheo, una proporción equivalente o mayor de animales de la que hubiera 

sobrevivido en condiciones naturales es reintroducida al ecosistema de origen. El 
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excedente es destinado a la obtención de cuero y carne con un enfoque de producción 

económica ambientalmente sustentable (Larriera, 1994). 

Inicialmente, el objetivo del programa fue la recuperación poblacional del yacaré overo 

que en ese momento se encontraba en peligro de extinción. Las poblaciones de caimanes 

habían disminuido enormemente como resultado del efecto de sobre captura por caza de 

subsistencia, sumado a la drástica pérdida de hábitat por el avance de la frontera agrícola, 

las canalizaciones y construcción de represas para el secado de esteros y su posterior 

utilización como tierras para cultivo (Larriera e Imhof, 2006). Gracias a la implementación 

de este programa, se logró una importante recuperación de las poblaciones naturales de 

C. latirostris, de manera que la especie fue transferida en el año 1997 del Apéndice I al II 

de CITES, permitiendo la comercialización de sus productos, siempre y cuando 

provinieran de programas de rancheo debidamente habilitados por los organismos de 

fiscalización en Argentina (Res 283/00, Secretaría de Ambiente y Desarrollo Sustentable 

de la Nación). 

Estos emprendimientos, además de beneficiar a los propietarios de los establecimientos, 

involucran y benefician a los pobladores locales. Estos programas son a su vez, 

generadores de variada información científica sobre la biología, dinámica poblacional e 

historia natural de las especies en cuestión. El nivel de difusión de estos proyectos, el 

incentivo para los pobladores locales y los mecanismos de control, permiten que hoy las 

poblaciones se encuentren en un evidente crecimiento, sin registros de ningún tipo 

actividades ilegales ligadas a los yacarés en Argentina (Larriera y col., 2008). 

Actualmente, existen otros programas de manejo de las dos especies de caimanes 

argentinos que utilizan el sistema de rancheo en las provincias de Chaco, Corrientes y 

Formosa. En la provincia de Santa Fe, la recolección de huevos se realiza a partir de 

nidos ubicados en albardones, embalsados, esteros, cuerpos de agua artificiales y 

bosques o montes (Larriera, 1995). Las recolecciones se realizan a caballo, a pie o 

utilizando embarcaciones pequeñas en el caso de cursos de agua más profundos. 

Aproximadamente el 80% de los huevos son recolectados durante la primer semana de 

desarrollo embrionario. En el momento de la cosecha, los huevos son marcados (Fig. 

1.10) a fin de no alterar la posición en la que fueron puestos para no producir daño al 

embrión, ya que el mismo se fija a la parte superior de la membrana dentro de las 24 hs 

después de la postura.   
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Fig. 1.10: Cosecha de huevos de C. latirostris en el Dpto. San Cristóbal, provincia de Santa Fe (Argentina). El nido se abre 

hasta encontrar la cámara con los huevos. Antes de ser colectados, los huevos se marcan en la cara superior en la posición 

en la que son encontrados dentro del nido, y que se mantiene durante toda la incubación. 

 

Luego, los huevos son trasladados en recipientes plásticos con material vegetal 

proveniente del nido para evitar su movimiento, hasta las instalaciones del Proyecto 

Yacaré, en la ciudad de Santa Fe, donde se realiza la incubación y cría.  

La incubación se lleva a cabo en una sala acondicionada para tal fin, con temperatura y 

humedad estrictamente controladas (Fig. 1.11). La temperatura de incubación se 

mantiene a 31 ± 1 °C, para obtener una proporción de hembras y machos determinada y 

la humedad entre 95 y 98%. 
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Fig. 1.11: �✁✂✄☎✆✝✞✟✆ ✝✠✡ ☛☞✟✞☎✠✂✌✞ ✍✆✂✆✟✎✏ ✑✞✒✌✟✆✁✝✞ ✡✞✒ ✂✆✓✞✁✠✒ ✝✠ ✔✁✂✄☎✆✂✔✕✁ ✝✠ ✡✞✒ huevos. Se observa la numeración 

utilizada para identificar los mismos. 

Los animales de cada nido son marcados al nacer mediante el corte de los verticilos 

caudales que indican su año de nacimiento (verticilos dobles) y el nido de origen 

(verticilos simples) (Larriera, 1994). Posteriormente los pichones se alojan en habitáculos 

climatizados con un gradiente térmico entre 29 y 32 °C, contando con una superficie seca 

y una con agua (Fig. 1.12). 
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Fig. 1.12: Piletas de cría del ☛Proyecto Yacaré✏ donde se observa la superficie seca y con agua. 

La alimentación se provee día por medio ad libitum y consiste en una mezcla húmeda 

compuesta por 60% de cabeza de pollo molida y 40% de balanceado seco con una 

formulación particular, especialmente preparada para estos animales (Larriera y col., 

2008). En el mes de noviembre se devuelve a la naturaleza un porcentaje de los animales 

nacidos en ese año, proporción que se determina en función de la situación de la 

población a partir de la cual se cosechan los huevos. Para la liberación se respeta el 

origen de los nidos, es decir, los individuos son liberados en el mismo sitio donde fueron 

cosechados los huevos que les dieron origen. 

 

1.5 ESPECIES CENTINELAS 

✢✒ ☛✙✏☛✠✍✕✙ ✑✠ ✙☞✘✓✏✌✡✥✙ ☛✠✏✕✌✏✠✒✓ ✛✗✠ ✑✠✛✌✏✌✑✙ ✍✙☞ ✧✕✓✁✒ ✩✄✜✜✣✪ ☛✙✥✙ �☛✗✓✒�✗✌✠☞

organismo no-humano que pueda reaccionar ante un contaminante ambiental antes de 

�✗✠ ✠✒ ☛✙✏✕✓✥✌✏✓✏✕✠ ✌✥✍✓☛✕✠ ✡✙✖☞✠ ✒✙✡ ✁✗✥✓✏✙✡✁✁ ✟✠ ✠✡✕✠ modo las respuestas 

endógenas del organismo proveen una señal de alerta temprana sobre potenciales 

riesgos para la salud humana y de los ecosistemas. 

Ciertos animales salvajes representan excelentes modelos, o centinelas, para hacer frente 

a los problemas relacionados con la contaminación del medio ambiente, ya que pueden 
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proporcionar datos integradores sobre la exposición (es decir, información sobre el tipo, la 

cantidad y disponibilidad de los contaminantes) y efecto (es decir, información subletal y  

respuestas clínicas de salud) (Basu y col., 2007). 

Algunos criterios importantes para la selección de especies centinelas son los siguientes 

(LeBlanc y Bain, 1997; Cunha y Guilhermino, 2006):  

� ✧✠nsibilidad relativamente amplia a la contaminación.  

� ✬✒✕✓ ✑✌✡✍✙✏✌✖✌✒✌✑✓✑ ✔ ✓✖✗✏✑✓✏☛✌✓✁  

� ✬✥✍✒✌✓ ✑✌✡✕☞✌✖✗☛✌✎✏ ✘✠✙✘☞✚✛✌☛✓✁  

� �☞✘✓✏✌✡✥✙✡ ✓✗✕✎☛✕✙✏✙✡ ✙ ☞✠✍☞✠✡✠✏✕✓✕✌✫✙✡ ✑✠✒ ✠☛✙✡✌✡✕✠✥✓ �✗✠ ✡✠ ✠✫✓✒✁✓ ✔ ☛✙✏ ✡✗ ☛✌☛✒✙

de vida completamente desarrollado en el lugar.  

� ✤✙✏✙☛✌✥✌✠✏✕✙ ✑✠ ✡✗ ✖✌✙✒✙✘✂✓☎ ✛✌✡✌✙✒✙✘✂✓ ✔ ✁✚✖✌✕✙✡ ✏✗✕☞✌☛✌✙✏✓✒✠✡✁ 

� �☞✠✛✠☞✠✏☛✌✓ ✍✙☞ ✠✡✍✠☛✌✠✡ ✑✠ ✌✥✍✙☞✕✓✏☛✌✓ ☞✠☛☞✠✓✕✌✫✓☎ comercial y/o ecológica.  

� ✟✌✡✍✙✏✌✖✌✒✌✑✓✑ ✑✠ ✠�✠✥✍✒✓☞✠✡ ✓ ✒✙ ✒✓☞✘✙ ✑✠ ✕✙✑✙ ✠✒ ✓✆✙✁  

� �☞✠✛✠☞✠✏☛✌✓ ✍✙☞ ✠✡✍✠☛✌✠✡ ✑✠ ✕✓✥✓✆✙ ☞✠✑✗☛✌✑✙ ✍✓☞✓ ✛✓☛✌✒✌✕✓☞ ✒✓ ✙✖✕✠✏☛✌✎✏ ✑✠ ✘☞✓✏ ✏✁✥✠☞✙

de datos y el mantenimiento en laboratorio para realizar ensayos de toxicidad.   

La identificación de especies centinelas, así como de biomarcadores ("herramientas que 

pueden utilizarse para aclarar la relación, si la hay, entre la exposición a xenobióticos y la 

enfermedad" (Musalli Galante y col., 2013)) sensibles para ser aplicados en la biota  son 

indispensables para relacionar la respuesta de los organismos a la exposición a 

xenobióticos, proveyendo de esta manera mejores herramientas predictivas para la 

protección ambiental de las especies silvestres (LeBlanc y Bain, 1997; Moore y col., 

2004). A pesar de que los datos obtenidos en especies centinelas no son factores 

determinantes en la evaluación del riesgo para los seres humanos, pero pueden ser 

tomadas como evidencias significativas frente a decisiones de evaluación de riesgo; 

proveyendo alertas tempranas de situaciones que requieren más estudio, o sugiriendo 

potenciales causas y efectos (Van der Schalie y col., 1999).  

El uso de animales como especies centinelas presenta varias ventajas para proveer una 

advertencia temprana sobre potenciales riesgos para la población humana antes de que 

la misma resulte afectada. 

De esta manera, los organismos centinelas se seleccionan para realizar monitoreos 

ambientales con el objeto de controlar  la salud del medioambiente y de las especies que 

lo habitan. 
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Los modelos animales con fines experimentales tienen incontables requisitos, algunos de 

los más importantes son: ser confiable como herramienta de evaluación, permitir 

replicación de los resultados obtenidos, mostrar manifestaciones detectables del proceso, 

efectos predecibles y la posibilidad de extrapolar resultados a otras especies en 

situaciones experimentales o hacer inferencias a poblaciones en ambientes naturales. 

Los reptiles son modelos de vertebrados utilizados en el estudio de la mayoría de los 

campos de investigación, genética, inmunología y toxicología. Su singular fisiología, 

crecimiento indefinido y fecundidad creciente a lo largo de la vida de la hembra adulta, 

motivan el estudio de cómo la fisiología a nivel mecanicista, la historia de vida a nivel 

organizacional y la selección natural en la escala evolutiva definen la vida en este grupo 

taxonómico diverso. Constituyen un grupo "antiguo" con mecanismos fisiológicos tan 

complicados como su comportamiento, y con adaptaciones particulares que 

probablemente explican el éxito evolutivo de este grupo durante millones de años y su 

diversidad actual. 

A diferencia de la mayoría de las especies utilizadas en estas áreas de estudio, los 

reptiles no suelen presentar cortos tiempos de generación, no producen muchos 

descendientes en un corto período de tiempo, y por lo general son difíciles de mantener 

en cautividad para los requisitos de cría y el espacio. Irónicamente, las características que 

hacen que los reptiles parezcan difíciles de estudiar, de hecho presentan a los científicos 

con una oportunidad única de crear nuevos paradigmas ecológicamente significativos de 

modelos animales para estudiar temas ambientales y relevantes (Poletta y col., 2013). 

La pérdida de hábitat y la degradación son dos de las principales causas de disminución 

de la población en reptiles. Debido a la falta de estudios experimentales, se sabe muy 

poco sobre los mecanismos de captación de contaminantes en los reptiles. Al igual que 

otros vertebrados, los reptiles están expuestos a los contaminantes a través de diferentes 

maneras: a través cutánea o por inhalación o ingestión. La importancia relativa de cada 

vía dependerá de una variedad de factores, incluyendo la ecología y la fisiología del 

organismo, características del contaminante, y el medio ambiente físico-químico en el que 

el organismo se encuentra con el contaminante. En la mayoría de los casos, el contacto 

con la piel e ingestión serán las vías más importantes de la exposición (Hopkins, 2005). 

Entre los reptiles, los cocodrilianos pueden estar expuestos a los contaminantes 

presentes en todas las etapas de la vida. 
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1.5.1 COCODRILIANOS COMO INDICADORES DE CONTAMINACIÓN AMBIENTAL 

Cocodrilianos, caimanes (lagartos, cocodrilianos, gaviales) son componentes integrales 

de los humedales; son de larga vida, carnívoros del nivel más alto de la cadena trófica, 

con distribución restringida necesariamente asociados al agua, que habitan en hábitats 

tropicales y subtropicales en todo el mundo (Crain y Gillette, 1998; Campbell, 2003). En 

vista de esto, los cocodrilianos parecen ser excelentes indicadores de la contaminación 

del medio ambiente. 

Los cocodrilianos son reptiles generalmente de cuerpo grande, acuáticos que viven en las 

regiones tropicales de todo el mundo. Tienen una estrategia de historia de vida basada en 

la madurez tardía, longevidad extrema, y grandes garras. Exhiben cuidado de sus padres 

y tienen la determinación del sexo dependiente de la temperatura. Son depredadores 

peligrosos, y valorados por su piel y la carne. Muchas poblaciones están amenazadas o 

en peligro en todo el mundo por lo que ha aumentado la atención en los efectos de los 

contaminantes sobre las poblaciones de cocodrilianos (Guillette, 2000; Wu y col., 2000; 

Gunderson y col., 2004). 

Los jóvenes y los adultos pueden estar expuestos a través de la comida, el agua, y los 

sedimentos que se presentan en el entorno natural donde viven. Además, los 

contaminantes acumulados en la madre pueden llegar al embrión a través de la yema, lo 

que también afecta el desarrollo embrionario in ovo. Con frecuencia, las hembras anidan 

cerca de los cuerpos de agua adyacentes a los cultivos. Por esta razón, los embriones 

están expuestos a los pesticidas utilizados en estos cultivos. Los embriones y las crías 

pueden estar expuestos a tales compuestos que recorren la cáscara del huevo de la 

atmósfera durante la incubación o después de la eclosión (Siroski y col., 2016). 

Particularmente, en el caso de C. latirostris, en los últimos años y como resultado de la 

expansión de las fronteras agrícolas, muchas áreas de su distribución geográfica en las 

provincias de Santa Fe, Chaco, Formosa y Corrientes (Argentina) han quedado en la 

proximidad de zonas con actividad agrícola intensa, donde innumerables formulaciones 

de plaguicidas se utilizan en forma creciente como método estándar de control de plagas. 

Por otra parte, el período del año de máxima aplicación de plaguicidas coincide con la 

temporada reproductiva de esta especie (noviembre- marzo), implicando un riesgo de 

contaminación particularmente importante para los embriones en desarrollo y neonatos 

(Poletta y col., 2009; Fig. 1.13). 
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Fig. 1.13: Ejemplar adulto de C. latirostris de 2,4 m de longitud en un canal de agua de un área de cultivos. 

 

En nuestro país, C. latirostris fue previamente utilizado como indicador de contaminación 

ambiental relacionado con contaminantes que actúan sobre el sistema inmune, estrés 

oxidativo, disruptores endócrinos y genética (Stoker y col., 2003; Rey y col., 2006; 

Beldoménico y col., 2007; Poletta y col., 2008, 2009, 2009a, 2011, López González y col., 

2013, Latorre y col., 2013, Siroski y col., 2016). 

 

1.6 GENERALIDADES DEL SISTEMA INMUNE (SI) 

Alrededor de cada uno de nuestros animales, o de nosotros mismos, abundan 

constantemente millones de agentes patógenos, entre bacterias, hongos, parásitos y 

virus, todos ellos con potencial para producirnos la muerte. Sin embargo, desde muy 

temprano en la evolución, se han desarrollado mecanismos para identificar a esos 

agentes patógenos y eliminarlos, diferenciándolos de los componentes propios del 

organismo, frente a los que muestran tolerancia. Esta labor de defensa de las agresiones 

externas está a cargo del sistema inmune (SI), compuesto por un conjunto de órganos, 

tejidos, células y moléculas, que elaboran una respuesta coordinada (Collado y col., 

2008). 
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En los vertebrados superiores se ha establecido un SI efectivo y altamente complejo con 

el objetivo de combatir partículas extrañas y mantener la integridad de los tejidos. Sobre la 

base del potencial tóxico, el SI tiene la necesidad de discriminar entre las células del 

hospedador y las extrañas. De esta manera, podemos enumerar 4 funciones centrales del 

SI: i) reconocimiento de células propias y extrañas; ii) discriminación entre células propias 

y extrañas; iii) protección de las células propias; y iv) muerte o eliminación de las 

partículas extrañas (Tizard, 2009). 

Todos los organismos, tanto uni- como pluricelulares, y de distinto nivel de complejidad, 

tienen mecanismos para defenderse de posibles ataques de agentes extraños. El primer 

mecanismo de defensa que actúa impidiendo la entrada de los patógenos son las 

barreras físicas y/o químicas. Este tipo de barreras se encuentran en todos los seres 

vivos, con características peculiares dependiendo de qué organismo se trate. Junto a 

estas barreras, todos los animales presentan un segundo nivel de complejidad 

denominado sistema inmune innato o inespecífico (SII). Únicamente los vertebrados 

poseen un tercer nivel de complejidad, el denominado sistema inmune adaptativo (SIA) o 

específico, que entra en acción cuando la inmunidad innata no es suficiente o ante ciertas 

reincidencias (Collado y col., 2008). 

Una respuesta inmune es el resultado de una cascada de eventos múltiples que 

convergen conduciendo, en el mejor escenario, a la eliminación de la señal que provoca la 

reacción de reconocimiento. La multiplicidad de mecanismos puede ser muy grande 

dentro de un individuo, dentro de varias clases o dentro del phyla. Esta multiplicidad es 

una consecuencia de la importancia de la tarea a cumplir y, aunque es raro que una 

función tan importante se lleve a cabo por un mecanismo simple en un individuo, en 

algunos casos existen alternativas cuando algunos de los mecanismos no funcionan de 

manera adecuada (Du Pasquier, 2001).   

La integridad del sistema inmunitario es esencial para la defensa contra los organismos 

infecciosos y sus productos tóxicos y, por lo tanto, para la supervivencia de todos los 

individuos. El SI es muy sensible a la exposición a compuestos químicos, por ser uno de 

los sistemas fisiológicos que responden con mayor rapidez, tal es así, que algunos de los 

parámetros que caracterizan su actividad son utilizados como marcadores de dicha 

exposición (Lafuente Giménez y col., 2001). 
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1.7 SISTEMA INMUNE INNATO (SII) Y SISTEMA INMUNE ADAPTATIVO (SIA) 

El sistema inmune (SI) en los vertebrados está compuesto de 2 grandes subsistemas que 

se interrelacionan: el SI innato (SII) y el adaptativo (SIA). Existen numerosas hipótesis, 

suposiciones y ejemplos en los que se intenta mostrar una transición gradual entre el SII y 

el SIA desde múltiples puntos de vista. A pesar de que continúan los estudios sobre la 

interacción entre ambos, algunos conocimientos elementales mencionan que mientras el 

SII responde rápidamente a la presencia de agentes patógenos, el SIA puede tomar 

varios días o semanas en activarse por completo y, además, requiere una exposición 

previa a un antígeno para generar una respuesta inmunológica integral, utilizando la 

respuesta humoral y la mediada por células (Coico y col., 2003).   

La inmunidad innata surgió evolutivamente antes que la adaptativa y funcionó 

perfectamente durante millones de años en seres progresivamente más complejos. Es la 

inmunidad más universal (la mayor parte de los seres sobreviven exclusivamente gracias 

a los mecanismos innatos) y, según varios autores, la más importante (Beutler, 2004). El 

SII puede ser definido como todas las defensas inmunes que no tienen memoria 

inmunológica, la respuesta es rápida (desde algunos minutos a horas) y ha evolucionado 

a partir de las asociaciones entre el huésped y el patógeno (Medzhitov y Janeway, 2000). 

Los componentes constitutivos del SII en los vertebrados, incluyen macrófagos, 

granulocitos, células naturales asesinas (NK), y complemento, lisozima, defensinas y 

otras proteínas antimicrobianas. Estas células y las proteínas están constitutivamente 

presentes en niveles bajos en la sangre y proporcionan defensas rápidas de primera 

línea. Los macrófagos y granulocitos ingieren patógenos, producen especies reactivas del 

oxígeno y producen citoquinas que reclutan células blancas de la sangre adicionales y 

ayudan a organizar las respuestas inmunes inducidas. Las células NK reconocen y 

destruyen las células huésped infectadas o anormales. Las proteínas del complemento 

forman complejos que los patógenos lisan o etiquetan para el reconocimiento por 

anticuerpos y células fagocíticas (Janeway y col., 1999).  

El SIA, tiene un repertorio extremadamente amplio de receptores que reconocen 

específicamente los antígenos y posee una flexibilidad superior al SII en su adaptación a 

los cambios moleculares que presentan los diferentes patógenos. Sin embargo, las 

reacciones con moléculas o partículas desconocidas son lentas, debido a que lleva de 

tres a siete días hasta que se produce la selección clonal para que luego la expansión de 

los linfocitos asegure una respuesta inmune específica. Entre otras numerosas cualidades 
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y en referencia al nombre que se le ha asignado, la respuesta se va adaptando de manera 

tal de asegurar una respuesta inmune satisfactoria, generando una memoria inmunológica 

de gran vigencia en el tiempo contra posibles reinfecciones (Andersson y col., 1981). 

El SIA de los vertebrados se divide generalmente en: inmunidad mediada por 

componentes de la célula y la inmunidad humoral. Los principales efectores de la 

inmunidad mediada por células, son una clase de células T-helper (Th1) y linfocitos T 

citotóxicos (CTL), que pueden reconocer y destruir las células huésped infectadas, y por 

lo tanto la inmunidad mediada por células defiende principalmente contra patógenos 

intracelulares como virus. Un subconjunto de células T también puede conservar la 

memoria de los encuentros pasados con los patógenos, lo que permite respuestas más 

rápidas a las exposiciones posteriores (Janeway y col., 1999). Las respuestas mediadas 

por células se acompañan de la secreción de citoquinas proinflamatorias, y algunas veces 

están asociados con la respuesta inflamatoria sistémica, la cual es costosa 

energéticamente y nutricionalmente (Halloran y col., 1992; Janeway y col., 1999). 

Los efectores del componente humoral del sistema inmune adaptativo son las células B y 

células Th2. Los patógenos son reconocidos por las células B, y las células Th2 estimulan 

las células B para diferenciarse y producir anticuerpos [inmunoglobulinas (Ig)], que luego 

se unen y neutralizan patógenos o los marcan para la fagocitosis. Una ventaja importante 

de la inmunidad humoral es la capacidad de reconocer una amplia variedad de parásitos 

extracelulares y agentes patógenos para almacenar este reconocimiento en forma de 

memoria inmunológica. Los costos de la utilización de respuestas humorales se cree que 

son pequeñas en comparación con las de las defensas innatas y mediadas por células, 

porque la inmunidad humoral se asocia con la producción de citocinas antiinflamatorias de 

tipo Th2 (Janeway y col., 1999; Fig. 1.14).  
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Fig. 1.14: Esquema de la evolución de la inmunidad innata a la adaptativa. Fuente: Health & Medicine, 2014. 

 

En general, el SII fue relegado a aquellas funciones de inmunidad que estaban 

involucradas en la prevención y el confinamiento de la infección mientras que la 

✌✏✥✗✏✌✑✓✑ ✓✑✓✍✕✓✕✌✫✓ ✍☞✙✫✠✂✓ ✒✙✡ ✠✛✠☛✕✙☞✠✡ ✍✓☞✓ �✒✌✥✍✌✓☞✁ ✒✓ ✌✏✛✠☛☛✌✎✏ ✠✏ ✛✙☞✥✓ ✑✠✛✌✏✌✕✌✫✓✁

Generalmente, la inmunidad innata está basada en mecanismos activos y pasivos menos 

específicos y poco sofisticados de defensa de un hospedador. El SII es evolutivamente 

más antiguo que el SIA y es utilizado tanto por invertebrados (insectos y equinodermos) 

como por animales superiores. En esencia, parecen ser mucho más simple que la 

respuesta del SIA pero no hay que dejar de considerar que reconoce pequeñas 

características distintivas de los microorganismos patógenos (Medzhitov y Janeway, 

2000) y además de proveer la primera línea de defensa, también juega un rol crítico en la 

activación e induciendo la respuesta inmune adaptativa (Tabla 1.2) (Fearon, 1997). 
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Tabla 1.2: Principales componentes del sistema inmune. 

  

 

1.7.1 GLÓBULOS BLANCOS O LEUCOCITOS 

Los leucocitos o glóbulos blancos (GB) son importantes mediadores del SI, que llevan a 

cabo las tareas de detección y librar el cuerpo de los microbios patógenos. Derivan de las 

células madre hematopoyéticas pluripotentes situadas dentro de la médula ósea, que se 

diferencian además en linfoide común y progenitores mieloides comunes. Las células 

mieloides incluyen eritrocitos, trombocitos, granulocitos y monocitos, mientras que las 

células asesinas naturales y los linfocitos B, y células T (células de adaptación), son 

miembros del linaje linfoide (Finger, 2014). 

Los leucocitos de los reptiles se pueden clasificar como granulocitos (heterófilos, 

eosinófilos, basófilos) y células mononucleares (linfocitos, monocitos, azurófilos). Los 

leucocitos varían mucho en número y la morfología de los gránulos, los patrones de 

tinción citoquímica, y la concentración relativa en la sangre periférica en función de las 

especies y géneros. 
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En general, heterófilos (nombrados como tales a consecuencia de sus prominentes 

gránulos citoplasmáticos de color rosa-naranja brillante) son el equivalente de los 

neutrófilos de mamíferos, mientras que los monocitos y linfocitos de los reptiles tienen la 

morfología y función similares a los de los mamíferos, aves y peces. Los azurófilos son 

exclusivos de los reptiles (Stacy y col., 2011). 

Los GB están involucrados en una cantidad importante de procesos en ambos sistemas 

(SII y SIA). Dentro del SII, uno de los procesos es el de fagocitosis, mediante el cual 

ingieren y destruyen bacterias junto a otras sustancias extrañas. Muchas veces, este 

mecanismo no es suficiente para eliminar a los agentes extraños y es necesario que 

intervengan otros. En estos casos, los GB desencadenan innumerables procesos entre 

los que se encuentran la producción de proteínas, siendo las más importantes los 

anticuerpos, que forman parte de la respuesta inmune adaptativa (Song y col., 2000). 

Un recuento total de glóbulos blancos (RTGB) es importante con el fin de evaluar su 

respuesta a una infección o incluso identificar recuentos reducidos que son comunes en 

los reptiles en cautiverio que pueden estar inmunocomprometidos (Eatwell y col., 2014). 

Además, es de gran utilidad clínica ya que define los conceptos de leucopenia 

(disminución) y leucocitosis (aumento), alteraciones que pueden estar asociadas con una 

amplia variedad de enfermedades y estados fisiológicos (Maya, 2007). En algunos 

reptiles, algunos factores como el estrés y los cambios estacionales, producen variaciones 

en el total de leucocitos aumentando los recuentos totales (Campbell y Ellis, 2007; 

Martínez Silvestre y col., 2011). 

 

1.7.2 ANTICUERPOS NATURALES (AcN) 

Entre las moléculas efectoras del sistema inmune los anticuerpos son, sin lugar a dudas, 

cruciales para el control de infecciones, especialmente para aquellas producidas por 

microorganismos extracelulares o en los que su ciclo de vida transcurre con una etapa 

extracelular. Sin embargo, los anticuerpos no siempre tienen un papel protector ya que 

pueden ser responsables de daño tisular en procesos autoinmunes y mediadores de 

procesos alérgicos. 

Los anticuerpos son secretados por células plasmáticas, las cuales corresponden al 

estadio de diferenciación terminal de los linfocitos B. Existen diferentes poblaciones de 

linfocitos B maduros con capacidad para producir anticuerpos: 1) linfocitos B 
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convencionales también conocidos como linfocitos B foliculares o linfocitos B2 o linfocitos 

B0, 2) linfocitos B de zona marginal esplénica, y 3) linfocitos B1 (Merino y Gruppi, 2006). 

Los anticuerpos son producidos tanto en los compartimentos innato y adaptativo del 

sistema inmune (Murphy y col., 2011; Vas y col., 2013). Los AcN se producen 

principalmente por linfocitos B1 y están presentes en el sistema inmune sin el estímulo de 

la infección (Kohler y col., 2003; Vas y col., 2013). Estos anticuerpos se cree que 

proporcionan una primera línea de defensa contra la infección y facilitan la respuesta 

adaptativa inmune después de la infección (Ochsenbein y Zinkernagel, 2000; Durrbach y 

col., 2007). En contraste, los anticuerpos producidos a través de la respuesta inmune 

adaptativa son hechos por linfocitos B2 estimulados por antígenos introducidos durante la 

infección (Kohler y col., 2003; Murphy y col., 2011).  

Se ha propuesto que la inmunocompetencia es un factor clave en la regulación de las 

poblaciones de fauna (Lochmiller, 1996). Los componentes del SII podrían estar 

implicados en la supervivencia de un organismo a medida que participan activamente en 

la resistencia y la respuesta rápida a la infección. Los AcN son un componente de la 

inmunidad humoral innata, y son inusuales en comparación con otras inmunoglobulinas, 

en que su producción es constitutiva y no requiere la exposición previa a un antígeno 

particular (Ochsenbein y Zinkernagel, 2000). Teniendo en cuenta que los AcN confieren 

inmunidad humoral independiente de la estimulación antigénica y son estables en el 

tiempo, tienen el potencial para ser utilizados como indicadores de la competencia inmune 

en los animales salvajes (Racca y col., 2014). 

 

1.7.3 SISTEMA DE COMPLEMENTO (SC) 

La respuesta inmune humoral comprende una parte significativa del sistema inmunológico 

y actúa como un mecanismo de defensa inicial contra el crecimiento microbiano que se 

produce poco después de la infección. El sistema del complemento de suero, un 

componente importante de la respuesta inmune humoral, se compone de 25-30 proteínas 

que se pueden activar para iniciar la respuesta inflamatoria, reclutar leucocitos al sitio de 

la infección, mediar opsonización de materiales extraños de partículas y matar los 

microorganismos directamente por el ensamblaje de un complejo de ataque de membrana 

multiproteicos en la membrana externa de microbios (Muller Eberhard, 1986; Dalmasso y 

col., 1989). Debido a la importancia inmunológica del sistema de complemento en suero, 
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una deficiencia o mutación en cualquier proteína del complemento se asocia casi siempre 

con múltiples infecciones recurrentes (Morgan y Walport, 1991; Pascual y French, 1995). 

Las proteínas del complemento se expresan y se distribuyen como proteínas precursoras 

inactivas que se pueden activar de una manera muy precisa y altamente coordinada 

(Campbell y col., 1988). La cascada del complemento pueden ser iniciada por tres 

mecanismos distintos: una vía dependiente de anticuerpos clásica, una vía alternativa de 

anticuerpos independiente, y una vía de las lectinas que se traduce en la modulación de la 

función inmune (Fig. 1.15). 

En la activación del SC se pone en marcha una serie de reacciones consecutivas y en 

cascada, de forma tal que a partir de cada una de ellas se genera un producto activo que, 

además de determinar que la reacción consecutiva prosiga, puede tener diferentes 

acciones biológicas importantes en la defensa del organismo. Las 3 vías se activan de 

manera independiente pero secuencialmente, o sea, la activación de uno de los 

componentes conduce a la activación del siguiente. 

La activación del SC a través de cualquiera de las 3 vías es llevada a cabo por la 

activación del C3, que es la proteína central del SC. La molécula C3 tiene la capacidad 

para interactuar con más de 20 proteínas, incluso algunas no pertenecientes al SC.   

Una vez producida la activación del complemento, todas las reacciones subsiguientes se 

llevan a cabo por un proceso multiplicador, de tal forma, que aunque la activación 

comienza por un número limitado de moléculas, son muchos los factores con actividad 

biológica que aparecen en el curso de las reacciones. La acción de las moléculas puede 

ser local, en el sitio de su producción, pero también puede ejercerse a distancia por 

dispersión a otras zonas. 

En líneas generales, y por lo mencionado anteriormente, el SC, como parte de la 

inmunidad innata, puede ser capaz por sí mismo de defender al hospedador contra la 

invasión de patógenos sin la participación de componentes de la inmunidad adaptativa 

(Siroski, 2012). 
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Fig. 1.15: Esquema de la cascada sistema del complemento (SC), con el detalle de las tres vías de activación y de la vía 

efectora (Favoreel y col., 2003). 
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1.7.4 HEMATOLOGÍA SANGUÍNEA  
El sistema inmune es muy sensible a la exposición de xenobióticos, por lo que es uno de 

los sistemas fisiológicos que antes responden frente a la exposición a estos compuestos, 

sirviendo así algunos de los parámetros que caracterizan su actividad como marcadores 

de dicha exposición (Lafuente Giménez y col., 2001). 

La hematología sanguínea es una herramienta muy útil en la evaluación clínica de 

mamíferos, aves y reptiles. La sangre es el medio de transporte de los nutrientes a las 

células y por medio de ella se excretan los productos de desecho metabólico a través de 

los riñones, intestino, pulmones, hígado y piel. Adicionalmente, controla el contenido de 

agua de las células corporales y del líquido intersticial, distribuye hormonas para controlar 

las funciones del organismo y a su vez resulta afectada por hormonas que actúan sobre 

los órganos hematopoyéticos (bazo, medula ósea). Otra función no menos importante de 

la sangre es la que desempeña en la defensa y desarrollo de inmunidad ante 

enfermedades (Pough y col., 1996). Por tales razones, la sangre constituye 

inequívocamente el fluido más expresivo con el que se puede contar a la hora de un 

diagnóstico (Manzanilla Fuentes y col., 2011). 

Al evaluar las respuestas hematológicas y bioquímicas de los reptiles, se debe considerar 

la diversidad fisiológica normal y los factores externos que pueden potenciar o inhibir la 

respuesta de estos ectotermos a las infecciones. Estos factores incluyen la edad, el 

género, el medio ambiente, la estación y el estado nutricional (Zaias y col., 2006; 

Scheelings y Jessop, 2011). 

 

1.8 HIPÓTESIS 
Caiman latirostris se encuentra expuesto a contaminación por plaguicidas, que afectan el 

normal funcionamiento del sistema inmune, alterando algunos de sus parámetros; 

poniendo en riesgo su conservación. 

 

1.9 OBJETIVOS 

1.9.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar los posibles efectos de diferentes plaguicidas de uso masivo en las prácticas 

agrícolas actuales, empleando a C. latirostris como organismo centinela de los humedales 

de nuestro país.   
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1.9.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Evaluar la utilidad de C. latirostris como modelo biológico para monitoreo de 

toxicidad e inmunotoxicidad durante el desarrollo embrionario y post-embrionario. 

2- Evaluar el efecto de diferentes plaguicidas sobre parámetros del sistema inmune 

(SI) de C. latirostris: sistema complemento, recuento total y diferencial de glóbulos 

blancos, detección de anticuerpos naturales, determinación de la concentración de 

proteínas totales y de fracciones proteicas. 

3- Aplicar la metodología y técnica de detección de anticuerpos naturales, ante la 

ausencia de antecedentes en esta especie.   

4- Determinar, en condiciones experimentales, el efecto de estos plaguicidas sobre el 

desarrollo pre y posnatal (crecimiento). 

5-  Incrementar los conocimientos sobre la biología y los factores que afectan a esta 

especie de importancia regional y transferir los mismos a otras especies 

domésticas, al ámbito académico y social de manera de contribuir a la 

conservación de las poblaciones. 
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CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 2. 

 

 

Parámetros inmunológicos en Caiman latirostris y descripción de 

técnicas utilizadas. 
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2.1 INTRODUCCIÓN: PARÁMETROS INMUNOLÓGICOS EN REPTILES 

Muchos ensayos inmunológicos tradicionales se han utilizado en especies de reptiles. En 

los últimos años comenzaron a aplicarse para el estudio de los efectos tóxicos de los 

contaminantes sobre el sistema inmunológico de reptiles. 

Existen numerosos estudios en los cuales se analizan diversos parámetros inmunológicos 

pero sin ninguna exposición a contaminantes: Mussart y col., 2006 y Barboza y col., 2008; 

establecen valores basales de glóbulos blancos y recuento diferencial para C. yacaré y C. 

latirostris respectivamente, en condiciones de cautiverio; Carrascal Velásquez y col., 

(2014); realizaron una caracterización hematológica de Trachemys callirostris en 

condiciones tanto ex situ como in situ; Latorre y López González y col., (2015), y Mestre y 

col., (2017); establecen valores basales de algunos parámetros hematológicos para 

Phrynops hilarii y Salvator merianae, respectivamente, en condiciones de cautiverio.  

Como ya se mencionó anteriormente, son pocos los estudios de inmunología relacionados 

a contaminantes ambientales en reptiles. 

Burnham y col., 2003, examinaron el efecto del ✄✣✁ ✁etinilestradiol sobre la inmunidad del 

lagarto Sceloporus occidentalis. Dicha exposición condujo a una disminución de 

leucocitos circulantes y al número total de células de bazo. Smyth y col., 2014, 

compararon la salud de dos poblaciones de lagartos (Tiliqua rugosa), separados 

geográficamente entre un entorno de pastizales y un medio de cultivo, utilizando el índice 

de tamaño corporal lineal (LBSI) y diferentes parámetros hematológicos. Los animales en 

el sitio de cultivo fueron más pequeños, lo que sugiere diferencias genéticas como 

resultado del aislamiento geográfico. Los animales en el sitio de cultivo tenían un LBSI 

más bajo y muchos experimentaban una anemia regenerativa. Se postuló que la anemia 

era la causa del LBSI bajo. La anemia parecía ser el resultado de la hemólisis y 

probablemente era causada por la exposición a productos químicos agrícolas aplicados 

en el sitio de cultivo, pero no en el sitio del pastizal. Los recuentos elevados de glóbulos 

blancos en lagartijas en el sitio de los pastizales, sugirieron que estaban experimentando 

una enfermedad inflamatoria de posible importancia ecológica. 

 

Otra investigación realizada en tortuga (Terrapene carolina carolina), encontraron que los 

efectos inmunosupresores de la exposición a bajos niveles de organoclorados, como el 

endosulfán y el clordano; podrían estar implicados en la patogénesis de las infecciones 

observadas (ausencia de apnea, secreción ocular y nasal, conjuntivitis y otitis; Tangredi y 
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Evans, 1997). En Caretta caretta se encontraron asociaciones negativas entre 

concentraciones de oxiclordano en sangre y el recuento total de glóbulos blancos (Peden 

Adams, 2002); y con el recuento de linfocitos (Keller y col., 2004). Este último autor, 

observó además, que el sistema inmune de las tortugas marinas es modulado por las 

concentraciones ambientales de contaminantes organoclorados (Keller y col., 2006). Del 

mismo modo, Yu y col., 2012 estudiaron los posibles efectos en tortugas acuáticas 

(Trachemys scripta elegans) expuestas a PCBs sugiriendo posible modulación del 

sistema inmune por estos organoclorados.  

 

2.2 PARÁMETROS INMUNOLÓGICOS EN COCODRILIANOS 

El SI de los cocodrilianos está poco estudiado, y particularmente, reviste gran interés a los 

fines evolutivos, ecológicos y potencialmente terapéuticos. Las recientes observaciones e 

investigaciones han aumentado el entusiasmo por profundizar en el conocimiento de los 

componentes y los mecanismos del SI de los crocodrilianos. A pesar de que el SI 

comprende tanto los sistemas adaptativos e innatos, la mayoría de los estudios en estos 

animales fueron sobre el segundo, principalmente compuesto por péptidos, proteínas, y 

los leucocitos (Finger, 2014). 

Los cocodrilianos comparten un ancestro común con las aves, que comprende el linaje 

archosaurian por lo que son un eslabón importante para nuestra comprensión de la 

evolución del sistema inmune.  

El hecho de ser organismos ectotermos, por lo que las temperaturas ambientales afectan 

sus procesos fisiológicos, presumiblemente su función inmune también lo sea. Hasta el 

momento, se conoce que los cocodrilianos prefieren mantener su temperatura corporal 

dentro de un rango estrecho de 28-33 °C usando termogradientes en su ambiente natural, 

por ejemplo, sol / sombra y superficies calientes / aguas profundas frías (Huchzermeyer, 

2002). Se ha demostrado que la temperatura afecta a los valores hematológicos de 

cocodrilos de agua salada en cautiverio, Crocodylus porosus, aunque curiosamente no 

hubo ningún efecto sobre los niveles de inmunoglobulinas (Turton y col., 1997). Estos 

datos respaldan estudios previos que indican que la temperatura ambiental juega un papel 

fundamental en la homeostasis de los vertebrados ectotérmicos, incluyendo la formación 

de anticuerpos y la respuesta inmune (Klesius, 1990). 

Gran parte de la estacionalidad en los parámetros inmunológicos puede ser el resultado 

de la acción de hormonas endógenas, ya que algunos estudios han demostrado cambios 
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cuantitativos en el número de leucocitos, y la involución linfoide puede ser asociada con 

los cambios en los niveles de glucocorticoides y esteroides sexuales (Morici y col., 1997; 

Turton y col., 1997). Además, la exposición exógena a imitadores hormonales, como los 

perturbadores endocrinos (EDCs), también podría afectar a la inmunidad. La exposición a 

los EDCs en cocodrilos también se ha asociado con un número de anormalidades 

inmunes incluyendo alteraciones histológicas en órganos blanco (Rooney y col., 2003). 

Algunos estudios han asociado la contaminación por plaguicidas en el lago Apopka 

(Florida, Estados Unidos) con efectos en la actividad endócrina y anomalías en la 

reproducción para American alligator (Guillette y col., 1996; Crain y col., 1998a). 

Latorre y col., (2013) han demostrado que la exposición in vivo a Roundup en C. 

latirostris, produce alteraciones en determinados parámetros inmunes y en el crecimiento; 

los mismos autores en 2016 observaron alteraciones en el recuento diferencial e índice 

Heterófilos/Linfocitos (H/L), luego de la exposición in vivo a Cipermetrina y Endosulfán en 

C. latirostris. Así mismo, Siroski y col., (2016) demostraron para la misma especie, que 

diferentes concentraciones de Roundup afectan negativamente la actividad del sistema de 

complemento. 

 

2.3 DESCRIPCIÓN DE TÉCNICAS UTILIZADAS 

2.3.1 RECUENTO TOTAL Y DIFERENCIAL DE GLÓBULOS BLANCOS (RTGB Y 

RDGB) 

Como ya se mencionó en el capítulo 1 (1.7.1), el RTGB es de gran utilidad clínica ya que 

define los conceptos de leucopenia (disminución) y leucocitosis (aumento), alteraciones 

que pueden estar asociadas con una amplia variedad de enfermedades y estados 

fisiológicos. El RDGB permite establecer los conceptos de neutrofilia, neutropenia, 

agranulocitosis, eosinofilia, eosinopenia, basofilia, basopenia, monocitosis, 

monocitopenia, linfocitosis y linfopenia que pueden estar asociados a enfermedades 

benignas como procesos infecciosos, procesos inflamatorios y mielotoxicidad, entre otros, 

o enfermedades malignas como leucemia y mieloptisis (Maya, 2007). 

El RTGB consiste en determinar la cantidad de glóbulos blancos en sangre periférica por 

✗✏✌✑✓✑ ✑✠ ✫✙✒✗✥✠✏ ✍✙☞ ✥✌☛☞✙✒✌✕☞✙ ✩✂✒✪☎ ✥✌✒✂✥✠✕☞✙ ☛✁✖✌☛✙ ✩✥✥
3) o litro (L).  

El recuento del número total de leucocitos se realizó con sangre entera mediante el uso 

de la cámara de Neubauer (Fig. 2.1).  
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Fig. 2.1: Cámara de Neubauer. 

 

Para ello, tuvimos que realizar diferentes diluciones (1:100, 1:200) para poder llegar a la 

mejor dilución que nos permitiera distinguir con mayor claridad los glóbulos blancos. Cabe 

aclarar que para realizar el recuento, utilizamos dicha cámara debido a que los glóbulos 

rojos en esta especie son nucleados, a diferencias de otras especies. Es por esto que no 

se puede utilizar cualquier otro tipo de contador automático, ya que se confundirían 

glóbulos blancos con rojos.  

El RDGB corresponde al porcentaje de las subpoblaciones de glóbulos blancos en sangre 

periférica: linfocitos, heterófilos, monocitos, eosinófilos y basófilos.  

Para el RTGB se tomó una alícuota de sangre y se la diluyó con una solución de NaCl 

0,6% (Lewis y col., 2008) en una proporción de 1:200. La solución de NaCl actúa como 

agente lisante de los hematíes sin intervenir en la integridad de los leucocitos. Se 

homogeneizó la mezcla para que actúe dicha solución, se cargó la cámara con el volumen 

necesario y se dejó reposar durante 5 min para que sedimenten las células; luego se 

observaron al microscopio óptico con un aumento de 450x. 

Para el recuento se usaron los 4 cuadrantes externos de la cámara, donde cada uno está 

dividido en 16 cuadrados más pequeños (Fig. 2.2, recuadros en celeste). 
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Fig 2.2: Representación esquemática de las cuadrículas dentro de la cámara de Neubauer. 

 

Los resultados se expresaron en número de células por milímetro cúbico de sangre. 

Nº de céls/mm3 de sangre = (A/V) * f    

Donde: 

A= número de células contadas 

V= volumen del cuadrado de la cámara (en mm3) 

f= factor de dilución 

Para el RDGB se realizaron 2 frotis por animal sobre portaobjetos limpios, se fijaron con 

etanol durante 10 min y se tiñeron con solución de May Grunwald (50%) - Giemsa (10%). 

Los preparados fueron codificados para lograr el máximo de objetividad al momento del 

análisis. Las muestras se observaron en microscopio óptico con aumento de 1000x. Se 

registró la cantidad de cada uno de los subtipos de glóbulos blancos (heterófilos, 

basófilos, eosinófilos, linfocitos y monocitos) cada 100 GB analizados por frotis (de ambas 

réplicas). 

2.3.2 ANTICUERPOS NATURALES (AnC) 

La determinación de los títulos de aglutinación se llevó a cabo utilizando el ensayo de 

hemaglutinación descrito por Matson y col., (2005), con algunas modificaciones, ya que 

ésta técnica hasta el momento no ha sido descripta para ninguna especie de cocodriliano. 
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Dicho ensayo, se basa en la interacción antígeno-anticuerpo y glóbulos rojos de conejo 

(R��✤☎ ✑✠✒ ✌✏✘✒☎✡ �✂✁✁✂✄ ✂✆☎ ✁☎✠✠☎ ✆✆☎☎✄✝). La lisis refleja la interacción del complemento y 

los AnC, mientras que la aglutinación resulta solo de AnC (Matson y col., 2005) (Fig. 2.3). 

 

 
Fig. 2.3: Microplaca en la cual se puede observar en los diferentes pocillos, los procesos de lisis y aglutinación. 

 

Debido a que las aglutininas de conejo existen en niveles altos en varias especies de aves 

(Cotter, 1998a, 1998b), pueden proporcionar un sistema de prueba conveniente para 

estudiar las interacciones entre anticuerpos adquiridos y naturales. Es por esto que 

utilizamos sangre de conejo, debido al ancestro en común que comparten los 

cocodrilianos con las aves. 

Se obtuvieron glóbulos rojos de sangre entera heparinizada extraída de conejo 

(Oryctolagus cuniculus) del bioterio de la facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL. La 

sangre de conejo fue centrifugada a 2500 rpm durante 20 min y el sobrenadante fue 

descartado, realizándose lavados repetidos con una solución de buffer fosfato salino 

(PBS, pH 7.4) hasta clarificar el sobrenadante. Después del último lavado, se preparó una 

solución al 1% (v/v) de glóbulos rojos de conejo con el mismo buffer a partir del paquete 

globular (SGRC, solución 1). 

Por otra parte, se preparó otra solución al 1% de PBS con plasma de conejo (solución 2).  

El ensayo se llevó a cabo en microplacas de 96 pocillos (Cromoplate®, policubetas fondo 

�✞✁✪✁ ✟✙✑✙✡ ✒✙✡ ✍✙☛✌✒✒✙✡ ✛✗✠☞✙✏ ✒✒✠✏✓✑✙✡ ☛✙✏ ✆✞ ✠✒ ✑✠ ✒✓ ✡✙✒✗☛✌✎✏ ✆� ✒✗✠✘✙ ✡✠ ✓✆✓✑✌✎ ✆✞ ✠✒

de plasma de C. latirostris, solo en la columna 1. Con el uso del microdiluidor (volumen 
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fijo) se fue diluyendo de manera seriada desde la columna 1 hasta la 11, ya que la 12 se 

utiliza como control negativo (sin plasma). 

Una vez realizadas todas las diluciones, se agrega a todos los pocillos, 25 µl de la 

solución 1. Se deja reposar la placa tapada por 1 hora aproximadamente, incubada a 

temperatura ambiente (25 ± 2 °C); para observar los resultados. Los títulos se expresaron 

como la inversa de la dilución más alta.  

 

2.3.3 SISTEMA DE COMPLEMENTO (SC) 

El ensayo de hemólisis de glóbulos rojos de oveja (SRBC del inglés �✄✝✆✆✁ ✂✆☎ ✁☎✠✠☎

✆✆☎☎✄✝) se basa en la ruptura de los SRBC por las proteínas inmunológicas circulantes en 

el plasma. Estas proteínas reconocen a los SRBC como antígenos y provocan la 

activación de la cascada del SC, que culmina en la formación de un complejo proteico que 

genera un poro (CAM: Complejo de Ataque a Membrana) en la membrana de los SRBC y 

la posterior lisis de los mismos. La consecuente liberación de hemoglobina es registrada 

por espectrofotometría y se considera proporcional a la actividad del SC. Este ensayo es 

utilizado en forma rutinaria para evaluar el SC en los laboratorios clínicos (Kirschfink y 

Mollnes, 2003) y fue adaptado para el análisis del mismo en el suero de los cocodrilianos 

por Merchant y col., (2006). 

 

Los SRBC fueron obtenidos a partir de sangre entera heparinizada extraída de ovejas 

merino (Ovis aries) en la facultad de Ciencias Veterinarias de la UNL. 

La sangre de oveja fue centrifugada a 2500 rpm durante 20 min y el sobrenadante fue 

descartado, realizándose lavados repetidos con una solución de buffer fosfato salino 

(PBS, 1% pH 7.4) hasta clarificar el sobrenadante. Después del último lavado, se preparó 

una solución al 2% (v/v) de SBRC con el mismo buffer a partir del paquete globular. 

En un ependorff, se colocó 200 µl de dicha solución + 200 µl de plasma de C. latirostris. 

Se homogeneizó y se dejó reposar por 30 min a temperatura ambiente. Luego se 

centrifugó a 2500 rpm por 5 min. Posteriormente, se tomaron 250 µl del sobrenadante y 

se transfirió a una microplaca de 96 pocillos (✤☞✙✥✙✍✒✓✕✠☎ ✍✙✒✌☛✗✖✠✕✓✡ ✛✙✏✑✙ �✞✁✪ ✍✓☞✓ ✒✓

medición de la densidad óptica en un lector de microplacas a 540 nm (Spectrostar Nano 

BMG Labtech). 

Para obtener un control positivo, se agregó 2 µl de Triton X-100 a 1 ml de solución de 

SRBC al 1% y se homogeneizó varias veces. El resultado obtenido fue considerado como 
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la máxima hemólisis (MH). Todos los resultados de la hemólisis de SRBC se dividieron 

por la absorbancia del control positivo para obtener el porcentaje máximo de hemolisis 

(%MH).  

 

2.4 DISCUSIÓN 

Los resultados obtenidos permitieron estandarizar el ensayo de detección de anticuerpos 

naturales como una técnica de evaluación de inmunotoxicidad para su aplicación en 

sangre en C. latirostris. Esta es la primera referencia de la aplicación de dicha técnica en 

esta especie.  

A su vez, como ya hemos dicho anteriormente, los anticuerpos naturales tienen el 

potencial de ser usados como indicadores de la competencia inmune en animales 

salvajes (Racca y col., 2014). Existen trabajos en los que se describe la utilización de esta 

técnica, pero en otros grupos, como peces (Gonzalez y col., 1988), aves (Parmentier y 

col., 2004; Matson y col., 2005; Whiteman y col., 2006; Mendes y col., 2006; Killpack y 

Karasov, 2012), mamíferos (Racca y col., 2014), serpientes (Madsen y col., 2007; 

Sparkman y Palacios, 2009) y tortugas (Sandmeier y col., 2012). 

Los valores hematológicos, inmunológicos y la química de la sangre son necesarios para 

una correcta valoración de los efectos del estrés ambiental, enfermedades infecciosas, 

parasitarias o toxicológicas en animales (Merchant y col., 2006 a, b); además poseen gran 

utilidad y aplicabilidad en la evaluación del estado de salud-enfermedad, tanto en 

animales mantenidos bajo condiciones controladas como en programas de cría o 

capturados en la naturaleza (Zayas, 2014). 

Si bien la información disponible sobre la influencia de plaguicidas sobre estos valores se 

han informado para muchas especies de aves (Grasman y Fox., 2001), peces (Iannacone 

y Alvariño, 2008; Modesto y Martinez, 2010; Salbergo y col., 2010), anfibios (Cabagna y 

col., 2005; Brodkin y col., 2007; Attademo y col., 2011) y reptiles (Keller y col., 2006; Yu y 

col., 2012; Smyth y col., 2014); son escasos los trabajos que incluyen cocodrilos (Finger y 

Gogal, 2013; Latorre y col., 2013, 2016; Siroski y col., 2016).  

En cuanto al SC, muchos autores informaron su presencia en urodelos y anfibios (Carey y 

col., 1999; Major y col., 2011) y en reptiles (Koppenheffer, 1987; Sunyer y col., 1998; 

Ferronato y col., 2009). Para cocodrilos, se describieron diversas actividades 

antimicrobianas de sus tejidos (Shaharabany y col., 1999; Merchant y col., 2003, 2004, 

2005; Merchant y Britton, 2006; Siroski y col., 2009) que fueron atribuidos a un sistema de 
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complemento eficaz. Sin embargo, hasta ese momento no se había investigado la 

detección y caracterización del sistema de complemento en C. latirostris. En 2010, Siroski 

y col., pusieron de manifiesto la contribución significativa del sistema de complemento a 

las actividades inmunológicas de esta especie; y en 2016 estudiaron el efecto de 

Roundup sobre dicho sistema. El sistema de complemento podría ser un componente 

inmune innato muy importante en la resistencia al ataque de microorganismos, y podría 

ser una de las razones de la longevidad de esta especie (Siroski y col., 2010). 
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CAPÍTULO 3. 

 

 

Evaluación del efecto inmunotóxico de diferentes formulaciones de 

plaguicidas (Endosulfán, Cipermetrina, Clorpirifós, y Glifosato), en 

embriones de Caiman latirostris (Etapa 1). 
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3.1 INTRODUCCIÓN  

Los embriones de reptiles están expuestos a los contaminantes a través de dos 

mecanismos principales: la transferencia de madre a hijo y la absorción de los 

alrededores del huevo (Hopkins, 2005; Charruau y col., 2013; de Solla y col., 2014).  Los 

jóvenes y los adultos pueden estar expuestos a través de la comida, el agua, y los 

sedimentos que se presentan en el entorno natural donde viven. Además, los 

contaminantes acumulados en la madre pueden llegar al embrión a través de la yema, lo 

que también afecta el desarrollo embrionario in ovo. Con frecuencia, las hembras anidan 

cerca de los cuerpos de agua adyacentes a los cultivos. Por esta razón, los embriones 

están expuestos a los pesticidas utilizados en estos cultivos. Los embriones y las crías 

pueden estar expuestos a tales compuestos que recorren la cáscara del huevo de la 

atmósfera durante la incubación o después de la eclosión. 

El período de máxima aplicación de plaguicidas coincide con la temporada de 

reproducción de esta especie (noviembre a marzo), lo que representa un grave riesgo de 

contaminación para el desarrollo de embriones y recién nacidos (Siroski y col., 2016). 

La transferencia materna se inicia a principios de la vitelogénesis cuando las hembras 

comienzan la síntesis de grandes cantidades de lipoproteínas que son críticas para el 

suministro de nutrientes, trazas de metales esenciales, y hormonas para el desarrollo del 

embrión (Specker, 1994). Desafortunadamente, estas mismas lipoproteínas pueden servir 

como moléculas de transporte de contaminantes ambientales de madre a hijo. Los 

compuestos que tienden a transferirse de la hembra a la descendencia incluyen 

contaminantes orgánicos que se asocian con los lípidos (por ejemplo, organoclorados), 

contaminantes inorgánicos que también son nutrientes esenciales o análogos de 

nutrientes esenciales (por ejemplo, selenio y estroncio como análogos de azufre y calcio), 

y contaminantes que se unen fácilmente a las proteínas del huevo (por ejemplo, 

mercurio). 

Debido a que las primeras etapas del desarrollo embrionario dirigen la trayectoria del 

desarrollo del individuo, la transferencia materna de tales compuestos representa una 

vulnerabilidad importante para el desarrollo de la descendencia y, en última instancia, 

para la forma física de la madre (Hopkins, 2005). En algunos casos, las cantidades de 

contaminantes transferidos pueden llegar a interrumpir el desarrollo temprano (Bishop y 

col., 1998; Guillette, 2000). 
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En la mayoría de los cocodrilianos, la textura porosa de la cáscara de huevo permite el 

intercambio de sustancias líquidas y gaseosas entre el medio externo y el embrión 

durante el desarrollo. La parte superior es la zona de implantación del embrión, donde se 

inicia la banda opaca de calcificación, es la zona de mayor irrigación y de poros más 

grandes, en la que se produce el mayor intercambio con el ambiente (Ferguson, 1981).  

Se ha reportado que la estructura de la cáscara de los huevos del yacaré overo sufre 

modificaciones durante el transcurso de la incubación. Según Simoncini y col. (2014), la 

descomposición de la materia orgánica del nido genera un ambiente propicio para el 

desarrollo de diversos microorganismos que contribuyen a la modificación de la cáscara 

bajo condiciones naturales. El material orgánico de nidificación, más la humedad de las 

deyecciones de la hembra y las precipitaciones, aumentaría el tamaño de los canales de 

los poros, incrementando el intercambio de distintas sustancias gaseosas y líquidas entre 

el embrión con el medio exterior, favoreciendo el ingreso de otros tipos de compuesto (de 

Solla y col., 2014; Burella y col., 2016). 

Un aspecto importante a tener en ☛✗✠✏✕✓☎ ✔ ✥✚✡ ✓✁✏ ✠✏ ☞✠✍✕✌✒✠✡☎ ✠✡ ✠✒ �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝✂ Éste 

es una de las principales causas de variabilidad ampliamente estudiada en parámetros 

analizados en especies de cocodrilianos (Schulte y Chabreck, 1990; Piña y col., 2005; 

Schaumburg y col., 2010). Verdade (1997) propuso esta expresión para referirse al efecto 

sobre los neonatos que combina la influencia genética y fenotípica de los padres (por ej. 

estado nutricional y sanitario de la madre) asociada a la influencia fenotípica del ambiente 

de incubación (temperatura, humedad, entre otros). De esta manera, los neonatos que 

provienen de diferentes nidos de origen pueden responder en forma diferente a las 

condiciones ambientales variables durante su vida, pero principalmente durante el primer 

año de vida. 

La toxicología del desarrollo (embriotoxicología) se toma en sentido amplio incluyendo el 

estudio de cualquier efecto que interfiera con el normal desarrollo de un organismo dado y 

que se manifieste antes o después del nacimiento del mismo (IPCS, 2001). Los 

compuestos químicos inducen efectos en el embrión por una variedad de mecanismos 

que pueden incluir interacción del agente exógeno con receptores endógenos, generación 

de intermediarios reactivos con el ADN o con proteínas, peroxidación lipídica, inhibición 

enzimática y alteraciones de la membrana celular, entre otros (USNRC, 2000).  Dentro de 

los biomarcadores de embriotoxicidad se pueden incluir el peso al nacer, anormalidades 

cromosómicas, retardo en el desarrollo y/o crecimiento posterior del organismo o de 
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sistemas orgánicos específicos, defectos estructurales (teratogénesis) y funcionales, 

senescencia reproductiva temprana así como una disminución en la vida media del 

organismo (IPCS, 2001). Desde el punto de vista de los estudios exploratorios, la 

ganancia en peso y las desviaciones del rango normal de peso corporal de los 

organismos a una determinada edad, pueden ser importantes indicadores de toxicidad del 

desarrollo (Mitchelmore, 2005). 

 

3.1.1 ANTECEDENTES DE EXPOSICIÓN EMBRIONARIA EN COCODRILIANOS  

Numerosos estudios, han demostrado la transferencia de plaguicidas de madre a hijo y/o 

la absorción de los mismos a través de la cáscara del huevo. Wu y col., (2000) 

demostraron la presencia de organoclorados (anticonceptivos orales) en huevos de 

Crocodylus moreletii de todos los nidos recolectados de ríos de Belize. 

Pepper y col. (2004), analizaron las concentraciones de organoclorados en las 

membranas corioalantoidea de huevos de Crocodylus moreletii desde el norte de Belize. 

Los resultados indicaron que los plaguicidas organoclorados se acumulan en dichas 

membranas de los huevos, lo que demuestra la exposición de embriones y hembras a 

estos plaguicidas. 

Rauschenberger y col. (2004; 2004a) demostraron en Alligator mississippiensis, que los 

pesticidas organoclorados son transferidos por vía materna al óvulo en desarrollo, y que la 

exposición materna se asocia con una reducción del éxito de eclosión y aumento de la 

mortalidad embrionaria. 

Milnes y col. (2005) demostraron que el metabolito pesticida p,p-DDE (1,1-dicloro-2,2-bis 

(p-clorofenil) etileno) es capaz de influir en la diferenciación de las gónadas en Alligator 

mississippiensis. 

Numerosos estudios de laboratorio han descripto efectos embriotóxicos en reptiles y aves, 

relacionados con exposición a diferentes plaguicidas y a sus formulaciones (Marco y col., 

2004; Sparling y col., 2006; Muller y col., 2007; Uggini y col., 2010; Schaumburg y col., 

2016) y también a través de pulverizaciones y/o aplicaciones sobre el material de nido 

(Cañas y Anderson, 2002; Mayne y col., 2005; de Solla y col., 2014). 

En relación a la especie objeto de esta tesis, Beldoménico y col. (2007), expusieron 

huevos de C. latirostris a diferentes concentraciones de atrazina y endosulfán, 

observando pérdida del peso del huevo durante la incubación, y reducción en el peso de 

las crías al nacer. De manera similar, Poletta y col. (2009), evaluaron los efectos 
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genotóxicos de Roundup® en embriones con el fin de evaluar el riesgo potencial asociado 

a la exposición in ovo; demostrando efectos adversos de este plaguicida en el ADN de 

dicha especie. En 2011, estudiaron el efecto de formulaciones y mezclas de plaguicidas, 

demostrando genotoxicidad, alteraciones enzimáticas y metabólicas, como así también un 

retardo en el crecimiento. Otros daños genotóxicos fueron estudiados por Burella y col. 

(2016) demostrando que RU produce daño en el ADN en embriones de C. latirostris, 

independientemente de la etapa de desarrollo en la que se produzca la exposición. Asi 

mismo, López González y col. (2017) observaron que formulaciones comerciales de 

plaguicidas indujeron efectos genotóxicos en C. latirostris y demostraron que las 

anormalidades nucleares (ANs) son un buen indicador de genotoxicidad en dicha especie. 

Stoker y col. (2011), realizaron un estudio para estimar los residuos organoclorados 

presentes en los huevos y para determinar la relación entre las concentraciones de los 

organoclorados y el rendimiento reproductivo; donde encontraron una correlación negativa 

entre el tamaño de postura y la media de las concentraciones de los organoclorados, lo 

que sugiere que el comportamiento reproductivo de la madre se ve afectada por la 

exposición a los contaminantes. Por otro lado, Charruau y col. (2013), analizaron 

compuestos organoclorados en huevos infértiles y sustratos de nidos en Crocodylus 

acutus, observando que la transferencia materna de las hembras, probablemente es la 

principal fuente de contaminación de los huevos. 

Los estudios bajo condiciones controladas de laboratorio son fundamentales para 

proporcionar relaciones directas de los efectos producidos por los compuestos en estudio 

a distintas concentraciones (concentración-efecto), y para la determinación de los 

mecanismos específicos implicados en el origen de cualquier tipo de alteración, ya que 

ambientalmente los embriones no están expuestos a un producto químico a la vez, sino a 

mezclas complejas de estos en forma simultánea, influyendo no sólo la interacción entre 

los mismos sino los diversos factores físico-químicos ambientales (Eisenreich y Rowe, 

2013; Ortiz Santaliestra y Egea Serrano, 2013).  

Los reptiles son modelos de vertebrados utilizados en el estudio de la mayoría de los 

campos de investigación. Su fisiología única, crecimiento indefinido y fecundidad creciente 

a lo largo de la vida de la hembra adulta motivan el estudio de cómo la fisiología a nivel 

mecanicista, la historia de vida a nivel organizacional y la selección natural en la escala 

evolutiva definen la vida en este grupo taxonómico diverso. Constituyen un grupo 

"antiguo" con mecanismos fisiológicos complicados como su comportamiento y con 
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adaptaciones particulares que probablemente explican el éxito evolutivo de este grupo 

durante millones de años. 

La manera en que los reptiles reaccionan fisiológicamente y conductualmente en sus 

ambientes, o bajo condiciones controladas, cambia delante de cualquier situación 

potencialmente agotadora, colocándolos como modelos interesantes para la investigación 

(Poletta y col., 2013). Numerosos autores estudiaron el efecto de diferentes 

contaminantes en distintas clases de cocodrilianos, pero es escasa o nula la información 

existente sobre el sistema inmune luego de una exposición embrionaria.  

3.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1 HUEVOS DE Caiman latirostris 

Se utilizaron huevos de yacaré overo cosechados en la naturaleza, en el marco de las 

actividades del programa de ranc✁✠✙� ��☞✙✔✠☛✕✙ ✁✓☛✓☞☎✁ (PY; convenio Gob. Santa Fe -

MMA/MUPCN). Los nidos fueron recolectados de la Reserva Natural Manej✓✑✓ �✢✒ �✌✡☛✙✁

✩✝☎✂✄✄✁✆✭✁✁ ✧☎ ✭✄✂☎✁✆✣✁✁ �☎ ✟✍✕✙✁ ✧✓✏ ✤☞✌✡✕✎✖✓✒☎ ✧✓✏✕✓ �✠☎ ✬☞✘✠✏✕✌✏✓✪ ✍✙☞ ✕☞✓✕✓☞✡✠ ✑✠ ✗✏

área libre de contaminación, dado que se trata de un Área Natural Protegida (Ley 12.930, 

2008; Fig. 3.1 a y b). De esta manera nos aseguramos que los huevos no estuvieron 

expuestos ambientalmente a ningún plaguicida. 

 

 
Fig. 3.1: a) �✑✆✄✠✁ ✒✆✌✠✡✔✌✆✡ ✝✠ ✡✆ ☎✠✒✠✟✆✆ ✝✆✌✄✟✆✡ ✞✆✁✠✓✆✝✆ ☛✟✡ ✠✔✒✂✞✏ ✠✁ ✠✡ ✂✠✁✌✟✞-norte de la provincia de Santa Fe, 

Argentina  y b) de la laguna principal donde se colectan los huevos de yacaré. Tomada de Google Earth. 
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Los huevos se colectaron al inicio de la temporada reproductiva (diciembre), 

inmediatamente luego de su postura. Diferentes nidos fueron cosechados y trasladados 

hasta las instalaciones del PY, Laboratorio de Zoología Aplicada: Anexo Vertebrados 

(FHUC-UNL/MMA-MUPCN, Santa Fe), según procedimientos de rutina como fue 

descripto en el punto 1.4. 

Al llegar a las instalaciones del PY, se realizaron ovoscopías para determinar la viabilidad 

de los huevos por identificación de la banda opaca de calcificación (Iungman y col., 2008). 

En este contexto se seleccionaron para los experimentales sólo aquellos viables. En todos 

los estudios se emplearon huevos provenientes de diferentes nidos, para controlar lo 

mencionado como �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝ (Verdade, 1997). 

 

3.2.2 DISEÑO EXPERIMENTAL Y EXPOSICIÓN 

Se realizaron 3 ensayos de exposición embrionaria (EEE1, EEE2, EEE3), con el objetivo 

de evaluar la reproducibilidad de los resultados. En todos los casos, la exposición se 

realizó en una etapa temprana del desarrollo (durante los cinco días siguientes a la 

oviposición), con una duración de 2 meses. Posteriormente, los huevos fueron incubados 

en condiciones controladas: 31 ± 1 °C y 90 % humedad. Los huevos de cada nido en cada 

grupo experimental fueron separados en bandejas plásticas independientes utilizando 

vermiculita como sustrato y cubiertos con material vegetal del nido natural, libre de 

cualquier sustancia exógena (Fig 3.2). 

 

 
Fig 3.2: Huevos marcados por nido, colocados en bandejas plásticas. 
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Los huevos se controlaron periódicamente durante los experimentos, para identificar y 

descartar aquellos que se tornaban inviables. 

La exposición se realizó por topicación con la solución del plaguicida sobre la cáscara del 

huevo, en una única aplicación, como fue descripto por Poletta y col. (2009), en la zona 

donde se inicia la banda opaca de calcificación, zona de mayor irrigación y de poros más 

grandes, en la que se produce el mayor intercambio con el ambiente (Ferguson 1985; 

Crews y col., 1991; Fig. 3.3).  

 

 
Fig. 3.3: Aplicación de los tratamientos en forma tópica sobre la cáscara del huevo de C. latirostris en la zona de inicio de la 

banda de calcificación, de mayor intercambio con el exterior. 

 

✢✏ ✠✒ ✥✙✥✠✏✕✙ ✠✏ �✗✠ ✒✙✡ ✍✌☛✁✙✏✠✡ ☛✙✥✠✏✁✓☞✙✏ ✓ �✫✙☛✓✒✌✁✓☞ ✠✒ ✡✙✏✌✑✙ típico del 

✏✓☛✌✥✌✠✏✕✙✁☎ ✒✙✡ ✁✗✠✫✙✡ ☛✙☞☞✠✡✍✙✏✑✌✠✏✕✠✡ ✡✠ ✡✓☛✓☞✙✏ ✑✠ ✒✓ ✌✏☛✗✖✓✑✙☞✓ ✔☎ ✡✌ la eclosión no 

se producía espontáneamente dentro de las 24 hs, los pichones fueron asistidos para su 

nacimiento (Larriera y col., 2008). Los animales de cada nido fueron marcados al nacer 

mediante el corte de los verticilos caudales correspondientes al número del nido y a la 

marca individual de cada pichón según orden de nacimiento (Larriera, 1994; Fig. 3.4). 
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Fig. 3.4: Sistema de marcación por corte de verticilos caudales utilizado para la individualización de los pichones nacidos 

por año y nido. 
 

Para las formulaciones de END y CIP, se tomaron como referencia los estudios realizados 

en C. latirostris (Beldoménico y col., 2007) los cuales expusieron huevos a 0.02; 2 y 20 

ppm de END;  y en otras especies de aves y mamíferos: Sinha y col., (1997); evaluaron el 

efecto de varias dosis de END en ratas en crecimiento desde el destete a los 90 días de 

edad para ver el efecto de este pesticida sobre el testículo alcanzando la madurez 

sexual.; Anwar (2003); investigaron los efectos tóxicos, en el embrión de pollitos de once 

días, de diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 400 ppm) de CIP administrada en una 

dosis subletal simple (0,005 ml) en los huevos al día 0 de incubación; Patel y col., (2006); 

estudiaron los efectos genotóxicos de la CIP en múltiples órganos (cerebro, riñón, hígado, 

bazo) y tejidos (médula ósea, linfocitos) del ratón).   

Para las formulaciones de GLI, se aplicaron concentraciones determinadas como 

efectivas en un estudio previo realizado en la especie con la formulación RU, por nuestro 

grupo de trabajo (Poletta y col., 2009). 

En lo que respecta a las concentraciones de la formulación de CPF no existían datos de 

referencia, solo estudios en otras especies expuestos por inmersión (Widder y Bidwell, 

(2006) (Rana sphenocephala); Ruiz de Arcaute y col., (2012) (Rhinella fernandezae); Vera 

Candiotti y col., (2013) (Cnesterodon decemmaculatus); Paracampo y col., (2014) 

(Cnesterodon decemmaculatus)), por lo que se decidió aplicar el mismo rango de 

concentraciones que para END y CIP. 

Para todos los casos, se las adaptó al peso promedio de los huevos de C. latirostris que 

se calcula en 70 g aproximadamente (Poletta y col., 2009) y a nuestras condiciones 

experimentales. 
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Para las formulaciones de CIP, END y CPF, debido a su baja solubilidad en agua (Cap 1: 

1.1.1.1; 1.1.1.2  y 1.1.1.3), se utilizó etanol (C2H6O) como vehículo, por lo que fue 

necesario incluir un nuevo grupo experimental para evaluar si el etanol producía algún 

efecto sobre los embriones, denominado �☛✙✏✕☞✙✒ de ✫✠✁✂☛✗✒✙✁ (CV). 

Las formulaciones comerciales de plaguicidas utilizadas para este estudio fueron: (1) 

Roundup® Full II (RU; 66.2% p.a.), CAS No. 70901-12-1; (2) PanzerGold® (PANZ; 60.2% 

p.a.), CAS No. 1071-83-6; (3) Cipermetrina Atanor® (CIP; 25% p.a.), CAS No. 52315-07-

8; (4) Endosulfán Galgofan® (END; 35% p.a.), CAS No. 115-29-7; y (5) Clorpirifos 

Lorsban 48E® (CPF; 48% p.a.), CAS No. 2921-88-2 (EXTOXNET, 1996). 

 

3.2.2.1 ENSAYO DE EXPOSICIÓN EMBRIONARIA 1 (EEE1) 

Se evaluó el efecto de los insecticidas CIP, END; y de dos formulaciones del herbicida 

GLI: la formulación RU y la formulación PANZ. 

Los huevos de 6 nidos (N=192) fueron distribuidos al azar en 16 grupos experimentales 

de 12 huevos cada uno (seis huevos por c/u) con sus respectivas réplicas: grupo control 

negativo (CN, sin exposición al contaminante), grupo control vehículo (CV, tratado con 

etanol 50 ul), 4 grupos tratados con END y 4 con CIP (1; 10; 100 y 1000 µg/huevo), 3 

grupos tratados con RU y 3 con PANZ (500, 750 y 1000 µg/huevo). El peso promedio de 

los huevos fue de 69,82 ± 4,89 (g). 

 

3.2.2.2 ENSAYO DE EXPOSICIÓN EMBRIONARIA 2 (EEE2) 

Este ensayo fue una repetición del ensayo anterior (EEE1), pero con la diferencia que no 

se utilizó la formulación de PANZ, ya que no fue posible conseguirla nuevamente; por lo 

que se evaluó el efecto de CIP, END y RU, con las mismas formulaciones y 

concentraciones descriptas para el EEE1.  

Se utilizaron huevos de 4 nidos (N=104) que fueron distribuidos al azar en 13 grupos 

experimentales de 8 huevos cada uno (cuatro huevos por c/u) con sus respectivas 

réplicas: grupo control negativo (CN, sin exposición al contaminante), grupo control 

vehículo (CV, tratado con etanol 50 ul), 4 grupos tratados con END y 4 con CIP (1; 10; 

100 y 1000 µg/huevo), y 3 grupos con RU (500, 750 y 1000 µg/huevo). El peso promedio 

de los huevos fue de 64,98 ± 4,26 (g). 
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En este ensayo, el seguimiento del crecimiento de los individuos se realizó hasta los 6 

meses de edad para evaluar el efecto de la exposición sobre el crecimiento postnatal (3 y 

6 meses de edad).  

 

3.2.2.3 ENSAYO DE EXPOSICIÓN EMBRIONARIA 3 (EEE3) 

Este ensayo fue una repetición del ensayo anterior (EEE1 y EEE2), pero solo se evaluó el 

efecto de CPF. Se utilizaron 3 nidos (N=72) que fueron distribuidos al azar en 6 grupos 

experimentales de 12 huevos cada uno (seis huevos por c/u) con sus respectivas réplicas: 

grupo control negativo (CN, sin exposición al contaminante), grupo control vehículo (CV 

tratado con etanol 50 ul), y 4 grupos tratados con CPF (1, 10, 100 y 1000 µg/huevo). 

A continuación se resume en una tabla los datos de todos los ensayos juntos (Tabla 3.1) 

Tabla 3.1: Grupos experimentales y tratamientos aplicados en el Ensayo de Exposición 

Embrionaria por topicación (EEE1, EEE2, EEE3). 

Ensayo N Grupos 
experimentales 

[µg/h]  
CIP 

[µg/h]  
END 

[µg/h]  
RU 

[µg/h]  
PANZ 

[µg/h]  
CPF 

EEE1 192 16 1,10,100,1000 1,10,100,1000 500,750,1000 500,750,1000 --- 

EEE2 104 13 1,10,100,1000 1,10,100,1000 500,750,1000 --- --- 

EEE3 72 6 --- --- --- --- 1,10,100,1000 

 

EEE: Ensayo de Exposición Embrionaria; N: números de huevos por grupo de experimentación; CIP: grupos expuestos a 

diferentes concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END: grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; RU: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de glifosato Roundup Full II®; PANZ: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 

PanzerGold®; CPF: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®. 

 

3.2.3 Ensayo de exposición embrionaria por Pulverización (sobre material de nido). 

Con el objetivo de evaluar otro mecanismo probable de exposición de embriones que se 

asemeje a lo que sucede en los ambientes naturales, se realizó mediante la pulverización 

de los plaguicidas sobre el material de nido simulando el momento en que los mismos son 

expuestos durante la fumigación de los cultivos. 

El experimento se llevó a cabo bajo las mismas condiciones de incubación que los 

ensayos de topicación, como fue descripto por Poletta y col., 2009; y tomando como 
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referencia un estudio de pulverización sobre nidos artificiales reportado en la especie por 

nuestro grupo de trabajo (Poletta y col., 2011). 

Se utilizaron 84 huevos provenientes de 3 nidos, colectados de la Reserva Natural 

✄✓✏✠�✓✑✓ �✢✒ �✌✡☛✙✁ (ver ítem 3.2.1). La cosecha, traslado y selección de los mismos para 

el experimento se realizaron en iguales condiciones que las descriptas en el punto 1.4. Se 

distribuyeron al azar en 7 grupos experimentales de 12 huevos cada uno, dentro de 

bandejas plásticas con vermiculita estéril como sustrato, cubiertos por el material de nidos 

proveniente de la zona control, a ser pulverizado con las respectivas formulaciones a 

testear.  

Se utilizaron un CN rociado con agua utilizada para la dilución (3,5 ml); dos grupos 

experimentales de la formulación comercial de CPF: CPF c.c. (0,8 %) y CPF ½ c.c. (0,4 

%); dos grupos experimentales de la formulación comercial de CIP: CIP c.c. (0,12 %) y 

CIP 1/2 c.c. (0,06 %); dos grupos experimentales de la formulación comercial RU (GLI): 

GLI c.c. (2%) y GLI 1/2 c.c. (1%).  

Las concentraciones se calcularon teniendo en cuenta las recomendadas para la 

aplicación del producto a campo en cultivos de soja RR (c.c. 0,8%, 0,12% y 2%) y la mitad 

de las mismas (1/2 c.c.), de los siguientes formulados comerciales: los insecticidas CPF 

(Lorsban®, 48% p.a.) y CIP (Atanor®, 25% p.a.), y el herbicida GLI (RoundupFull II® -RU, 

66,2% p.a.), tomando como referencia la superficie de base de las bandejas de 

experimentación como área a pulverizar (0,0340 m2; Tabla 3.2). 

A diferencia de los anteriores, se realizó un solo ensayo sin repeticiones temporales. El 

material de nido se roció en función de los tratamientos predeterminados, en una sola 

aplicación y al inicio de la etapa embrionaria (Fig. 3.5). 
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Fig. 3.5: Imagen de la aplicación de las soluciones a evaluar por pulverización sobre el material de nido en el Ensayo de 

Exposición embrionaria por Pulverización. 

 

Tabla 3.2: Grupos experimentales y tratamientos aplicados en el Ensayo de Exposición 

Embrionaria por Pulverización. 

Grupos 
experimentales  

Compuesto Concentraciones  N° huevos/nido N 

CN Agua potable 
declorada 

3,5 ml 4 12 

CPF c.c. Lorsban 48E®, 
48% p.a. 

0,80% 4 12 
CPF 1/2 c.c. 0,40% 4 12 

CIP c.c. Atanor®, 25% p.a. 0,12% 4 12 
CIP 1/2 c.c. 0,06% 4 12 

GLI (RU) c.c. RoundupFull II®, 
66,2% p.a. 

2% 4 12 
GLI (RU) 1/2 c.c. 1% 4 12 

 

 

CN: Control negativo; CPF c.c. y CPF ½ c.c.: grupos expuestos a distintas concentraciones de la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®; CIP c.c. y CIP ½ c.c.: grupos expuestos a distintas concentraciones de Cipermetrina (Atanor®) y GLI (RU) 

c.c. y GLI (RU) ½ c.c.: grupos expuestos a distintas concentraciones de la formulación de Glifosato (Roundup Full II®); c.c.: 

concentración aplicada a campo adaptada a la superficie de la bandeja de incubación y ½ c.c.: mitad de la concentración 

aplicada a campo; p.a.: principio activo; N: número de huevos por grupo de experimentación. 

 

3.2.4 Parámetros y variables analizadas. 

En todos los casos, al final del experimento, se tomaron muestras de sangre por punción 

de la vena espinal. Se aplicó la técnica descripta por Myburgh y col. (2014) en 

condiciones de asepsia, que consiste en la punción entre la 1° y 2° vértebra cervical, 

ubicadas a nivel de las escamas postoccipitales. La punción se realizó con jeringa estéril 

de 3 ml previamente heparinizada y aguja TERUMO® 25G x 5/8" ✁ (0,5 mm), para extraer 
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0,5 ml de sangre entera de cada ejemplar, para la determinación de los parámetros 

inmunológicos (Fig. 3.6). 

 

 
Fig. 3.6: Extracción de sangre de la vena espinal a un ejemplar recién nacido, siguiendo la técnica de Myburgh y col. 

(2014). 

 

En todos los experimentales se registraron las siguientes variables: éxito de eclosión de 

cada grupo experimental (cantidad de neonatos nacidos del total de huevos expuestos), 

existencia de malformaciones externas en los neonatos, tamaño de los pichones al nacer 

(LT, SVL y peso; y seguimiento del crecimiento posterior en el caso de EEE2 ), y los 

parámetros inmunológicos propuestos en este trabajo de Tesis: Recuento total y 

diferencial de glóbulos blancos, anticuerpos naturales y sistema de complemento, 

siguiendo las metodologías descriptas anteriormente en el punto 2.4. 

Las longitud total y hocico-cloaca al nacer se realizaron con cinta métrica de 0,1 cm de 

precisión, y se pesaron con balanza eléctrica (OHAUS® Compact scale CS200) de 0,1 gr 

de precisión. Respecto al crecimiento postnatal, en el EEE2, todos los pichones se 

mantuvieron individualizados y bajo condiciones controladas de crianza en las 

instalaciones del PY, con el fin de evaluar el efecto de los tratamientos sobre el 

crecimiento de los caimanes durante los primeros meses de vida, tomándose mediciones 

correspondientes de peso, LT y LHC a los 3 y 6 meses de edad. El alimento fue 

suministrado ad libitum 3 veces a la semana, estaba compuesto por una mezcla de 50% 

de cabezas de pollo molidas y 50% de balanceado seco para reptiles (Larriera y col., 

2008). 
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3.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software SPSS 17.0 para Windows. Los 

valores de la media ± error estándar (E.E.) se calcularon a partir de los animales de cada 

grupo experimental. 

Las diferencias entre réplicas de cada grupo experimental se analizaron mediante Test t. 

La normalidad de las variables fue corroborada mediante el test de Kolmogorov- Smirnov 

y la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene. 

Luego del análisis de los supuestos, se utilizaron test paramétricos (ANOVA y Dunnett o 

Tukey) o no paramétricos (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney U-test) para comparar los 

diferentes grupos en función de las distintas variables analizadas, considerando en todos 

los casos los tratamientos y los nidos como variables de agrupamiento. En el caso de la 

comparación entre grupos experimentales, aquellos expuestos a las formulaciones de 

CIP, END y CPF se contrastaron con el CV, mientras que los expuestos a formulaciones 

de GLI con el CN, excepto en el ensayo de pulverización donde no se utilizó CV ya que 

los compuestos se aplicaron por aspersión. 

En el EEE2, el análisis de crecimiento se llevó a cabo mediante un Modelo Lineal 

General: medidas repetidas, ya que se contaba con 3 mediciones de peso y longitud 

(nacimiento, 3 y 6 meses de edad). 

Se consideró estadísticamente significativa una diferencia de p ✄ ☎☎☎✞. 

3.4 RESULTADOS 

Al analizar nuestros resultados, no se observaron diferencias significativas entre las 

réplicas de los grupos experimentales para ninguna de las variables analizadas de cada 

uno de los ensayos (p > 0,05; Test t), por este motivo que todos los resultados se 

informan por grupo experimental (media ± E.E.). 

El porcentaje de eclosión (éxito de eclosión) no fue estadísticamente diferente entre los 

grupos experimentales de cada ensayo de Topicación y Pulverización (p > 0,05), ni se 

registraron malformaciones externas en los animales recién nacidos. 

Además, no se observaron diferencias en las variables analizadas entre el CN y CV (p > 

0,05) en ninguno de los ensayos donde se emplearon ambos controles (EEE1, EEE2 y 

EEE3), lo que demuestra que el etanol no causaría algun daño manifiesto en los 

embriones.  
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En cuanto al EEE1, no se observaron diferencias significativas entre los grupos 

analizados por tratamiento (p > 0,05) para todas las variables analizadas (Tabla 3.3).  

 

Tabla 3.3 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria 1 (EEE1). 

 
Grupos 

Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AcN % MH 

CN 32050 ± 5537,97 12,5 ± 3,04 83,1 ± 3,7 0,5 ± 0,31 3 ± 0,7 25,6 ± 6,72 33,11 ± 5,38  

CV 38000 ± 4791,56 19,73 ± 3,26 75,73 ± 3,34 0,64 ± 0,24 3 ± 0,73 26,18 ± 4,83 34,02 ± 7,19 

CIP1 32750 ± 3920,21 17,8 ± 2,08 78,4 ± 2,3 0,8 ± 0,33 2 ± 0,45 19,56 ± 3,3 49,03 ± 12,35  

CIP10 44818,18 ± 8006,61 23 ± 2,8 75 ± 3,56 0,55 ± 0,25 2,45 ± 0,47 22,55 ± 2,82 52,43 ± 8,43  

CIP100 32909,09 ± 3270,26 22,73 ± 3,38 72,18 ± 3,43 0,55 ± 0,31 3,45 ± 0,69 24 ± 4,92 32,82 ± 6,36 

CIP1000 39300 ± 3008,51 20 ± 4,37 76,2 ± 4,48 0,5 ± 0,22 2,2 ± 0,47 22,4 ± 5,31 45,97 ± 9,25  

END1 34350 ± 4796,44 22,33 ± 3,24 74,78 ± 3,66 0,89 ± 0,45 2,33 ± 0,58 34,4 ± 10,8 27,22 ± 5,51 

END10 40812,5 ± 9641,77 21 ± 3,6 75,88 ± 3,87 0,63 ± 0,26 1,75 ± 0,41 23 ± 6,31 32,78 ± 7,71 

END100 37090,91 ± 2869,76 17,64 ± 2,06 79,55 ± 2,37 0,91 ± 0,39 1 ± 0,3 29,82 ± 6,01 42,74 ± 4,79 

END1000 46950 ± 7477,54 17,2 ± 2,32 78,6 ± 2,64 0,4 ± 0,22 3,1 ± 0,57 24 ± 2,67 34,44 ± 3,74   

RU500 35777,78 ± 6856,22 17,67 ± 2,92 73,78 ± 5,36 0,33 ± 0,17 3,11 ± 0,54 20,44 ± 5,51 43,54 ± 6,95 

RU750 39590,91 ± 3142,68 13,73 ± 3,4 81,36 ± 3,58 0 4,09 ± 0,73 34,18 ± 9,77 35,5 ± 7,55 

RU1000 36863,64 ± 7391,67 14,73 ± 2,32 80,64 ± 2,74 0 3,27 ± 1,08 27,2 ± 6,66 50,05 ± 12,08 

PANZ500 54000 ± 8871,77 11 ± 4,42 85,75 ± 5,71 0 2,5 ± 1,19 24 ± 4,62 65,35 ± 16,13 

PANZ750 27375 ± 2409,83 16,5 ± 4,37 80,75 ± 5,07 0 2,5 ± 0,64 37,33 ± 14,11 36,04 ± 25 

PANZ1000 28200 ± 4897,96 15 ± 4,56 79 ± 4,68 0 5 ± 1,05 13,6 ± 2,4 32,91 ± 5,64 

 
�✝✁ �✞✁✌✟✞✡ ✁✠✄✆✌✔✆✞✂ �✄✁ �✞✁✌✟✞✡ ✆✠☎✆✂✄✡✞✂ ��☞ ✝✞ ✝✟✞ ✝✟✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ ✠✍✌✄✠✒✌✞✒ ✆ ✝✔✒✌✔✁✌✆✒ ✂✞✁✂✠✁✌✟✆✂✔✞✁✠✒

✝✠ ✡✆ ✎✞✟✑✄✡✆✂✔✕✁ ✝✠ �✔✌✠✟✑✠✌✟✔✁✆ ✏✌✆✁✞✟✑✂ ✟✝✒ ✝✞ ✝✟✞ ✝✟✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞): grupos expuestos a distintas 

✂✞✁✂✠✁✌✟✆✂✔✞✁✠✒ ✝✠ ✡✆ ✎✞✟✑✄✡✆✂✔✕✁ ✝✠ ✟✁✝✞✒✄✡✎✆✁ ✓✆✡✄✞✎✆✁✑✂ ☎✔ ✕✟✟✞ ✖✕✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ ✠✍✌✄✠✒✌✞✒ ✆ ✝✔✒✌✔✁✌✆✒

✂✞✁✂✠✁✌✟✆✂✔✞✁✠✒ ✝✠ ✡✆ ✎✞✟✑✄✡✆✂✔✕✁ ✝✠ ✓✡✔✎✞✒✆✌✞ ☎✞✄✁✝✄✌ ✠✄✡✡ ��✑✂ ☞✏✝✗ ✕✟✟✞ ✖✕✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ expuestos a 

distintas concentraciones de la formulación de Glifosato PanzerGold®. RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos. AcN: 

Anticuerpos naturales. %MH: Máxima Hemólisis. 

 

Lo mismo ocurrió para EEE2 (Tabla 3.4) y  EEE3 (Tabla 3.5), donde tampoco  se 

observaron diferencias significativas entre los grupos analizados por tratamiento (p > 0,05) 

para todas las variables analizadas. 
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Tabla 3.4 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria 2 (EEE2). 

 

CN: Control negativo; CV: Control vehículo; CIP 1, 10, 100 y 1000 (µg/huevo): grupos expuestos a distintas concentraciones 

de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END 1, 10, 100 y 1000 1000 (µg/huevo): grupos expuestos a distintas 

concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; RU 500, 750 y 1000 (µg/huevo): grupos expuestos a distintas 

concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full II®; RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos. AcN: 

Anticuerpos naturales. %MH: Máxima Hemólisis. 

 

 

Tabla 3.5 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria 3 (EEE3). 

 
Grupos 

Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AnC % MH 

CN 20166,67 ± 1759,89 24,56 ± 1,99 69,89 ± 2,09 0 4,67 ± 0,99 16,89 ± 3,11 22,99 ± 4,65  

CV 17388,89 ± 1141,93 33,67 ± 3,28 63,11 ± 2,91 0 2,33 ± 0,64 15,11 ± 2,73 26,39 ± 6,62 

CPF1 23000 ± 2164,1 22,83 ± 4,14 74,5 ± 3,96 0 2,17 ± 0,75 12,67 ± 2,17 28,07 ± 6,27 

CPF10 20875 ± 2375 19,43 ± 5,96 76 ± 5,49 0,14 ± 0,14 3,86 ± 0,86 16 ± 5,66 31,4 ± 8,64 

CPF100 25071,43 ± 2639,96 28,5 ± 4,96 67,83 ± 4,69 0 3,17 ± 0,79 14,86 ± 3,23 27,51 ± 7,17 

CPF1000 26562,5 ± 3140,23 36,14 ± 7,34 60,86 ± 7,18 0,14 ± 0,14 2,57 ± 0,53 14 ± 4,34 36,37 ± 12,45 
 

�✝✁ ✂✞✁✌✟✞✡ ✁✠✄✆✌✔✆✞✂ �✄✁ ✂✞✁✌✟✞✡ ✆✠☎✆✂✄✡✞✂ �☞✠✝✞ ✝✟✞ ✝✟✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ ✠✍✌✄✠✒✌✞✒ ✆ ✝✔✒✌✔✁✌✆✒ ✂✞✁✂✠✌✟✆✂✔✞✁✠✒

de la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®. RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos. AnC: Anticuerpos naturales. 

%MH: Máxima Hemólisis. 

 

Grupos 
Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) NAbs % MH 

CN 27250 ± 7709,57 54,5 ± 13,09 40,25 ± 12,09 0 4,75 ± 1,84 40 ± 13,86 55,44 ± 21,33 

CV 22750 ± 1509,69 61,83 ± 4,28 33,83 ± 3,78 0,17 ± 0,17 3,33 ± 1,45 40 ± 10,73 22,31 ± 3,7 

CIP1 20500 ± 3626,29 53,2 ± 5,23 42,4 ± 4,95 0,2 ± 0,2 3,6 ± 1,5 28,8 ± 10,31 44,35 ± 13,21 

CIP10 17937,5 ± 1862,31 53,75 ± 5,32 41,25 ± 4,77 0,5 ± 0,38 3,38 ± 0,78 23 ± 6,83 38,41 ± 8,17 

CIP100 21500 ± 3474,91 48,6 ± 6,5 44,8 ± 7,15 0,4 ± 0,24 5,4 ± 1,75 16 ± 4,38 26,42 ± 7,87 

CIP1000 17416,67 ± 4184,13 49,17 ± 4,7 45,83 ± 5,08 0 3,67 ± 0,67 38,4 ± 10,85 60,44 ± 19,14 

END1 15900 ± 1435,27 47,6 ± 8,5 49,2 ± 7,49 0 3 ± 0,84 20 ± 4 39,35 ± 13,24 

END10 22312,5 ± 2675,85 54,5 ± 4,17 39,75 ± 4,33 0,5 ± 0,19 4,5 ± 1,45 37 ± 14,42 25,26 ± 8,58 

END100 16750 ± 3217,79 59 ± 8,24 37,25 ± 7,05 0,25 ± 0,25 2,25 ± 1,03 28 ± 12 48,43 ± 24,88 

END1000 22200 ± 3437,29 45,2 ± 3,54 48,4 ± 4,32 0,6 ± 0,24 4,6 ± 0,87 27,2 ± 10 27,46 ± 10,03 

RU500 22000 ± 2549,51 51,5 ± 8,71 44 ± 7,37 0 3,67 ± 1,41 22,67 ± 8,37 25,09 ± 15,47 

RU750 16571,43 ± 2970,95 45 ± 4 50 ± 3,81 0,33 ± 0,21 4,17 ± 1,11 28,8 ± 10,31 19,82 ± 5,03 

RU1000 20500 ± 1695,58 43,4 ± 9,14 54 ± 8,64 0,2 ± 0,2 1,6 ± 0,75 22,4 ± 10,55 22,84 ± 11,45 
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✢✏ ☛✗✓✏✕✙ ✓ ✒✙✡ ☞✠✡✗✒✕✓✑✙✡ ✡✙✖☞✠ ✠✒ �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝ que se examinaron para todas las 

variables observadas, se encontraron diferencias entre nidos en EEE1 en el RDGB para 

la categoría heterófilos y linfocitos (p < 0,05; ANOVA/Tukey); y para eosinófilos (Kruskal 

Wallis/Mann-Whitney, p < 0,05). En EEE2, también se obtuvieron diferencias entre nidos 

en el RDGB para heterófilos y linfocitos (p < 0,05; ANOVA/Tukey); y para eosinófilos, AnC 

y SC (Kruskal Wallis/Mann-Whitney, p < 0,05). Para EEE3, también se obtuvieron 

diferencias entre nidos en el RDGB para eosinófilos (Kruskal Wallis/Mann-Whitney, p < 

0,05).  

En lo que refiere al tamaño de los animales al nacer, en EEE1 no se encontraron 

diferencias significativas entre los diferentes grupos de experimentación (p > 0,05; 

ANOVA/Tukey; Tabla 3.6), pero si se observó una diferencia de peso al nacer entre nidos 

(p < 0,05; Kruskal Wallis/Mann-Whitney; aplicándose la corrección de Bonferroni 

(p=0,003).  

 

Tabla 3.6 Parámetros de tamaño (media ± E.E.) en neonatos de C. latirostris en los 

distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria 1 (EEE1). 

 

Grupos 
Experimentales LT (cm) LHC (cm) PESO (g) 

CN 21,08 ± 2,35 10,08 ± 1,12 44,09 ± 1,25 

CV 23,02 ± 0,24 10,81 ± 1,12 44,45 ± 10,02 

CIP1 23,45 ± 0,18 11,16 ± 0,18 44,86 ± 1,41 

CIP10 23,39 ± 0,16 11,09 ± 0,10 43,95 ± 1,01 

CIP100 23,42 ± 0,19 11,04 ± 0,09 44,30 ± 0,47 

CIP1000 23,17 ± 0,23 11,10 ± 0,10 44,52 ± 0,93 

END1 21,11 ± 2,36 9,99 ± 1,12 39,53 ± 4,51 

END10 23,49 ± 0,24 10,06 ± 1,11 44,76 ± 1,32 

END100 22,42 ± 1,16 12,21 ± 1,03 44,77 ± 0,79 

END1000 23,39 ± 0,14 11,32 ± 0,07 44,47 ± 0,50 

RU500 22,55 ± 0,55 10,87 ± 0,22 42,32 ± 1,21 

RU750 23,55 ± 0,54 11,15 ± 0,26 44,42 ± 0,98 

RU1000 23,52 ± 0,29 11,44 ± 0,07 46,58 ± 0,96 

PANZ500 23,44 ± 0,26 11,23 ± 0,11 45,45 ± 0,62 

PANZ750 23,27 ± 0,12 11,11 ± 0,07 44,47 ± 0,86 

PANZ1000 20,66 ± 2,30 9,91 ± 1,10 44,18 ± 0,80 
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✝✠ �✔✌✠✟✑✠✌✟✔✁✆ ✏✌✆✁✞✟✑✂ ✟✝✒ ✝✞ ✝✟✞ ✝✟✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ ✠✍✌✄✠✒✌✞✒ ✆ ✝✔✒✌✔✁✌✆✒ ✂✞✁✂✠✁✌✟✆✂✔✞✁✠✒ ✝✠ ✟✁✝✞✒✄✡✎✆✁

Galgofan®; RU 5✟✟✞ ✖✕✟ ☎ ✝✟✟✟ ✠✡✄☛☎✄✠✆✞☞✁ ✄✟✄✌✞✒ ✠✍✌✄✠✒✌✞✒ ✆ ✝✔✒✌✔✁✌✆✒ ✂✞✁✂✠✁✌✟✆✂✔✞✁✠✒ ✡✆ ✎✞✟✑✄✡✆✂✔✕✁ ✝✠ ✓✡✔✎✞✒✆✌✞
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Glifosato PanzerGold®. p > 0,05; ANOVA/Tukey. LT: longitud total. LHC: longitud hocico-cloaca. cm: centímetro. g: gramos 
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En EEE2 tampoco se observaron diferencias entre los grupos en peso y longitud (LT/LHC) 

al momento del nacimiento, ni a los 3 o 6 meses posteriores al nacimiento (p > 0,05; 

Modelo Lineal General: Medidas repetidas; Tabla 3.7). Por este motivo, se decidió no 

continuar con el seguimiento de los parámetros del crecimiento luego del nacimiento, 

teniéndose en cuenta solo el tamaño al nacer en los ensayos posteriores. 

En el análisis entre nidos, se encontraron diferencias en LT, LHC y peso (al nacer, a los 3 

y 6 meses de edad; p < 0,05; Modelo Lineal General: Medidas repetidas). 

 

 

Tabla 3.7 Parámetros del crecimiento (media ± E.E.) observados al nacer, a los 3 y 6 

meses de edad en C. latirostris, en los distintos grupos experimentales del Ensayo de 

Exposición Embrionaria 2 (EEE2). 
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Para los EEE3 no se observaron diferencias en el tamaño de los pichones al nacer entre 

los grupos expuestos y CN o CV (ANOVA/Tukey-Dunnett; Tabla 3.8), pero si entre los 

nidos: en EEE3 para la LT, LHC y peso (p < 0,01; ANOVA/Tukey). 

 

Tabla 3.8 Parámetros de tamaño al nacer (media ± E.E.) en C. latirostris observados en 

los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria 3 (EEE3). 

 

 
Grupos 

experimentales LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CN 23,37 ± 0,28 11,30 ± 0,13 45,24 ± 1,23 

CV 23,02 ± 0,64 11,14 ± 0,07 44,28 ± 0,98 

CPF1 23,53 ± 0,43 11,02 ± 0,18 45,50 ± 1,30 

CPF10 23,22 ± 0,44 11,29 ± 0,10 44,49 ± 0,98 

CPF100 22,94 ± 0,66 10,89 ± 0,26 43,56 ± 1,53 

CPF100 22,92 ± 0,38 10,96 ± 0,18 42,56 ± 1,11 
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grupos expuestos a distintas concentraciones de la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®. p > 0,05; ANOVA/Tukey. 

LT: longitud total. LHC: longitud hocico-cloaca. cm: centímetros. g: gramos. 

 

En relación al ensayo de Pulverización sobre el material de nido, no se observaron 

diferencias significativas entre los grupos analizados por tratamiento (p > 0,05) para todas 

las variables analizadas (Tabla 3.9).  
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Tabla 3.9 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Pulverización sobre el material de 

nido. 

 
Grupos 

Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AnC % MH 

CN 10750 ± 680,07 48,43 ± 4,81 49,29 ± 5,03 0,14 ± 0,14 2,14 ± 0,59 18,67 ± 4,46 36,76 ± 23,46 

CPF c.c. 16545,45 ± 1454,54 33,2 ± 3,24 65 ± 3,02 0,5 ± 0,31 1,30 ± 0,26 48 ± 13,93 29,8 ± 8,15 

CPF 1/2 c.c.  19937,5 ± 3668,69 44,63 ± 2,82 53,63 ± 2,55 0,13 ± 0,12 1,63 ± 0,5 15,11 ± 3,58 26,3 ± 14,06 

CIP c.c. 15409,09 ± 1873,04 38,22 ± 5,85 59,22 ± 5,87 0,11 ± 0,11 2,44 ± 0,44 43,2 ± 15,05 32,22 ± 7,78 

CIP 1/2 c.c. 17600 ± 3483,93 39,6 ± 3,6 58,7 ± 3,72 0,10 ± 0,10 1,6 ± 0,58 74,67 ± 54,96 18,4 ± 6,81 

GLI (RU) c.c. 17000 ± 2253,28 37,64 ± 3,99 61,64 ± 4,47 0,27 ± 0,19 1,55 ± 0,56 25,6 ± 7,11 18,44 ± 7,4 

GLI (RU) 1/2 c.c. 14800 ± 1447,60 45,56 ± 5,45 52 ± 5,89 0,33 ± 0,17 2,11 ± 0,51 45,6 ± 14,75 22,7 ± 11,33 

 

CN: control negativo; CPF c.c. (0,8%) y CPF ½ c.c. (0,4%): grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®; CIP c.c. (0,12%) y CIP ½ c.c. (0,06%): grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor® y GLI c.c. (2%) y GLI ½ c.c. (1%): grupos expuestos a 

diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full II®. RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos. 

AcN: Anticuerpos naturales. %MH: Máxima Hemólisis. 

 

Al igual que los demás ensayos de exposición in ovo, no se observaron diferencias de 

tamaño entre los animales expuestos y los controles al momento del nacimiento (p > 0,05; 

ANOVA; Tabla 3.10). Pero si un efecto nido marcado en la longitud: LT, LHC (p < 0,01; 

ANOVA) y peso (p < 0,05; Kruskal Wallis/Mann-Whitney, aplicando corrección de 

Bonferroni, considerando significativo un p � 0,016). 

 

Tabla 3.10 Parámetros de tamaño (media ± E.E.) al nacer en C. latirostris observados en 

los distintos grupos experimentales del Ensayo de Pulverización sobre el material de nido. 
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Grupos 
Experimentales LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CN 23,86 ± 0,13 11,30 ± 0,11 45,79 ± 2,36 

CPF c.c. 23,18 ± 0,66 11,08 ± 0,27 11,57 ± 1,84 

CPF 1/2 c.c. 23,54 ± 0,29 11,40 ± 0,14 45,16 ± 1,60 

CIP c.c. 24,13 ± 0,21 11,48 ± 0,11 47,03 ± 2 

CIP 1/2 c.c. 23,94 ± 0,24 11,34 ± 0,18 46,04 ± 1,80 

GLI (RU) c.c. 24,01 ± 0,20 11,49 ± 0,10 47,69 ± 1,75 

GLI (RU) 1/2 c.c. 24,01 ± 0,27 11,20 ± 0,10 46,64 ± 2,16 
 

CN: Control negativo; CPF c.c. (0,8%) y CPF ½ c.c. (0,4%): grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®; CIP c.c. (0,12%) y CIP ½ c.c. (0,06%): grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor® y GLI c.c. (2%) y GLI ½ c.c. (1%): grupos expuestos a 

diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full II®. p > 0,05; ANOVA. c.c.: concentración a campo. 

½ c.c.: mitad de la concentración a campo LT: longitud total. LHC: longitud hocico-cloaca. cm: centímetros. g: gramos. 

 

3.5 Discusión y conclusiones generales del capítulo 

En muchas especies ovíparas, los factores que afectan la supervivencia de los embriones 

pueden representar una causa muy importante en la disminución de la población (Overall, 

1994). Entre otras perturbaciones, los contaminantes ambientales pueden afectar 

gravemente el desarrollo embrionario y, potencialmente, pueden contribuir a la mortalidad 

embrionaria. 

Muchos trabajos realizados bajo condiciones controladas han comprobado la absorción 

de plaguicidas a través de la cáscara del huevo, ya sea por topicación (Beldoménico y 

col., 2007; Poletta y col., 2009; Rey y col., 2009; Charruau y col., 2013; Burella y col., 

2016; Schaumburg y col., 2016) o  aplicación sobre el material de nido (Cañas y 

Anderson, 2002; Mayne y col., 2005; Poletta y col., 2011; de Solla y Martin, 2011; de Solla 

y col., 2014). Ambas técnicas representan dos vías eficientes de exposición a 

contaminantes de los embriones en desarrollo, ya que las sustancias pasan de una u otra 

forma a través de la cáscara del huevo e induce efectos perjudiciales en los embriones. 

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta etapa de exposición, tanto por topicación 

sobre la cáscara del huevo y por pulverización sobre el material de nido, no demostraron 

diferencias entre los grupos experimentales para todas las variables analizadas es los 

estudios en los que se  testearon los plaguicidas de manera independiente, en todas las 

etapas experimentales (EEE1, EEN2, EEN3 y Ensayo de Exposición por Pulverización). 
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Estos resultados coinciden con los de Spiteri y col., (1999), cuyo objetivo fue detectar las 

alteraciones endócrinas, como resultado de la exposición de embriones de alligators a 

herbicidas como la atrazina y el 2,4 D. Sus resultados siguieren que dicha exposición 

embrionaria, no causó alteraciones significativas en la estructura gonadal en la actividad 

hepática de los cocodrilos norteamericanos. Portelli y col., (1999), evaluaron la hipótesis 

✑✠ �✗✠ ✠✒ ✑✌☛✒✙☞✙✑✌✛✠✏✌✒✕☞✌☛✒✙☞✙✠✕✓✏✙ ✩✍☎ ✍✁ -DDE) causa feminización de la tortuga común 

(Chelydra s. serpentina), una especie con determinación del sexo dependiente de la 

temperatura. En la etapa 14 del desarro✒✒✙ ✠✥✖☞✌✙✏✓☞✌✙☎ ✍☎ ✍✁ -DDE se aplicó tópicamente 

✓ ☛✗✓✕☞✙ ☛✙✏☛✠✏✕☞✓☛✌✙✏✠✡ ✑✌✛✠☞✠✏✕✠✡✁ �✙✡ ☞✠✡✗✒✕✓✑✙✡ ✌✏✑✌☛✓✏ �✗✠ ✍☎ ✍✁ -DDE, en los niveles 

que existen en el medio ambiente en los Grandes Lagos (Ontario, Canadá), no causa la 

feminización de las tortugas durante el desarrollo embrionario. 

De manera similar, Milnes y col., (2004), expusieron por topicación, embriones de A. 

mississippiensis a concentraciones variables de toxafeno, un plaguicida de amplio 

espectro encontrado en altas concentraciones en yemas de huevos de estos animales 

que viven en el lago Apopka (en dicho lago, la población de aligators ha recibido particular  

atención por los investigadores que analizan las consecuencias reproductivas y de 

desarrollo de la exposición crónica a contaminantes ambientales). Sus resultados 

indicaron que el toxafeno tuvo poco o ningún efecto en los criterios morfológicos 

examinados (incluyendo masa corporal y tamaño), hígado, tiroides y el desarrollo de las 

gónadas. Además, el plaguicida tampoco tuvo efecto sobre la diferenciación sexual, la 

producción in vitro de tiroxina, testosterona y estradiol. 

 

A pesar de los antecedentes de efectos de los plaguicidas por topicación y pulverización 

sobre otros sistemas, no existen estudios realizados sobre los mecanismos de defensa. El 

hecho de que no se observaron efectos sobre las variables inmunológicas medidas, 

podría relacionarse a que las concentraciones de los plaguicidas utilizadas en esta etapa, 

pueden no haber sido lo suficientemente efectivas como para provocar alguna alteración 

detectable. Sumado a esto, la etapa temprana de desarrollo en la que los animales fueron 

expuestos además de una única exposición, podrían ser factores influyentes en la 

ausencia de efectos.  

 

La mortalidad de los embriones en todos los ensayos y grupos experimentales, fue menor 

al 20%, un valor considerado aceptable respecto a la mortandad reportada en los 
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programas de uso sustentable bajo la técnica de rancheo, con incubación artificial 

(Larriera e Imhof, 2006). Respecto al crecimiento, no observamos efectos sobre el tamaño 

y el crecimiento posterior, luego de la exposición embrionaria. Esto concuerda con 

trabajos recientes en la especie (Burella y col., 2016; Latorre y col., 2016), en la iguana 

overa (Schaumburg y col., 2016), y en el lagarto Podarcis bocagei expuestos 

ambientalmente a plaguicidas (Amaral y col., 2012a). 

En estudios previos realizados en C. latirostris; Poletta y col., (2011) observaron un menor 

tamaño al nacer y un retraso del crecimiento a los 3 meses de edad luego de la 

exposición in ovo por pulverización en condiciones seminaturales a RU, y a la mezcla de 

GLI+CIP+END. En otro estudio, Beldoménico y col., (2007), observaron una mayor 

pérdida de peso de los huevos y las crías, tratados con la dosis más alta de END (2 y 20 

ppm) y una reducción en el peso fraccionario de los nidos luego de la exposición in ovo. 

La falta de efectos en el crecimiento fue evaluada por Amaral y col. (2012a), y sugieren 

que los valores en las concentraciones de plaguicidas aplicadas no fueran suficientes 

como para generar un desequilibrio en los procesos bioenergéticos subyacentes tales 

como asimilación de energía y gasto metabólico. Además, la tasa de recuperación 

metabólica en reptiles es difícil de sostener frente a las continuas exposiciones 

ambientales. Las aplicaciones de los plaguicidas que ocurren generalmente durante la 

primavera y el otoño, coincide con el período en el cual los reptiles adquieren energía 

suficiente para la producción de huevos, la reproducción y para sobrevivir al invierno.  

 

Como mencionamos anteriormente (apartado 3.1), una de las principales causas de 

variabilidad ampliamente estudiada en parámetros analizados en especies de 

cocodrilianos, es el "efecto nido". Este término fue definido por Verdade (1997) como la 

influencia de la carga genética y fenotípica transmitida por los reproductores al embrión y 

al contenido del huevo, asociado a la influencia del entorno de incubación de los huevos. 

Así, las crías procedentes de distintos nidos de origen podrían mostrar posteriormente, 

diferencias en la respuesta frente a la exposición de condiciones ambientales variables.  

En este trabajo de tesis, el efecto nido se comprobó para algunas categorías del RDGB 

(EEE1, EEE2 y EEE3) y para los parámetros relacionados al crecimiento en todos los 

ensayos; lo cual coincide con estudios previos que han descripto la influencia del nido de 

origen como uno de los factores determinantes en el crecimiento de los animales durante 

los primeros meses de vida (Webb y col., 1992; Verdade, 1997).  
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Estos resultados, validan la utilización de diferentes nidos y su distribución equitativa en 

los diferentes grupos experimentales de los ensayos controlados de exposición y 

comprueban la necesidad de seguir teniendo en cuenta este factor en los diseños 

experimentales de este tipo. 
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CAPÍTULO 4 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 4. 

 

 

Evaluación del efecto inmunotóxico de diferentes formulaciones de 

plaguicidas (Endosulfán, Cipermetrina, Clorpirifós, y Glifosato) en 

neonatos de Caiman latirostris (Etapa 2). 
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4.1 INTRODUCCIÓN 

Como mencionamos anteriormente, la etapa reproductiva del yacaré overo coincide con el 

periodo del año de máxima aplicación de plaguicidas, es por esto que durante el 

nacimiento de las crías en Santa Fe, Argentina (febrero-marzo), pueda existir la 

posibilidad de que la exposición a plaguicidas en zonas agrícolas se produzca no sólo en 

estado embrionario, sino también en el período neonatal y de otras edades. En Argentina, 

la campaña de soja de primera se extiende desde el mes de septiembre hasta mayo, 

mientras la soja de segunda, inicia en noviembre-enero y culmina en julio. En cualquiera 

de los casos, implica un gran riesgo de exposición ambiental a plaguicidas para los 

individuos de C. latirostris. 

Durante los primeros meses de vida, los organismos suelen ser más vulnerables a 

cualquier variación ambiental y presentan una mayor sensibilidad a los contaminantes 

químicos que los adultos, debido a la inmadurez en los sistemas de detoxificación y 

reparación del daño (Russel y col., 1999; Novillo y col., 2005; Poletta y col., 2009). 

Algunos trabajos realizados en aves y mamíferos en vida libre demuestran las 

implicancias a nivel poblacional del efecto depresivo sobre el sistema inmunológico que 

causarían los tóxicos liberados, voluntaria o involuntariamente, al medioambiente 

(Grasman y col., 1996; Ross y col., 1996; Grasman y Fox, 2001). Otro estudio confirma 

las sospechas de que la exposición en el medioambiente a concentraciones importantes 

de contaminantes puede suprimir la función inmune en la fauna silvestre y puede llevar a 

una disminución de la resistencia del hospedador, mayor vulnerabilidad a las 

enfermedades, aumento de la mortalidad y, por ende, una reducción en el tamaño de las 

poblaciones (Keller y col., 2005). 

En cuanto a C. latirostris, en los últimos años, se han reportado numerosos efectos 

producidos por formulaciones de plaguicidas sobre las primeras etapas de su vida, en 

condiciones controladas o seminaturales, incluyendo alteraciones sobre el desarrollo, 

modificaciones a nivel genético, enzimático y metabólico, así como en la respuesta 

inmune (Poletta y col., 2009; 2011; 2016; Latorre y col., 2013; 2016; López González y 

col., 2013; 2017; Siroski y col., 2016; Burella y col., 2016). 

En este capítulo se describe la evaluación posnatal del efecto de formulaciones de 

plaguicidas a base de END, CIP, CPF y GLI en neonatos de C. latirostris bajo condiciones 

controladas de exposición. 
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4.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1 NEONATOS DE C. latirostris 

Se utilizaron neonatos de C. latirostris de 20 días de edad, provenientes de diferentes 

nidos cosechados en el sitio descripto en 3.2.1. Fueron incubados artificialmente y 

mantenidos bajo condiciones controladas hasta el inicio del tratamiento, en las 

instalaciones del PY.  

Los animales se individualizaron mediante cortes en los verticilos caudales (que 

corresponden al número del nido y a la marca individual de cada animal (Larriera y col., 

1994) como fue explicado en Capítulo 1 (1.4), y para controlar el efecto nido (Verdade, 

1997), se seleccionaron animales nacidos de diferentes nidos de la misma manera que en 

los demás experimentales. 

 

4.2.2 DISEÑO EXPERIMENTAL Y EXPOSICIÓN 

Se realizaron 3 ensayos de exposición de neonatos (EEN1, EEN2 y EEN3). La exposición 

a los diferentes plaguicidas se llevó a cabo en agua por inmersión. Los animales de cada 

grupo experimental fueron mantenidos, en bateas plásticas de 55 cm de largo por 35 cm 

de ancho y 27 cm de altura (0,20 m2 de área de base). Las bateas se dispusieron de 

manera inclinada para proporcionar un 60% de agua y 40% de superficie seca, con un 

volumen fijo de 4 L (agua potable declorada) y una profundidad máxima de 

aproximadamente 15 cm (Fig. 4.1), ubicadas dentro de un ambiente calefaccionado (30 ± 

1 °C). La temperatura de cada batea se registró mediante un almacenador de datos 

Hobbo Temp (Onset Computer Corporation, Pocasset, MA, USA), a fin de evitar cualquier 

fluctuación y que se desprenda del rango previamente estipulado. La incorporación de los 

compuestos al agua de las bateas se realizó en un volumen fijo de agua de 4 L. 
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Fig. 4.1: Exposición de neonatos por inmersión 

Cada ensayo tuvo una duración de 60 días, definidos como sub-crónicos ya que no 

superaron los 90 días de exposición (Eaton y Klassen, 2005), con renovación de agua y 

soluciones cada 48 h, coincidiendo con el régimen de limpieza. Dicha duración se basó en 

el período de tiempo en el cual los neonatos podrían estar expuestos a los plaguicidas en 

la naturaleza, que va desde su nacimiento en febrero-marzo hasta fines de abril-mayo, 

momento hasta el que se extienden la mayor cantidad de fumigaciones. 

Las formulaciones plaguicidas utilizadas en esta instancia fueron las mismas indicadas en 

el capítulo anterior para los ensayos de exposiciones embrionarias (EEE; Capítulo 2): (1) 

Roundup® Full II (RU; 66.2% p.a.), CAS No. 70901-12-1; (2) PanzerGold® (PANZ; 60.2% 

p.a.), CAS No. 1071-83-6; (3) Cipermetrina Atanor® (CIP; 25% p.a.), CAS No. 52315-07-

8; (4) Endosulfán Galgofan® (END; 35% p.a.), CAS No. 115-29-7; y (5) Clorpirifos 

Lorsban 48E® (CPF; 48% p.a.), CAS No. 2921-88-2 (EXTOXNET, 1996). 

Al igual que en los EEE (Capítulo 2), se utilizó etanol (C2H6O) como vehículo para las 

formulaciones de los insecticidas END, CIP y CPF, debido a la baja solubilidad de estos 

compuestos en agua, incluyéndose nuevamente para estas condiciones de  

experimentación, un control de vehículo (CV). 

Para las formulaciones basadas en GLI, se utilizaron las concentraciones recomendadas 

para la aplicación del producto a campo en cultivos de soja, es decir, al 2% / ha y el doble 

de la misma, para evaluar la relación concentración-efecto. En el caso de las 
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formulaciones de insecticidas (CIP, END y CPF), la cantidad recomendada para su 

aplicación en cultivos no pudo utilizarse porque, al ser trasladadas a las bateas de 

bioensayo según área de base de la misma como área de aplicación, dieron 

concentraciones superiores a la dosis de referencia tóxica, por lo que se decidió aplicar 

concentraciones inferiores y equivalentes en ✒✙✡ ✕☞✠✡ ☛✓✡✙✡ ✩☎☎✞ ✔ ✄ ✂✘✂�✪☎ ✕✠✏✌✠✏✑✙ ✠✏

cuenta la información disponible en otros estudios (CIP: Simoniello y col., 2009; END: 

Sharma y col., 2007; Shao y col., 2012; CPF: Widder y Bidwell, 2006; Vera Candioti y col., 

2013a). 

Todas las concentraciones fueron aplicadas en función de la superficie de base de la 

batea (0,20 m2) y diluidas luego en un volumen de agua constante (4 L), como se ha 

descripto en trabajos anteriores para exposición de neonatos de C. latirostris (Latorre y 

col., 2013; 2016; López González y col., 2013; Siroski y col., 2016; Poletta y col., en 

prensa); y también se redujeron progresivamente en el tiempo durante los ensayos, con el 

fin de simular la degradación de los compuestos en el agua, previamente determinada por 

HPLC (del inglés High Performance Liquid Chromatography) en el caso de GLI o por 

Cromatografía gaseosa en el caso de los insecticidas como fue descripto por Poletta y 

col., (2011) y Siroski y col., (2016). 

El alimento se suministró ad libitum tres veces a la semana, consistiendo en la misma 

mezcla húmeda descripta en 1.4. La limpieza de las bateas se intercaló con los días de 

alimentación. Al finalizar los experimentales se tomaron muestras de sangre periférica de 

cada neonato (volumen de 0,5 ml de sangre entera), por punción de la vena espinal 

(Myburgh y col., (2014)), como se detalló en el apartado 3.2.4. No se realizaron muestreos 

de sangre previos a la exposición para evitar cualquier daño a los neonatos, debido al 

riesgo que conlleva la técnica de extracción en animales de tan pequeño tamaño. Se 

registraron las siguientes variables: Recuento total y diferencial de glóbulos blancos, 

anticuerpos naturales y la actividad del sistema de complemento, siguiendo las 

metodologías descriptas anteriormente en el punto 2.4.  

Asimismo, se realizó en una submuestra para la determinación de proteínas totales (PT) y 

un perfil proteíco, orientado a determinar las distintas concentraciones proteicas 

presentes en el suero de cada animal y comparar los valores entre aquellos expuestos y 

los controles. También se registró para todos los ensayos: el crecimiento durante el 

ensayo en cada grupo experimental (LT, LHC y peso, valores finales ✁ valores iniciales). 
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Se realizaron 3 ensayos consecutivos de exposición de neonatos por inmersión en 

diferentes años, en iguales condiciones, difiriendo particularmente en los compuestos 

testeados. En los EEN1 y EEN2 se evaluaron las formulaciones de GLI, CIP y END, con 

diferencias menores entre ellos, con el objetivo de comprobar los resultados obtenidos; 

mientras que en el EEN3 se evaluó la formulación de CPF, los mismos se detallan a  

continuación. 

 

4.2.2.1 ENSAYO DE EXPOSICIÓN DE NEONATOS 1 (EEN1) 

Se evaluaron las dos formulaciones del herbicida GLI utilizadas para los EEE: RU y 

PANZ, además de las formulaciones de los insecticidas CIP y END. 

Los individuos de 6 nidos (N=120) fueron distribuidos al azar en 10 grupos experimentales 

de 12 neonatos cada uno: un grupo control negativo (CN, sin exposición al contaminante, 

tratado con agua potable declorada), un grupo control vehículo (CV, tratado con etanol, 

200 µl/L), 2 grupos tratados con END (END 1 y END2) y 2 con CIP (CIP1 y CIP2), 

utilizando en ambos casos etanol como vehículo; 2 grupos expuestos a la formulación de 

GLI RU (RU1 y RU2) y 2 grupos expuestos a la formulación GLI PANZ (PANZ1 y PANZ2) 

(Tabla 4.1). 

 

4.2.2.2 ENSAYO DE EXPOSICIÓN DE NEONATOS 2 (EEN2) 

Este ensayo consistió en la repetición del EEN1, bajo iguales condiciones que las 

descriptas para ese ensayo salvo que la evaluación la formulación comercial PANZ, no 

fue incluida en este caso. 

Los individuos provenientes de 6 nidos (N=96) fueron distribuidos al azar en 8 grupos 

experimentales de 12 neonatos cada uno: el CN, sin exposición al contaminante, tratado 

con agua potable declorada; CV, tratado con etanol 50 ul; 2 grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de END (END1 y END2);  2 expuestos a CIP (CIP1 y CIP2), utilizando en 

ambos casos etanol como vehículo; y 2 grupos expuestos a la formulación GLI RU (RU1 y 

RU2) (Tabla 4.1). 

 

4.2.2.3 ENSAYO DE EXPOSICIÓN DE NEONATOS 3 (EEN3)  

Se evaluó el efecto de Clorpirifós (CPF; Lorsban® 48E). Se utilizaron 3 nidos (N=36) que 

fueron distribuidos al azar en 3 grupos experimentales de 12 neonatos cada uno: un CV 



"Evaluación del efecto de plaguicidas sobre el sistema inmune en Caiman latirostris (yacaré overo)" 
 
 

 

 

85 

 

María Agustina Latorre 

tratado con etanol 50 ul, y 2 grupos expuestos a distintas concentraciones de CPF (CPF1 

y CPF2) (Tabla 4.1). 

A continuación, se resume en una tabla los datos de todos los ensayos. 

Tabla 4.1 Grupos experimentales y tratamientos aplicados en el Ensayo de Exposición de 

Neonatos (EEN1, EEN2, EEN3). 

 

Ensayo N Grupos 
experimentales 

[µg/L]  
CIP 

[µg/L]  
END 

[µg/L]  
RU 

[µg/L]  
PANZ 

[µg/L]  
CPF 

EEN1 120 10 CIP1:0,05-0,5 
CIP2:0,1-1 

END1:0,05-0,5 
END2:0,1-1 

RU1:2,5-0,25 
RU2:5-0,5 

PANZ1:2,5-0,25 
PANZ2:5-0,5 

--- 

EEN2 96 8 CIP1:0,05-0,5 
CIP2:0,1-1 

END1:0,05-0,5 
END2:0,1-1 

RU1:2,5-0,25 
RU2:5-0,5 

--- --- 

EEN3 36 3 --- --- --- --- CPF1:0,05-0,5 
CPF2:0,1-1 

 

EEN: Ensayo de Exposición de Neonatos; N: Número de individuos expuestos; CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a diferentes concentraciones 

de la formulación de Endosulfan Galgofan®;RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación 

de glifosato Roundup Full II®; PANZ1 Y PANZ2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 

glifosato PanzerGold®; CPF1 y CPF2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®. 

 

4.2.2.4 PROTEINOGRAMA 

Mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa, que permite la identificación de 

las bandas, cada una formada por la superposición de varias proteínas específicas con 

una movilidad electroforética semejante (Diaz Portillo y col., 1996). Las determinaciones 

para PT se realizaron con un refractómero ATAGO, y para el proteinograma se utilizó un 

automatizador Hydrasys SEBIA; ambas llevadas a cabo en Laboratorio Integral de 

Determinaciones Bioquímicas (Santa Fe). Por tal motivo, se tomaron al azar submuestras, 

tanto para EEN2 como para EEN3.  

 

4.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se realizó utilizando el software SPSS 17.0 para Windows. Las 

diferencias entre réplicas de cada grupo experimental se analizaron mediante Test t. 

Todas las variables se testearon en normalidad mediante el test de Kolmogorov- Smirnov 

y la homogeneidad de las varianzas entre los grupos se comprobó con el test de Levene. 
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Según se comprobaron o no los supuestos, se utilizaron test paramétricos (ANOVA y 

Dunnett o Tukey) o no paramétricos (Kruskal-Wallis y U-test Mann-Whitney) para 

comparar los diferentes grupos en función de las distintas variables analizadas. 

El crecimiento para cada caso, se analizó mediante un ANOVA utilizando las diferencias 

de peso y longitud antes y después del experimento (medidas finales-medidas iniciales) 

como variable de respuesta a la exposición. 

El valor de p ✄ ☎☎☎✞ ✛✗✠ ☛✙✏✡✌✑✠☞✓✑✙ estadísticamente significativo, excepto en los casos 

donde se aplicó la corrección de Bonferroni en la que el valor p depende del número de 

análisis de a pares realizado (informado en cada caso). 

 

 

4.4 RESULTADOS 

No se observaron diferencias entre las réplicas de los grupos experimentales para 

ninguna de las variables analizadas de cada uno de los ensayos (p > 0,05; Test t), de 

manera que todos los resultados se informan por grupo experimental (media ± E.E.). 

Para los ensayos en los que se utilizó CN y CV (EEN1 y EEN2), no se observaron 

diferencias significativas entre ellos para ninguna de las variables analizadas, lo que 

demuestra que el etanol tampoco causa algún efecto en las crías de yacaré overo, a las 

concentraciones utilizadas para estos ensayos (p > 0,05). Por esta razón, en el EEN3 sólo 

se utilizó el CV como control negativo del ensayo de evaluación de la formulación de CPF. 

Los resultados obtenidos en el EEN1 demostraron diferencias significativas en el RTGB 

en los individuos expuestos a RU1 y RU2 (p=0), respecto al CN; y en los individuos 

expuestos a END2 (p=0,004), respecto al CV (Kruskall-Wallis/Mann-Whitney) (Fig. 4.2). 

En cuanto al RDGB, observamos diferencias para Heterófilos: individuos expuestos a 

CIP1 (p=0) y END1 (p=0,001) respecto al CV (ANOVA/Tukey); Linfocitos: individuos 

expuestos a RU1 (p=0,029), respecto al CN e individuos expuestos a CIP1 (p=0), CIP2 

(p=0,002),  END1 (p=0) y END2 (p=0,007), respecto al CV (Kruskall-Wallis/Mann-

Whitney);  Monocitos: individuos expuestos a RU1 (p=0,025) y RU2 (p=0,011), respecto al 

CN; e individuos expuestos a CIP1 (p=0,002) y END1 (p=0), respecto al CV (Kruskall-

Wallis/Mann-Whitney); y Eosinófilos: individuos expuestos a PANZ2 (p= 0,038), respecto 

al CN e individuos expuestos a CIP2 (p=0) y END1 (p=0,036), respecto al CV 

(ANOVA/Tukey) (Fig. 4.3). 
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Para los AnC, encontramos diferencias entre los individuos expuestos a CIP2 (p=0,003) y 

END2 (p=0,003), respecto al CV (Kruskall-Wallis/Mann-Whitney; Fig. 4.4).  

En cuanto al SC, no encontramos diferencias para ninguno de los grupos analizados. 

 

Tabla 4.2 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos (EEN1). 

 
Grupos 

Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AnC % MH 

CN 22733,33 ± 811,91 31,53 ± 2,74 62,4 ± 3,11 0,53 ± 0,29 4,47 ± 0,69 614,4 ± 69,77 10,79 ± 2,10 

CV 24533,33 ± 638,95 26,4 ± 1,28 69,4 ± 1,48 0,33 ± 0,13 2,93 ± 0,34 1245,87 ± 501,45 20,88 ± 6,8 

CIP1 24642,86 ± 2954,99 43,57 ± 3,40# 50,29 ± 3,48# 1,79 ± 0,37# 3,43 ± 0,44 731,43 ± 84,25 22,87 ± 7,26 

CIP2 22466,67 ± 1173,58 31,4 ± 1,68 59,93 ± 2,22# 1,27 ± 0,34 6,33 ± 0,77# 429,71 ± 59,41# 11,75 ± 2,06 

END1 25285,71 ± 1887,43 40,14 ± 1,82# 51,36 ± 1,95# 2,43 ± 0,45# 5 ± 0,67# 886,86 ± 281,61 7,27 ± 3,57 

END2 20500 ± 1333,73# 33,92 ± 2,26 59,77 ± 2,71# 1,08 ± 0,31 4,23 ± 0,9 393,85 ± 87,51# 8,71 ± 3,54 

RU1 37366,67 ± 1659,36* 24,13 ± 1,28 70,13 ± 1,12* 1,20 ± 0,26* 3,6 ± 0,81 600 ± 127,31 22,51 ± 4,9 

RU2 31966,67 ± 1805,06* 28,2 ± 2,49 64,73 ± 2,64 1,33 ± 0,32* 5 ± 0,57 469,33 ± 52,5 19,14 ± 4,7 

PANZ1 25933,33 ± 1521,17 24,27 ± 2,3 71,6 ± 2,44 0,27 ± 0,12 2,93 ± 0,48 460,8 ± 70,44 26,92 ± 7,5 

PANZ2 20464,29 ± 1158,42 28,15 ± 2,85 67,92 ± 2,90 0,23 ± 0,12 2,69 ± 0,67* 539,43 ± 78,44 13,12 ± 3,22 

 

CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 

Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de glifosato Roundup 

Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de glifosato PanzerGold®.*p < 

0,05 estadísticamente significativo respecto al CN. #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CV.  

RTGB: Recuento Total de Glóbulos. AnC: Anticuerpos naturales. %MH: Máxima Hemólisis. 
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Fig. 4.3 A) Heterófilos (ANOVA/Tukey); B) Linfocitos (Kruskall-Wallis/Mann Whitney); C) Monocitos (Kruskall-Wallis/Mann 

Whitney); y D) Eosinófilos (ANOVA/Tukey), observados en neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos 

experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 1 (ENN1). CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 

y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos 

expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a 

diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a 

diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato PanzerGold®. *p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 

CN; #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CV. 
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Fig 4.4  Anticuerpos Naturales (AnC, Kruskall-Wallis/Mann Whitney), observados en neonatos de C. latirostris en los 

diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 1 (ENN1). CN: Control negativo; CV: Control 

vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Cipermetrina Atanor®; 

END1 y END2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: 

grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato Roundup Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos 

expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato PanzerGold®. #p < 0,05 estadísticamente 

significativo respecto al CV. 

 

En EEN2, también encontramos diferencias en el RTGB en los individuos expuestos a 

RU1 y RU2 (p=0), respecto al CN; e individuos expuestos a END2 (p=0,008) y CIP2 

(p=0,044), respecto al CV (ANOVA/Tukey) (Fig 4.5). 

Para el RDGB solo hallamos diferencias en los Monocitos, entre los individuos expuestos 

a RU2 en comparación con el CN (p=0,011)  (Kruskall-Wallis/Mann-Whitney) (Fig 4.5). 

En AnC y SC, no encontramos diferencias entre los grupos analizados por tratamiento (p 

> 0,05).  
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Tabla 4.3 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos (EEN2). 

 

CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 

Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de glifosato Roundup 

Full II®.*p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CN. #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CV. 

RTGB: Recuento Total de Glóbulos. AnC: Anticuerpos naturales. %MH: Máxima Hemólisis. 

 

 

 
Fig 4.5 A) Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Tukey); B) Monocitos (Kruskall-Wallis/Mann Whitney) 

observados en neonatos de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos 2 

(ENN2). CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones 

de la formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la formulación de 

Glifosato Roundup Full II®. *p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CN, #p < 0,05 estadísticamente significativo 

respecto al CV. 

 

En cuanto al análisis de las proteínas, sólo encontramos diferencias en las PT en los 

individuos expuestos a END1 (p=0,017), RU1 (p=0,019) y RU2 (p=0,010), con respecto al 

CN (ANOVA/Dunnet; Tabla 4.4; Fig 4.6). 

Grupos 
Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) 

Eosinófilos 
(%) AnC % MH 

CN 35875 ± 1687,89 28 ± 3,08 62,25 ± 2,87 0 9,25 ± 1,44  1024 ± 362,04 13,6 ± 5,43 

CV 32750 ± 1831,42 23,5 ± 3,4 67,5 ± 3,93 0,25 ± 0,25 7,75 ± 1,11 352 ± 96 14,72 ± 12,58  

CIP1 23125 ± 1196,78 17,5 ± 1,89 74,25 ± 2,66 0,5 ± 0,5 7 ± 1,29 2336 ± 1954,10  24,33 ± 13,3 

CIP2 22625 ± 3144,94# 26,25 ± 2,06 65 ± 2,48 0 8 ± 0,41 512 ± 181,02  8,9 ± 4,64 

END1 24250 ± 2005,20 18,25 ± 2,87 71,25 ± 1,89 0,5 ± 0,5 9,5 ± 1,94 320 ± 64 40,27 ± 20,38 

END2 20375 ± 2867,74# 20,75 ± 1,44 70 ± 2,41 0 8,25 ± 2,06 384 ± 73,9 33,95 ± 5,09 

RU1 16500 ± 1099,24* 24 ± 4,08 67,5 ± 4,05 0,75 ± 0,48 7 ± 1,58 960 ± 396,25 3,17 ± 1,38 

RU2 15750 ± 2250* 24,25 ± 1,11 69,75 ± 1,65 1,25 ± 0,25* 4 ± 0,91 1152 ± 517,31 14,85 ± 8,23 
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(p=0,063 en LT y p=0,05 en peso). Por el contrario, en los individuos expuestos a END1 

se observó un incremento significativo tanto del peso (p < 0,05) como de la LHC (p < 

0,01), en comparación con el CV (Test de Kruskal-Wallis / Mann- Whitney para todos los 

casos) (Tabla 4.7). 

 

Tabla 4.7 Parámetros de crecimiento (media ± E.E.) evaluados en C. latirostris en los 

distintos grupos de experimentación del Ensayo de exposición de Neonatos 1 (EEN1). 

 

Grupos 
Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CN 7,25 ± 0,66 3,62 ± 0,39 79,58 ± 13,64 
CV 7,05 ± 0,52 3,28 ± 0,23 71,50 ± 6,85 

CIP1 5,56 ± 0,86 2,99 ± 0,42 56,40 ± 7,05 
CIP2 6,21 ± 1,14 3,24 ± 0,55 70,85 ± 15,47 
END1 8,25 ± 0,50 4,33 ± 0,29## 93,17 ± 7,17# 
END2 7,99 ± 0,53 3,99 ± 0,31 84,72 ± 9,85 
RU1 6,76 ± 0,64 3,63 ± 0,23 82,55 ± 7,08 
RU2 5,42 ± 0,86 3,17 ± 0,35 65,39 ± 10,51 

PANZ1 4,58 ± 0,91* 2,86 ± 0,31 50,51 ± 8,20* 
PANZ2 5,44 ± 0,55 2,86 ± 0,28 53,75 ± 8,12 

 

CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de 

Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a las concentraciones de Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: 

grupos expuestos a las diferentes concentraciones de Roundup Full II®; PANZ1 y PANZ2: grupos expuestos a diferentes 

concentraciones de PanzerGold®. LT: longitud total LHC: longitud hocico cloaca cm: centímetros g: gramos *: p < 0,05 / **: 

p < 0,01: estadísticamente significativo respecto al CN. #: p < 0,05 / ##: p < 0,01: estadísticamente significativo respecto al 

CV (Test Kruskal-Wallis / Mann-Whitney). 

 

En el EEN2, no hubo diferencias en el crecimiento entre los diferentes grupos 

experimentales (p > 0,05; Tabla 4.8). Se encontraron diferencias entre nidos solamente en 

la LT (p < 0,01; ANOVA/Tukey), pero no en las demás variables de crecimiento. 

 

Tabla 4.8 Parámetros de crecimiento (media ± E.E.) evaluados en C. latirostris en los 

distintos grupos de experimentación del Ensayo de exposición de Neonatos 2 (EEN2). 

 

Grupos 

Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CN 5,3 ± 1,48 2,43 ± 0,87 44 ± 19,08 

CV 6,78 ± 1,66 3,32 ± 0,93 71,5 ± 24,92 

CIP1 1 ± 3,75 11,95 ± 8,25 49,5 ± 13,5 

CIP2 2,33 ± 2,52 2,5 ± 0,69 37 ± 19,26 
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END1 5,10 ± 2,51 3,88 ± 0,37 78,75 ± 7,34 

END2 7,85 ± 0,95 4,03 ± 0,44 88,5 ± 15,59 

RU1 6,56 ± 1,14 3,34 ± 0,62 76,8 ± 21,92 

RU2 3,96 ± 1,96 1,84 ± 0,61 29,8 ± 20,08 

 

CN: Control negativo; CV: Control vehículo (etanol); CIP1 y CIP2: grupos expuestos a diferentes concentraciones de la 

formulación de Cipermetrina Atanor®; END1 y END2: grupos expuestos a las concentraciones de la formulación de 

Endosulfán Galgofan®; RU1 y RU2: grupos expuestos a las diferentes concentraciones de la formulación de Glifosato 

Roundup Full II®. LT: longitud total LHC: longitud hocico cloaca cm: centímetros g: gramos. 

 

En EEN3 no se encontraron diferencias en el crecimiento entre los grupos de 

experimentación (Tabla 4.9); pero sí entre los nidos: LT y LHC (p < 0,05; ANOVA/Tukey) y 

peso (Test Kruskal-Wallis /-Whitney aplicando la corrección de Bonferroni, p ✄ ☎☎☎✄✭). 

 

Tabla 4.9 Parámetros de Crecimiento (media ± E.E.) evaluados en C. latirostris en los 

grupos de experimentación del Ensayo de exposición de Neonatos 3 (EEN3). 

 

Grupos 

Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CV 12,24 ± 1,04 6,23 ± 0,71 125,43 ± 16,77 

CPF1 11,69 ± 0,67 5,61 ± 0,36 114 ± 11,11 

CPF2 11,33 ± 0,67 5,49 ± 0,3 115,58 ± 10,36 

 

CV: Control vehículo (etanol); CPF1 y CPF2: grupos expuestos a las concentraciones de la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®. LT: longitud total.  LHC: longitud hocico cloaca.  cm: centímetros. g: gramos. 

 

4.5 DISCUSIÓN 

En el presente capítulo, se obvservó que las formulaciones comerciales de plaguicidas 

pueden provocar alteraciones en algunos parametros inmunológicos en neonatos de C. 

latirostris, en condiciones controladas de exposición. 

Como mencionamos anteriormente en los Capítulos 1 y 2, los parámetros hematológicos 

tradicionales pueden proveer información sobre el estrés general y el estado de salud de 

un individuo y la relación con diferentes enfermedades (Aguirre y col., 1995; Work y col., 

2001; Knotek y col., 2002).  

En cuanto al RTGB, en el primer ensayo (EEN1), pudimos ver efectos para ambas 

formulaciones testeadas de RU, en las cuales se produjo un aumento significativo en 
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comparación con el CN; sin embargo, en la repetición del ensayo (EEN2) observamos una 

disminución significativa en algunos grupos con respecto a los controles. En EEN3, se 

demostró que el CPF provocó disminuciones con respecto al CN. 

Nuestros resultados coinciden con numerosos trabajos en diferentes especies, donde se 

observa el efecto de los distintos plaguicidas sobre parámetros inmunológicos: RU 

(Glusckaz y col., 2006; Modesto y Martinez, 2010; Salbergo y col., 2010; Latorre y col, 

2013); CIP (Dorucu y Girgin, 2001; Atamanalp y col., 2002; Velisek y col., 2006; Parma y 

col., 2007; Latorre y col., 2016); END (Hii y col., 2007; Bachetta y col., 2011; Latorre y col., 

2016), y CPF (Ramesh y Saravanan, 2008; Yonar y col., 2012; Ural, 2013).  Sin embargo, 

en cuanto al RTGB entre EEN1 y EEN2, existe una diferencia importante ya que en EEN1 

los valores aumentan significativamente con respecto al CN y en EEN2, ocurre lo 

contrario. El aumento encontrado en el RTGB en EEN1, podría ser una respuesta del 

organismo como resultado de la activación del sistema inmune por la presencia de 

contaminantes, que da como resultado una defensa inmunitaria más efectiva (Barreto-

Medeiros y  col., 2005). Bachetta y col., (2011), observaron un aumento significativo en el 

RTGB a la concentración más alta de END en Prochilodus lineatus; estos autores 

postulan que la leucocitosis reportada, puede ser atribuida a una mayor movilización de 

leucocitos para proteger el cuerpo contra posibles infecciones en los tejidos dañados por 

el insecticida. Otros autores argumentan que un incremento en el RTGB expuestos a 

insecticidas refleja un estado general de toxicosis, que deriva en un deterioro de los 

mecanismos de defensa (Dutta y col., 1992; Ramesh y Saravanan, 2008). 

La disminución de los valores en EEN2, concuerdan además con otros trabajos en los que 

usan diferentes insecticidas a los empleados en esta tesis; por ejemplo, Mahananda y 

Mohanty, (2012); observaron una reducción en el RTGB en Bufo melanostictus, luego de 

una exposición de 24, 48 y 72 hs a Malatión. Estos autores atribuyen este cambio del 

RTGB al estrés. Soltanian y col., (2018), demostraron que la exposición a Diazinón indujo 

una disminución en el RTGB en Mauremys caspica caspica. Hii y col., (2007), sugieren 

que la disminución de los parámetros sanguíneos puede deberse al efecto disruptivo del 

END sobre las membranas y a la viabilidad celular; por lo cual, podríamos asumir un 

efecto coincidente en nuestros estudios para CIP, RU y CPF. 

En cuanto al RDGB, para EEN1 encontramos diferencias entre los controles y las 

diferentes clases de leucocitos:  
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-Heterófilos: se observa un aumento significativo con respecto al CV. Estos datos 

concuerdan con trabajos anteriores para la misma especie, luego de una exposición a RU 

y CIP (Latorre y col., 2013, 2016). Debido a que la función primaria de los heterófilos es la 

fagocitosis, los aumentos significativos en el recuento de heterófilos de los reptiles se 

asocian generalmente con una respuesta inflamatoria, especialmente infecciones 

microbianas y parasitarias, o lesión de tejido. Las condiciones no inflamatorias que 

pueden resultar en heterofilia, incluyen estrés (exceso de glucocorticoides), neoplasia y 

leucemia heterofílica (Campbell, 2006). 

-Linfocitos: se observa una disminución significativa con respecto al CV. Estos datos 

concuerdan con otros trabajos donde se observa el mismo efecto (Velisek y col., 2006; 

Bachetta y col., 2011; Latorre y col., 2016). La disminución de linfocitos se produce de 

forma secundaria a la presencia de enfermedades asociadas con la inmunosupresión, el 

estrés y la malnutrición crónica (Strik y col., 2007). 

-Monocitos: se observa un aumento significativo en relación al CV. Lo mismo ocurrió en 

EEN2, pero con respecto al CN. Estos datos concuerdan con otros trabajos publicados 

(Velisek y col., 2006; Bachetta y col., 2011; Latorre y col., 2016). El porcentaje de 

monocitos en reptiles, aumenta durante la estimulación antigénica crónica, la inflamación 

crónica y las enfermedades bacterianas o parasitarias (Gregory y col., 2004). 

Un hecho muy importante, es el de los recuentos de heterofilos en EEN1, los efectos 

observados ocurrieron a las concentraciones más bajas tanto en CIP y END.  Creemos 

que una posible justificación a la falta de efectos significativos en las concentraciones más 

altas utilizadas, podría ser la aparición de una tolerancia diferencial o la existencia de un 

umbral para inducir una respuesta. La tolerancia a los insecticidas se describe casi 

exclusivamente como un rasgo constitutivo que surge de una microevolución de 

susceptibilidad disminuida en el tiempo (Feyereisen, 1995; Lopes y col., 2008).  

Sin embargo, la teoría de la plasticidad predice que las poblaciones que experimentan 

condiciones ambientales variables deben mantener la capacidad de inducir fenotipos 

adaptativos en respuesta a ambientes cambiantes (Schlichting y Pigliucci, 1998). En este 

escenario, la exposición a niveles de insecticidas subletales puede inducir una mayor 

tolerancia a una concentración letal del mismo plaguicida en el futuro, de modo que 

concentraciones más altas podrían inducir un comienzo de tolerancia más rápido que las 

concentraciones más bajas (Hua y col., 2013). Con respecto a la explicación de umbral, 

en relación a la escazes de efectos observados, es evidente que no se había alcanzado 
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un umbral tóxico para el desarrollo de ninguna respuesta. Claramente, por encima de este 

nivel, la magnitud de esas respuestas estaría probablemente relacionada con una mayor 

concentración de plaguicidas. Incluso, es igualmente probable que el uso de tales dosis 

("más altas") genere una mayor mortalidad del hospedero. Por lo tanto, existe la 

posibilidad de que sea justo que estos agentes no tengan realmente un efecto "tóxico" en 

los puntos estudiados. Además, deben tenerse en cuenta otros factores como la 

variabilidad de los datos experimentales y la variación interindividual en la respuesta entre 

los individuos expuestos a una misma formulación de plaguicidas. 

 

En cuanto a AnC y SC, son escasos los trabajos realizados en relación a la función de 

dichos parámetros frente a la exposición de compuestos químicos considerados 

contaminantes. Con respecto a los AnC, solo obtuvimos diferencias en el EEN1, lo que 

implicó una disminución significativa en algunos animales expuestos en relación al CV. 

Nuestros resultados coinciden con los de Plumb y Areechon, (1990); que expusieron 

peces (Edwarsiella ictaluri) a 0,5 y 1,75 mg/L de malatión, observando que los títulos de 

aglutinación en los peces expuestos a la mayor concentración fueron significativamente 

menor que el control y que los expuestos a 0,5 mg/L. Blakley, (1997); observó que luego 

de exponer ratones a Tordon 202C (ácido 2,4-diclorofenoxiacético [2,4-D] y picloram) y a 

Roundup (glifosato) en agua potable, la producción de anticuerpos no fue afectada por la 

dosificación de Roundup, lo que sugiere que Roundup es poco probable que cause 

disfunción inmune en condiciones normales de aplicación. Por el contrario, todos los 

niveles de exposición a Tordon 202C redujeron la producción de anticuerpos en un 45%. 

Studnicka y col., (2000); encontraron que la inyección intraperitoneal de lindano en carpa 

común (Cyprinus carpio), después de la inmunización con bacteria de Yersinia ruckeri y 

estimuladas con lisozima dimerizada, disminuyó los niveles de anticuerpos en plasma y 

de células productoras de anticuerpos. Aly y El Gendi, (2000); determinaron el efecto de 

una sola dosis oral de dimetoato en ratones hembra después de diferentes intervalos de 

tiempo, observando que el total de anticuerpos y de IgM disminuyeron significativamente 

en ratones tratados en comparación con el control. Ellos argumentan que es posible que 

la inhibición de la producción de anticuerpos (inmunidad humoral) en las células de bazo 

tratadas resulte de la generación de células T supresoras inespecíficas (Dorf y 

Benacerraf, 1984). 
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Esta disminución significativa de los anticuerpos en los animales expuestos, podría 

deberse al estrés causado por la exposición a los plaguicidas. En roedores, como la rata y 

el ratón, se ha descrito que el estrés crónico ejerce efectos adversos sobre la producción 

de anticuerpos contra virus inoculados previamente o durante la exposición del organismo 

al estrés (Ader y Cohen, 1993).  La respuesta humoral del sistema inmune ante agentes 

extraños al organismo también está sujeta a las influencias moduladoras del estrés. Las 

alteraciones inmunológicas subsecuentes a la exposición del organismo al estrés tienen 

importantes repercusiones sobre el estado de salud en los animales experimentales 

(Gómez González y Escobar, 2006). 

Se sabe que los reptiles tienen respuestas humorales primarias muy lentas, que se 

desarrollan en cuatro a seis semanas en lugar de los cuatro a seis días típicos de las 

respuestas de los mamíferos (Zimmerman y col., 2010).  

Las proteínas plasmáticas ayudan a mantener el volumen del fluido en circulación y 

ayudan en la inactivación de compuestos tóxicos y defensa de nuevos patógenos. La 

alteración en los niveles de proteína total se producen durante condiciones patológicas, 

incluyendo la exposición a agentes xenobióticos. Como tal, la determinación de las 

proteínas totales (niveles y perfiles) se utilizan como un punto final de la salud general de 

un organismo  (Poletta y col., 2013). 

Los resultados del proteinograma revelaron para EEN2, que la concentración de proteínas 

totales fue significativamente mayor en END1, RU1 y RU2 comparado con el CN. Estos 

resultados coinciden con un trabajo previo para la misma especie y en las mismas 

condiciones, en el cual se observa un aumento significativo de PT en los animales 

expuestos a la más baja concentración de RU comparado con el CN (Latorre y col., 2013). 

Además este aumento de las PT concuerdan con otros trabajos, aunque en ellos no fue 

significativo (Atamanalp y col., 2002; Velisek y col., 2006 y Bachetta, 2013). Cuando el 

valor de las proteínas totales esta aumentado (hiperproteinemia) se asocia a 

deshidratación o a una elevación de la fracción globulínica, debida a enfermedad 

inflamatoria crónica. Bajo condiciones de anestesia, y debido a la deshidratación y 

redistribución de fluidos pueden observarse variaciones en las proteínas plasmáticas 

(Knotkova y col., 2006). El análisis de las fracciones proteícas reveló para EEN3, que la 

concentración de la fracción gamma, fue significativamente menor en CPF1 y CPF2 con 

respecto al CN. Esta fracción contiene a las inmunoglobulinas, por lo que una 
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concentración baja de todas las inmunoglobulinas podría provocar una deficiencia en la 

respuesta adquirida y unaumento el riesgo de infección. 

La correcta interpretación de los fenómenos fisiológicos de los reptiles, así como el 

diagnóstico apropiado de la enfermedad y el control nutricional, requieren un conocimiento 

profundo de las proteínas séricas, ya que son responsables de importantes funciones 

como transporte, nutrición, coagulación, inmunidad, control enzimático, viscosidad interna 

del medio ambiente y mantenimiento de la presión coloidosmótica (Hoar, 1983; Kalinov, 

1984; Coppo, 2001). 

Los parámetros del crecimiento de los neonatos expuestos sólo se vieron afectados en el 

EEN1 a las menores concentraciones de las formulaciones de PANZ y END, pero no en 

los demás grupos ni ensayos. En el caso del END observamos que los animales de ese 

grupo sufrieron un aumento significativo de peso y LHC en comparación con el CV. Esto 

podría deberse a que el END es un potente disruptor endócrino que puede tener un efecto 

obesogénico. Se considera que estos compuestos están muy relacionados con el 

metabolismo e interfieren en la función hormonal en las etapas tempranas del desarrollo, 

asociadas en gran parte a la homeostasis del peso. La alteración endocrina en las 

primeras etapas de la vida parece ser un mecanismo plausible a una predisposición de 

sobrepeso posterior en función del efecto causado por los compuestos obesógenos 

durante el período prenatal o postnatal temprano (de Cook y van de Bor, 2014). Algunos 

autores sugieren que la exposición temprana a estos tóxicos puede tener efectos 

diferentes en comparación con la edad adulta, ya que las perturbaciones durante las 

etapas de plasticidad del desarrollo pueden dar lugar a efectos más profundos (Newbold, 

2010). Esto podría explicar el por qué los animales de EEN1 luego de la exposición a 

END, aumentaron de talla. Existe un estudio previo en la especie y para yacaré negro, en 

el cual reportan un aumento de masa en el cuerpo graso luego de exposición natural a 

compuestos ✙☞✘✚✏✌☛✙✡ ✍✠☞✡✌✡✕✠✏✕✠✡ ✩✤��✁✡✪ ✔ ✖✓�✙ ☛✙✏✑✌☛✌✙✏✠✡ ☛✙✏✕☞✙✒✓✑✓✡ ✑✠ ✒✓✖✙☞✓✕✙☞✌✙

(Canesini y col., 2013). 

En los individuos expuestos a PANZ, el efecto fue inverso, hubo menor crecimiento en LT 

y peso en relación al CN. Esta disminución podría estar relacionada a las alteraciones 

producidas por el herbicida sobre los procesos metabólicos de detoxificación que 

implicaría además un mayor gasto energético. Poletta y col. (2011) observaron que con la 

formulación de RU de manera independiente, y en mezcla con CIP y END, alteraciones de 

la actividad enzimático-metabólica y efectos en el crecimiento a los caimanes a los 3 
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meses de edad luego de la exposición in ovo de manera semi-natural a estos 

compuestos. Ese consumo energético adicional, les implicaría a los organismos utilizar 

sus reservas nutricionales produciendo un descenso en el crecimiento. 

Debemos tener en cuenta que el período en el cual fueron expuestos los animales fue 

solo de 2 meses, lo cual podría ser un tiempo relativamente corto, para que se visualicen 

alteraciones en el crecimiento. Sin embargo, en la naturaleza, estos animales reciben 

exposiciones repetidas durante el primer año de vida, ya que las mismas se realizan 

varias veces durante el año y con diversos compuestos dependiendo de la existencia de 

rotaciones de cultivo y la siembra de la soja de primera o segunda, sumado a la falta de 

disponibilidad de alimento en esos ambientes ampliamente fragmentados.  

Como mencionamos anteriormente, los primeros meses de vida son cruciales para el 

desarrollo en los reptiles, ya que presentan la mayor tasa de crecimiento y cualquier 

alteración sobre los procesos bioenergéticos subyacentes provocarían una reducción en 

la tasa de crecimiento normal. Estos procesos pueden modificarse por contaminantes, 

dependiendo de las concentraciones y el tiempo de exposición, siendo en muchos casos 

no evidentes en forma inmediata (Mitchelmore y col., 2005; Amaral y col., 2012b). 

 

En cuanto al �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝, resultó ser evidente para los parámetros de crecimiento. Como 

mencionamos en el capítulo anterior, se sabe que los animales que provienen de nidos 

distintos crecen a tasas diferentes durante el primer año de vida, generando variabilidad 

de respuestas (Verdade, 1997). 

 

La aplicación y resultados de estos ensayos, nos permitieron obtener más información y 

conocimiento sobre la evaluación de los plaguicidas y sus mecanismos a nivel 

inmunológico en la especie; complementando y ampliando el conocimiento existente 

sobre los efectos de los plaguicidas en diferentes parámetros, tanto en crías como en 

embriones. 

 

 

 

 

 

 



"Evaluación del efecto de plaguicidas sobre el sistema inmune en Caiman latirostris (yacaré overo)" 
 
 

 

 

103 

 

María Agustina Latorre 

 

 

 

CAPÍTULO 5 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 5. 
 

 

 

 

Ensayos de exposición a mezclas complejas de formulaciones 

comerciales de plaguicidas en Caiman latirostris (In ovo e In vivo). 
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5.1 INTRODUCCIÓN 

Los plaguicidas se comercializan como formulaciones que contienen aditivos, tales como 

vehículos, emulsionantes, tensioactivos o adyuvantes que se agregan al ingrediente 

activo para mejorar las propiedades físicas y químicas y facilitar la penetración al 

organismo blanco (Krogh y col., 2003). Para ahorrar tiempo y recursos, y debido a que las 

plagas pueden aparecer en los cultivos en forma simultánea; en un mismo tanque de 

aplicación se mezclan varios pesticidas con distintos principios activos, aditivos y para 

distintos organismos blanco, cuando las formulaciones están diseñadas para ser usadas 

individualmente disueltas en agua. En estas mezclas se desestiman las posibles 

interacciones no sólo entre los principios activos, sino también entre los aditivos de las 

distintas formulaciones (Coalova y col., 2013). De esta manera, es posible que las 

mezclas de pesticidas puedan producir efectos aditivos o sinérgicos, o incluso producir 

antagonismo (Lydy y col., 2004). Del mismo modo, los efectos que muchas veces pueden 

ser despreciables cuando se consideran los compuestos por separado, se convierten en 

significativos cuando los mismos se integran en mezclas complejas (Pimentel y col., 

1998). 

En los últimos años se ha incrementado el estudio sobre las evaluaciones de mezclas 

complejas, de herbicidas y/o insecticidas, reportando diferentes efectos en distintos 

organismos (Liu y col., 2006; Relyea, 2009; Uggini y col., 2010; Poletta y col., 2011; 

Ciliberti y col., 2013; Brodeur y col., 2014; Bonifacio y col., 2016; Soloneski y col., 2016; 

Svartz y col., 2016). 

En lo que respecta a C. latirostris, se ha demostrado que una mezcla compleja compuesta 

por END, CIP, y GLI, con las mismas formulaciones utilizadas en este trabajo, provocó 

efectos genotóxicos, así como alteraciones metabólicas y enzimáticas en neonatos, luego 

de la exposición de los nidos por fumigación, en condiciones seminaturales (in ovo) 

(Poletta y col., 2011). Debido a que esta es la única referencia de evaluación de mezclas 

de plaguicidas en esta especie, se propuso realizar ensayos de exposición a mezclas 

complejas de formulaciones (M) en las mismas condiciones que las evaluaciones de los 

compuestos por separado, previamente realizadas en los EEE y EEN, descriptas en los 

capítulos 3 y 4 respectivamente, de este trabajo. Por lo tanto, el objetivo de este capítulo, 

fue analizar el efecto de la interacción entre las distintas formulaciones, por lo que se 

llevaron a cabo diferentes ensayos utilizando mezclas de dos y tres compuestos, en 

embriones (in ovo) y neonatos (in vivo). 
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5.2 MATERIALES Y MÉTODOS 

Se utilizaron ejemplares de yacaré overo (huevos y neonatos) colectados de la Reserva 

✆✓✕✗☞✓✒ ✄✓✏✠�✓✑✓ �✢✒ �✌✡☛✙✁✁ �✓ ☞✠☛✙✒✠☛☛✌✎✏☎ ✕raslado, selección de los nidos y huevos, la 

crianza de pichones (previa al experimento de exposición de neonatos), y la obtención de 

muestras de sangre al finalizar los experimentales se realizaron en iguales condiciones 

que las descriptas para los EEE (in ovo: topicación/pulverización, Capítulo 3) y los EEN (in 

vivo, por inmersión, Capítulo 4). 

Para las evaluaciones llevadas a cabo en este ensayo, se utilizaron las mismas 

formulaciones que se describieron en 3.2.2 y 4.2.2. 

 

5.2.1 ENSAYOS DE EXPOSICIÓN A MEZCLAS DE PLAGUICIDAS FORMULADOS 

Para estos ensayos, se utilizaron mezclas de los mismos formulados plaguicidas 

aplicados en los EEE y EEN, previamente descriptos en 3.3.2 y 4.2.2. Se evaluaron 

mezclas complejas de estas formulaciones tanto para los ensayo de exposición 

embrionaria (por topicación y por pulverización), como para los ensayos de exposición de 

neonatos. Las mezclas evaluadas fueron las siguientes: mezclas de tres formulaciones: 

GLI+CIP+CPF en embriones y neonatos; GLI+CIP+END en neonatos; y mezclas de dos 

formulaciones: GLI+CPF, GLI+CIP y CPF+CIP, sólo en neonatos. 

 

5.2.1.1 ENSAYOS DE EXPOSICIÓN EMBRIONARIA (IN OVO: POR TOPICACIÓN Y 

POR PULVERIZACIÓN) 

Se evaluó la mezcla de tres formulaciones: GLI, CIP y CPF. En ambos ensayos fueron 

consideradas las condiciones de cada tipo de exposición (topicación y pulverización) 

como fue detallada en: 3.2.2 y 3.2.3. 

 

5.2.1.2 POR TOPICACIÓN SOBRE LA CÁSCARA DE HUEVOS: 

EEEMt: Se utilizaron huevos provenientes de 3 nidos (8 huevos cada uno) cosechados de 

✒✓ �✠✡✠☞✫✓ ✆✓✕✗☞✓✒ ✄✓✏✠�✓✑✓ �✢✒ �✌✡☛✙✁ ✩3.2.1), que fueron distribuidos en forma equitativa 

en 3 grupos experimentales de 12 huevos cada uno (6 en cada réplica; N total= 36 

huevos): 1) Grupo de control: -CV (con etanol) y 2) la -M de: GLI (RU) + CIP + CPF. La 

topicación del grupo M consistió en la aplicación de los compuestos directamente sobre la 

cáscara de los huevos y en una única aplicación. En la Tabla 5.1 se detallan los grupos 

experimentales de este ensayo. 
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Tabla 5.1 Grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria de Mezclas por 

topicación (EEEMt) a las formulaciones de GLI, CIP y CPF. 

 

Grupos 
Experimentales 

Compuestos Concentraciones Nº 
huevos/nido 

N 

CN Agua potable --- 8 12 
CV Etanol �✁ ✂✄☎✆✝✞✟✠ 8 12 
M GLI+CIP+CPF 500 + 10 + 10 

✡✂☛☎✆✝✞✟✠☞ 
8 12 

 
CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato ✌Roundup Full II®, 

66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a; N: números de individuos totales por 

grupo de experimentación. 

 

 

5.2.1.3 POR PULVERIZACIÓN SOBRE EL MATERIAL DE NIDO: 

EEEMp: En el caso de la exposición embrionaria indirecta por pulverización sobre el 

material de nido, y también como ocurrió para el testeo de las formulaciones por 

separado, se aplicaron concentraciones equivalentes a la aplicación a campo (c.c.) 

recomendadas para cultivos de soja RR de los formulados comerciales: CPF (Lorsban®, 

48% p.a.), CIP (Atanor®, 25% p.a.), y la formulación comercial del herbicida GLI 

(RoundupFull II® -RU, 66,2% p.a.): c.c. 0,8%, 0,12% y 2%, respectivamente y la mitad de 

las mismas (1/2 c.c.), considerando para este último caso, una simulación de la posible 

llegada de los compuestos por deriva o escorrentía (a través de agua, aire o suelo) y la 

metabolización del compuesto como ocurriría en la naturaleza. Al igual que en el ensayo 

de pulverización de plaguicidas individuales sobre el material de nido, se tomó como 

referencia la superficie de base de las bandejas de experimentación como área a 

pulverizar (0,0340m2). Siendo los 3 grupos de experimentación para este ensayo el CN: 

compuesto por agua potable declorada, y dos grupos para la M: M c.c. y M 1/2 c.c., tal 

como se detallan en la Tabla 5.2, los valores de las concentraciones de los componentes 

de la M se expresan en porcentaje (%). 

Cada grupo de experimentación presentó un total 12 huevos (N total = 36), 6 en cada 

réplica y provenientes de 3 nidos cosechados en la naturaleza (12 huevos de cada nido). 

Todos los huevos para este ensayo también siguieron los procedimientos explicados en el 

Capítulo 3 (3.2.1) y el estudio de pulverización sobre material de nido ya reportados en la 

especie (Poletta y col., 2011). 
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Tabla 5.2 Grupos experimentales del Ensayo de Exposición Embrionaria de Mezclas por 

pulverización sobre el material de nido (EEEMp) a las formulaciones de GLI, CIP y CPF. 

 

Grupos 
Experimentales 

Compuestos Concentraciones Nº huevos/nido N 

CN Agua potable declorada 3,5 ml 12 12 
M c.c GLI c.c + CIP c.c + CPF c.c 2+0,12+0,8 (%) 12 12 

M ½ c.c GLI ½ c.c + CIP ½ c.c + CPF 
½ c.c 

1+0,06+0,4 (%) 12 12 

 

CN: agua potable declorada; M c.c. (GLI c.c. + CIP c.c. + CPF c.c.) y M ½ c.c. (GLI (RU) ½ c.c. + CIP ½ c.c. + CPF ½ c.c.): 

grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato  RoundupFull II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. 

+ Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a.; c.c.: concentraciones aplicadas a campo; ½ c.c.: mitad de las concentraciones 

aplicadas a campo; N: números de individuos totales por grupo de experimentación. 

 

En todos los ensayos, una vez producido los nacimientos se registraron las mismas 

variables que las descriptas en el Capítulo 3: éxito de eclosión, registro de 

malformaciones externas, tamaño al nacer de cada individuo, además del análisis de los 

parámetros inmunológicos (RTGB, RDGB, AnC y SC). 

 

5.2.2 ENSAYOS DE EXPOSICIÓN DE NEONATOS (IN VIVO): 

El diseño experimental y tratamientos, número de individuos utilizados, su distribución, así 

como las condiciones experimentales de exposición y crianza, fueron exactamente las 

mismas que en EEN (Capítulo 4). Las concentraciones utilizadas en estos casos fueron 

siempre, las concentraciones más bajas aplicadas de los compuestos por separado 

(c.c.1/2). 

 

5.2.2.1 EVALUACIÓN DE MEZCLAS DE TRES FORMULACIONES: 

5.2.2.1.1 EENM1: GLI, CIP y END 

Se utilizaron para este ensayo un total de 36 individuos (neonatos de 20 días de edad) 

✍☞✙✫✠✏✌✠✏✕✠✡ ✑✠ ✝ ✏✌✑✙✡ ☛✙✡✠☛✁✓✑✙✡ ✑✠ ✒✓ ✏✓✕✗☞✓✒✠✁✓ ✑✠ ✒✓ �✠✡✠☞✫✓ ✆✓✕✗☞✓✒� �✢✒ �✌✡☛✙✁, 

seleccionando 8 huevos de cada nido para este experimental. La cosecha de los nidos, 

traslado y selección, así como la duración y las condiciones experimentales, fueron 

exactamente las mismas que se detallaron en 4.2.1 y 4.2.2. 

Los individuos se distribuyeron al azar en 3 grupos experimentales de 12 neonatos cada 

uno: un CN, sin exposición al contaminante, tratado con agua potable declorada; un CV 

con etanol y un grupo M con la mezcla de formulaciones a base de GLI, CIP y END, cuyas 
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concentraciones se redujeron progresivamente en el tiempo durante los dos meses del 

experimento, al igual que en los EEN descriptos en el Capítulo 4 (Tabla 5.3). 

 

Tabla 5.3 Grupos experimentales aplicados en el Ensayo de Exposición de Neonatos a 

Mezclas 1 (EENM1), a las formulaciones de GLI, CIP y END. 

 
Grupos 

Experimentales 
Compuestos Concentraciones 

iniciales 
Concentraciones 

finales 
Nº 

indiv./nido 
N 

CN Agua potable --- --- 8 12 
CV Etanol 200 µl/L 200 µl/L 8 12 
M GLI+CIP+END 2,5 mg/L+0,5 

µg/L+0,5 µg/L 
0,25 mg/L+0,05 
µg/L+0,05 µg/L 

8 12 

 

CN: Control Negativo; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + END): grupo experimental de mezcla de los formulados: 

Glifosato ✌Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Endosulfán Galgofan®, 35% p.a.; N° 

indiv./nido: número de individuos expuesto por nido; N: números de individuos totales por grupo de experimentación. 

 

5.2.2.1.2 EENM2: GLI, CIP y CPF 

Este ensayo, presentó las mismas condiciones experimentales que el EENM1 (cantidad 

de nidos, individuos, condiciones de exposición y crianza, mantenimiento y duración), con 

la única diferencia de que se reemplazó la formulación de END por la de CPF, con motivo 

de su prohibición en nuestro país (Res. 511/2011; SENASA, 2011), como fue desarrollado 

en Capítulo 1: apartado 1.1.1.2. Las concentraciones aplicadas de cada compuesto en la 

M2 se describen en la Tabla 5.4. 

 

Tabla 5.4 Grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 2 

(EENM2), a las formulaciones de GLI, CIP y CPF. 

 
Grupos 

Experimentales 
Compuestos Concentraciones 

iniciales 
Concentraciones 

finales 
Nº 

indiv./nido 
N 

CV Etanol 200 µl/L 200 µl/L 8 12 
M GLI+CIP+CPF 2,5 mg/L+0,5 

µg/L+0,5 µg/L 
0,25 mg/L+0,05 
µg/L+0,05 µg/L 

8 12 

 

CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato ✌Roundup Full II®, 

66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a.; N° indiv./nido: número de individuos 

expuesto por nido; N: números de individuos totales por grupo de experimentación. 

 

5.3 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software SPSS 17.0 para Windows. 
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Las diferencias entre réplicas de cada grupo experimental se analizaron mediante un Test 

t. 

Todas las variables se testearon en normalidad mediante el test de Kolmogorov- Smirnov 

y la homogeneidad de varianzas entre los grupos se comprobó con el test de Levene. 

Según se comprobaron o no los supuestos, y según el Nro de grupos experimentales (2 o 

más), se utilizaron test paramétricos (Test t o ANOVA/Dunnett o Tukey) o no paramétricos 

(Kruskal-Wallis y/o U-test Mann-Whitney), para comparar los diferentes grupos en función 

de las distintos parámetros inmunológicos o variables de crecimiento analizados. 

Para el crecimiento se utilizaron las diferencias de peso y longitud, antes y después del 

experimento (medidas finales-medidas iniciales), como variable de respuesta a la 

exposición. 

En todos los casos las variables de agrupamiento fueron los tratamientos y los nidos. El 

valor de p ✄ ☎☎☎✞ ✛✗✠ ☛✙✏✡✌✑✠☞✓✑✙ estadísticamente significativo, excepto para el caso 

donde se aplicó la corrección de Bonferroni, que se indica en cada caso. 

 

5.4 RESULTADOS 

En ninguno de los ensayos se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre réplicas, por lo que todos los resultados se informan como la media ± E.E. por grupo 

experimental. 

Del total de pichones nacidos de todos los ensayos in ovo no se reportaron 

malformaciones externas, ni tampoco hubo diferencias significativas respecto al éxito de 

eclosión (p> 0,05). 

 

Para ambos Ensayos de exposición embrionaria (EEEMt y EEEMp) no se observaron 

diferencias significativas entre los grupos analizados por tratamiento (p > 0,05) para 

ninguna de las variables (Tabla 5.5). 

 

Tabla 5.5 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales de los Ensayos de exposición embrionaria 

(EEEMt y EEEMp). 

 

Ensayos Grupos 
Experimentales 

RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AnC %MH 

 
EEEMt 

CN 20166,67±1759,89 24,56 ± 1,99 69,89 ± 2,09 --- 4,67 ± 0,99 16,89 ± 3,11 22,99 ± 4,65 
CV 17388,89±1141,93 33,67 ± 3,28 63,11 ± 2,91 --- 2,33 ± 0,64 15,11 ± 2,73 26,39 ± 6,62 
M 22285,71±2981,8 31,86 ± 5,52 65,86 ± 5,53 --- 1,71 ± 0,29 9,71 ± 3,79 31,14 ± 13,5 

 CN 10750±680,07 48,43 ± 4,81 49,29 ± 5,03 0,14 ± 0,14 2,14 ± 0,59 18,67 ± 4,46 36,76 ± 23,46 
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EEEMp M c.c 15166,67±1895,30 40 ± 5,52 57,88 ± 5,67 0,25 ± 0,25 1,88 ± 0,61 32,67 ± 9,67 39,73 ± 12,86 
M ½ c.c 14000±1500 47,14 ± 7,17 50,86 ± 7,18 0,29 ± 0,18 1,71 ± 0,36 29,33 ± 8,74 34,89 ± 12,26 

 

 

EEMt: Ensayo de Exposición Embrionaria por topicación; EEEMp: Ensayo de Exposición Embrionaria por pulverización; CN: 

Control Negtivo; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato 

Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a; M c.c. (GLI c.c. + CIP 

c.c. + CPF c.c.) y M ½ c.c. (GLI ½ c.c. + CIP ½ c.c. + CPF ½ c.c.): grupo experimental de mezcla de los formulados: 

Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a.; c.c.: 

concentraciones aplicadas a campo; ½ c.c.: mitad de las concentraciones aplicadas a campo; RTGB: Recuento Total de 

Glóbulos Blancos; AnC: Anticuerpos naturales; %MH: Máxima Hemólisis. 

 

En cuanto a las variables relacionadas al tamaño de los individuos en el momento de los 

nacimientos (LT, LHC y peso), no se evidenció efectos en ninguno de los ensayos. 

Por el contrario, si se observó �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝ en EEEMt en la categoría eosinófilos y SC; y 

en EEEMp en el RTGB (Kruskal-Wallis / Mann Whitney; aplicando la corrección de 

Bonferroni con un valor p<0,017). En la Tabla 5.6 se muestran los valores 

correspondientes a los parámetros de tamaño al nacer que se obtuvieron en cada ensayo 

(medias ± E.E.), correspondientes a esta etapa de evaluación (in ovo). 

 

Tabla 5.6 Parámetros de tamaño (medias ± E.E.) evaluados en individuos recién nacidos 

de C. latirostris en cada Ensayo de exposición embrionaria a Mezclas (EEEM). 

 

Ensayos Grupos 
Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

 
EEEMt 

CN 23,37 ± 0,28 11,3 ± 0,13 45,24 ± 1,23 
CV 23 ± 0,64 11,14 ± 0,07 44,28 ± 0,98 
M 23,03 ± 0,31 10,66 ± 0,26 44,07 ± 1,36 

EEEMp CN 23,86 ± 0,23 11,3 ± 0,11 45,79 ± 2,36 
M c.c 23,58 ± 0,21 11,15 ± 0,12 44,31 ± 1,66 

M ½ c.c 24,23 ± 0,20 11,72 ± 0,17 45,66 ± 1,92 
 
EEEMt: Ensayo de Exposición Embrionaria a Mezclas por topicación; EEEMp: Ensayo de Exposición Embrionaria a 

Mezclas por pulverización; CN: Control Negativo; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla 

de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 

48% p.a; c.c.: concentraciones aplicadas a campo; ½ c.c.: mitad de las concentraciones aplicadas a campo; LT: longitud 

total; LHC: longitud hocico-cloaca; cm: centímetros: g: gramos. 

 

Para el ensayo de exposición de crías a las M de tres componentes (EENM1 y EENM2), 

los resultados indicaron una disminución significativa del RTGB con respecto al CN 

(ANOVA/Dunnet, p=0; Fig 5.1) en EENM1. Lo mismo ocurrió en EENM2, en comparación 

con el CV (ANOVA/Dunnet, p=0,003; Fig 5.2).  
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En la tabla 5.7 se muestran todos los valores de los diferentes parámetros, para ambos 

ensayos; y en la tabla 5.8 los valores correspondientes a los parámetros de crecimiento 

(tamaño final ✁ inicial) que se obtuvieron en cada ensayo (medias ± E.E.). 

Para estos ensayos no se detectó �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝ en ninguna de las variables analizadas (p> 

0,05) ni tampoco relación entre los parámetros de crecimiento. 

 

Tabla 5.7 Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos a 

Mezclas 1 y 2 (EENM1 y EENM2). 

 
Ensayos Grupos 

Experimentales 
RTGB/mm3 Heterófilos 

(%) 
Linfocitos 

(%) 
Monocitos 

(%) 
Eosinófilos 

(%) 
AnC %MH 

 
EENM1 

CN 35875 ± 1687,89 28 ± 3,08 62,25 ± 2,87 --- 9,25 ± 1,44 1024 ± 362,04 13,6 ± 5,43 
CV 32567 ± 2046,34 23,5 ± 3,4 67,5 ± 3,93  0,25 ± 0,25 7,75 ± 1,11 352 ± 96 14,72 ± 12,58 
M 22214,29 ± 1105,32* 28,64 ± 1,78 63,71 ± 1,89 0,21 ± 0,11 6,57 ± 0,72 1901,71 ± 728,4 9,92 ± 4,8 

EENM2 CV 9187,5 ± 566,45 16,13 ± 3,31 80 ± 3,64 1,13 ± 0,35 1,88 ± 0,4 99876,57 ± 72927,86 27,58 ± 7 
M  6700 ± 528,1# 19,7 ± 2,12 76,2 ± 1,59 0,3 ± 0,15 2,8 ± 0,55 11084,8 ± 4734,89 25,82 ± 10,26 

 
EENM1: Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 1; CN: Control Negativo; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + 

END): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 

25% p.a. + Endosulfán Galgofan®, 35% p.a. EENM2: Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 2; CV: Control 

vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + 

Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a.; RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos; AnC: 

Anticuerpos naturales; %MH: Máxima Hemólisis 

 

 

 

Fig 5.1 Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en neonatos de C. latirostris en los 

diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 1 (EENM1). CN: Control Negativo; CV: 

Control vehículo (etanol); M (GLI + CIP + END): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full 

II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Endosulfán Galgofan®, 35% p.a. *p < 0,05 estadísticamente 

significativo respecto al CN. 
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Fig 5.2 Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en neonatos de C. latirostris en los 

diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 2 (EENM2). CV: Control vehículo 

(etanol); M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + 

Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a, #p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al 

CV. 

 

 

Tabla 5.8 Parámetros de crecimiento (final ✁ inicial; medias ± E.E.) evaluados en 

animales de C. latirostris de los Ensayos de Exposición de Neonatos a Mezclas 1 y 2 

(EENM1 y EENM2). 

 

Ensayos Grupos 
Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

 
EENM1 

CN 5,3 ± 1,48 2,43 ± 0,87 44 ± 19,08 
CV 6,78 ± 1,66 3,33 ± 0,93 71,5 ± 24,92 
M 5,10 ± 0,75 2,12 ± 0,31 31,36 ± 6,95 

EENM2 CV 12,24 ± 1,04 6,23 ± 0,71 125,43 ± 16,77 
M  11,32 ± 0,43 5,53 ± 0,22 108,17 ± 8,19 

 

EENM1: Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 1; CN: Control Negativo; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + 

END): grupo experimental de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 

25% p.a. + Endosulfán Galgofan®, 35% p.a. 

EENM2: Ensayo de Exposición de Neonatos a Mezclas 2; CV: Control vehículo; M (GLI + CIP + CPF): grupo experimental 

de mezcla de los formulados: Glifosato Roundup Full II®, 66,2% p.a. + Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 

48E®, 48% p.a. LT: longitud total; LHC: longitud hocico-cloaca; cm: centímetros: g: gramos. 
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5.5 DISCUSIÓN Y CONCLUSIÓN 
Como se mencionó anteriormente, el estudio más cercano sobre el efecto de las mezclas 

en la especie, fue realizado Poletta y col., (2011), donde se simularon exposiciones de 

nidos a campo, mediante pulverizaciones en condiciones seminaturales con la 

formulación de RU sola por un lado y la M de las tres formulaciones testeadas en este 

trabajo de tesis (GLI+CIP+END) por otro, a concentraciones similares (3%; 0,12%; 

0,85%), tal como puede ocurrir en los ambientes cercanos a campos cultivados con soja. 

En el mencionado trabajo, se encontraron efectos genotóxicos y metabólicos/enzimáticos 

mayores para la M que para la formulación del herbicida (RU) testeado individualmente. 

En cuanto a nuestros resultados, pudimos observar que para los ensayos de mezclas de 

formulaciones comerciales de plaguicidas, los efectos inmunológicos nuevamente fueron 

evidenciados solo en la instancia de evaluación in vivo, afectando el RTGB en ambos 

casos (EENM1 y EENM2). 

Son escasos los trabajos que evalúan el efecto de mezclas sobre el SI. Gendron y col., 

(2003); expusieron a Rana pipiens a una mezcla de pesticidas (atrazina, metribuzina, 

endosulfán, lindano, dieldrín y aldicard), observando que ciertos componentes de la 

respuesta inmune se suprimieron significativamente luego de la exposición. Para la misma 

especie, Christin y col. (2003, 2004) demostraron que la mezcla de pesticidas (atrazina, 

metribuzina, endosulfán, lindano, dieldrín y aldicard) podría alterar algunos parámetros de 

la respuesta inmune, contribuyendo al declive global de la especie y haciéndolas más 

susceptibles a ciertas infecciones. Liu y col., (2006); mostraron que la exposición a 

mezclas de dosis bajas de cipermetrina y metil paratión puede afectar los niveles 

hormonales (especialmente el estradiol) y la función inmune en ratas. Fatima y col., 

(2007) demostraron que una mezcla de herbicidas, probada en peces, genera un bloqueo 

del sistema de defensa antioxidante enzimático, causando daño celular y oxidativo, lo cual 

interfiere con la actividad fagocítica y la actividad lisosómica, generando inmunosupresión. 

 A pesar de que los contaminantes poseen diferentes modos de acción, la combinación de 

ellos puede influir sobre la toxicidad del otro, dando como resultado un número casi 

ilimitado de posibles combinaciones aditivas, sinérgicas o antagonistas. Para el caso de 

una acción combinada que envuelve a herbicidas e insecticidas, generalmente es casi 

siempre diferente. Un concepto importante en el examen de las mezclas de plaguicidas es 

descifrar el lenguaje de las interacciones químicas (Lydy y col., 2004). 

Para el caso de ambos Ensayos de exposición embrionaria (EEEMt y EEEMp) no 

obtuvimos ningún efecto. Esto concuerda con lo ocurrido en los Ensayos de Exposición 
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Embrionaria del Capítulo 3 (EEE1, EEE2, EEE3). Como se mencionó en dicho capítulo, 

aplicar dosis de una magnitud mucho mayor; que se extienda la duración del experimento, 

y además evaluar los animales a largo plazo, meses después de la exposición; podría ser 

necesario para poder alcanzar un efecto en los parámetros deseados. 

 

Por otro lado, en las exposiciones in vivo, en el primer ensayo de exposición de neonatos 

a la M de GLI+CIP+END (EENM1), se presentó una disminución significativa en el RTGB 

con respecto al CN, siendo esto coincidente con lo observado con los compuestos por 

separado (EEN1, Capítulo 4). Para el EENM2 con la M compuesta por GLI+CIP+CPF, 

también se mostró una disminución significativa en el RTGB con respecto al CV; 

sucediendo lo mismo con los compuestos por separado (EEN1 y EEN3, Capítulo 4). En 

base a esto, podríamos concluir que ambos ensayos (EENM1 y EENM2) demostrarían 

que no existe interacción entre los componentes de ambas mezclas, aditiva o antagónica, 

ya que el efecto individual y combinado de los compuestos condujeron a un efecto 

inmunotóxico similar. Esto difiere de lo observado por Relyea, (2009), que compararon en 

anuros toxicidad de mezclas de insecticidas y de insecticidas con herbicidas frente a la de 

los compuestos aislados, y comprobaron que las mezclas presentaron un mayor efecto 

(mortalidad y alteraciones en la metamorfosis de los organismos) que los compuestos 

testeados por separado. Poletta y col., (2011) también observaron que todos los 

parámetros analizados indicaron una toxicidad más alta para la mezcla de pesticidas que 

para la formulación de RU. 

El modo de acción exacto con el que actúan los compuestos en la mezcla es difícil de 

estimar y puede variar con diversas condiciones ambientales, pero este tipo de estudios 

también nos permite analizar su actividad sobre los sistemas biológicos. Las propiedades 

químicas de cada formulación, la interacción con otros compuestos y el mecanismo de 

acción de cada tóxico, pueden producir efectos muy variables. Además, los factores no 

químicos que también pueden actuar como factores de estrés añaden una mayor 

complejidad a las múltiples situaciones (Beyer y col., 2014), como son los factores 

ambientales, ecológicos, las respuestas fisiológicas a esa interacción y la susceptibilidad 

individual de cada organismo frente a la exposición (Amaral y col., 2012). 

Para esta instancia de evaluación, no se manifestaron malformaciones externas en los 

recién nacidos, ni tampoco se observaron efectos sobre el crecimiento al finalizar cada 

ensayo. Contrariamente, Uggini y col., (2010); demostraron la inducción de anormalidades 
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morfológicas y efectos sobre el crecimiento de los recién nacidos en embriones de pollo 

expuestos a la M de formulaciones de plaguicidas CPF+CIP, en un rango de 

☛✙✏☛✠✏✕☞✓☛✌✙✏✠✡ ✑✠ ☎☎☎☎✞ ✓ ✞ ✂✘✂✁✗✠✫✙ ✓✍✒✌☛✓✑✓✡ ✓✒ ✑✂✓ ☛✠☞✙ ✑✠ ✌✏☛✗✖✓☛✌✎✏☎ ☛✙✏✛✌☞✥✓✏✑✙

el efecto teratogénico y embriotóxico de estos compuestos en combinación. Poletta y col., 

(2011); demostraron que los ejemplares de C. latirostris expuestos a RU y a la mezcla de 

plaguicidas presentaron menor tamaño al nacer y durante los primeros meses de vida 

comparados con el CN. 

En nuestro caso, no se realizaron seguimientos posteriores en los animales, ya que en 

condiciones controladas de laboratorio se hace muy difícil el mantenimiento de los 

mismos. En este sentido, es importante mencionar la longevidad que presentan los 

reptiles, donde los efectos sobre el crecimiento pueden no ser inmediatamente 

evidenciados a corto plazo (Mitchelmore y col., 2005), como podría ser un período de dos 

meses, sino que se podrían comprobar sólo con un seguimiento a largo plazo. 

Las mezclas de plaguicidas son comúnmente aplicadas en los cultivos de soja entre dos y 

tres veces por ciclo de crecimiento, sumado a la escorrentía superficial causada 

principalmente por los eventos de lluvias durante esos períodos, hacen que los cuerpos 

de agua adyacentes a cultivos reciban varios pulsos de toxicidad por campaña agrícola 

(Demetrio y col., 2014; Ronco y col., 2016). Esta problemática es la que ocurre en muchos 

ambientes habitados por poblaciones naturales de C. latirostris, los cuales se encuentran 

expuestos, en gran parte, a estos compuestos. 

Podemos concluir que los resultados de nuestro estudio demostraron que las diferentes 

mezclas de formulaciones comerciales de plaguicidas ejercen algún efecto a nivel 

inmunológico sobre neonatos expuestos in vivo, similares a los observados para los 

compuestos por separado, mientras que no se observaron interacciones de ningún tipo 

entre los diferentes componentes en las M. 

Esta información nos permite empezar a tratar de interpretar lo que podría estar pasando 

en los escenarios reales de exposición, donde el yacaré overo está expuesto 

continuamente en su hábitat a los formulados comerciales de plaguicidas en forma de 

mezclas. 
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CAPÍTULO 6. 

 

 

Evaluación del efecto inmunotóxico de diferentes formulaciones de 

plaguicidas (Cipermetrina, Clorpirifós, y Glifosato) y mezcla en 

juveniles de Caiman latirostris en condiciones seminaturales. 
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6.1 INTRODUCCIÓN 

Como mencionamos anteriormente, el yacaré overo se encuentra ambientalmente 

expuesto a plaguicidas por haber quedado muchas de las regiones de distribución natural 

de la especie, como relictos de ambientes naturales rodeados por grandes extensiones de 

tierras cultivadas. En estas zonas, la aplicación de plaguicidas es el método elegido para 

el control de las diversas especies perjudiciales. Además, CIP, CPF y GLI se aplican 

extensa e intensivamente en el mismo período del año en que tiene lugar la época 

reproductiva de la especie (noviembre-marzo), lo que implica un riesgo particular para los 

embriones en desarrollo y los neonatos. En estos lugares, es común que las hembras de 

✔✓☛✓☞☎ ☛✙✏✡✕☞✗✔✓✏ ✒✙✡ ✏✌✑✙✡ ✠✏ ✒✓✡ ☛✠☞☛✓✏✂✓✡ ✑✠ ✒✙✡ ☛✗✒✕✌✫✙✡☎ ✠✏ �✍✓☞☛✁✠✡✁ ✑✠ ✫✠✘✠✕✓☛✌✎✏☎

o contiguos a los molinos, ya que utilizan los estanques como cuerpos de agua 

temporales (Figura 6.1). 

 

 

Fig 6.1: Parche de vegetación (izq), utilizado por una hembra para la construcción del nido. El mismo se encontraba 

rodeado de cultivos como se puede ver en el fondo de la fotografía. Se observa el canal de agua utilizado por la hembra 

para refugiarse. 

 

Debido a que las plagas pueden aparecer en los cultivos en forma simultánea, se 

preparan mezclas de plaguicidas para atacar diferentes malezas, insectos y 
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microorganismos al mismo tiempo. Sólo una parte menor de los plaguicidas aplicados 

impacta directamente sobre los organismos blanco, mientras que el resto se dispersa 

afectando las poblaciones de la flora y fauna silvestres en las áreas naturales 

circundantes (Donald, 2004). La exposición prolongada a pequeñas dosis de plaguicidas 

puede interferir con el desarrollo y crecimiento, a nivel de los parámetros hematológicos y 

fisiológicos y de la estabilidad genética de los organismos que allí habitan (Glusczac y 

col., 2006). 

Para predecir el efecto de los compuestos químicos en los organismos, normalmente se 

realizan a partir de datos obtenidos en ensayos de laboratorio considerando que los 

ecosistemas naturales son mucho más complejos y variables que los sistemas 

estandarizados de laboratorio. Por consiguiente, los ensayos de toxicidad controlados 

deben ser complementados con estudios realizados en niveles superiores de complejidad 

como son las condiciones seminaturales, por ejemplo. Una de las características más 

importantes de este tipo de estudios es que incorporan regímenes de exposición más 

próximos a los reales, permitiendo una mejor comprensión de los efectos biológicos de los 

compuestos en estudio en las condiciones naturales de su aplicación (Graney y col., 

2003). 

 

6.2 MATERIALES Y MÉTODOS 
 
6.2.1 JUVENILES DE C. latirostris 
Se utilizaron ejemplares de C. latirostris de 10 meses de edad aproximadamente, 

provenientes de diferentes nidos cosechados en el sitio descripto en 3.2.1 (Capítulo 3), 

incubados artificialmente y mantenidos bajo condiciones controladas hasta el inicio del 

tratamiento en las instalaciones del PY.  

Los animales se individualizaron mediante cortes en los verticilos caudales (que 

corresponden al número del nido y a la marca individual de cada animal (Larriera y col., 

1994) como fue explicado en Capítulo 1 (1.4), y para evaluar el efecto nido, se incluyeron 

animales nacidos de diferentes nidos (Verdade, 1997). 

 

6.2.2 DISEÑO EXPERIMENTAL Y EXPOSICIÓN 
Se construyeron artificialmente recintos de 4,5 m2 de superficie (Figura 6.2), en un sitio 

libre de cualquier actividad contaminante, manteniendo una distancia de 100 m 

aproximadamente entre ellos. Los recintos contenían un recipiente con agua potable, la 
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cual era renovada todos los días (de esta manera se les suministraba a los animales un 

sitio donde poder estar en contacto con el agua, ya que ellos pasan parte del tiempo en 

agua y parte en tierra; y además servía también de bebedero) y el alimento se suministró 

ad libitum tres veces a la semana, como fue descripta en el Capítulo 1 (1.4). 

 

 

Fig 6.2: Recintos artificiales de 4,5 m2 de superficie. 

 

Se utilizaron un total de 120 animales de 6 nidos diferentes (20 animales por grupo), los 

que fueron distribuidos aleatoriamente en 4 grupos experimentales: CN (agua potable 

declorada), CIP, CPF, GLI y M (CIP+CPF+GLI) (Tabla 6.1). Los animales fueron 

colocados en los recintos 7 días antes de la fumigación para su aclimatamiento. 

Inmediatamente antes de la fumigación, los animales fueron retirados de los recintos para 

evitar que los plaguicidas tomen contacto directo con ellos, incluso los del control 

negativo; de esta manera, asegurarnos que todos estuvieron bajo las mismas condiciones 

antes de entrar al recinto.  

Las formulaciones de plaguicidas utilizadas en esta instancia fueron: (1) Cipermetrina 

Atanor® (CIP; 25%), CAS No. 52315-07-8; (2) Clorpirifos Lorsban 48E® (CPF; 48%), CAS 

No. 2921-88-2; y (3) Roundup® Full II (RU; 66.2%), CAS No. 70901-12-1; (EXTOXNET, 

1996). Estas concentraciones corresponden a las recomendadas en agricultura para su 
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aplicación en cultivos de soja RR, y la cantidad fue adaptada a la superficie del recinto 

(4,5 m2). 

 

Tabla 6.1: Grupos experimentales y tratamientos aplicados en el Ensayo de Exposición In 

vivo en condiciones seminaturales. 

 

Grupos 
Experimentales 

Compuesto Concentraciones Nº 
animales/grupo 

N 

CN Agua potable 
declorada 

100 ml 20 120 

CIP Atanor®, 25% 
p.a. 

0,12 % 20 120 

CPF Lorsban 48E®, 
48% p.a. 

0,8 % 20 120 

GLI RoundupFull II®, 
66,2% p.a. 

2% 20 120 

M (CIP+CPF+GLI) (0,12%+0,8%+2%) 20 120 
 

CN: Control negativo; CIP: grupo expuesto a Cipermetrina (Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®; GLI: grupo expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los 

formulados: Cipermetrina Atanor®, 25% + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48%+ Glifosato -RoundupFull II®, 66,2%; N: número 

total de animales utilizados. 

 

Al igual que en los EEE (Capítulo 3), se utilizó etanol (C2H6O) como vehículo para las 

formulaciones de los insecticidas CIP y CPF, debido a la baja solubilidad de estos 

compuestos en agua. Se realizó la exposición de los animales a los diferentes plaguicidas 

y controles, a través de la fumigación de los recintos siguiendo el cronograma de 

aplicación utilizado en cultivos de soja, de la misma manera que ocurriría en la naturaleza.  

Al finalizar los experimentales se tomaron muestras de sangre periférica de cada animal 

(volumen de 2 ml de sangre entera), por punción de la vena espinal (Myburgh y col., 

2014), como se detalló en el apartado 3.2.3 (Capitulo 3), y se registraron las siguientes 

variables: Recuento total y diferencial de glóbulos blancos, anticuerpos naturales y 

sistema de complemento, siguiendo las metodologías descriptas anteriormente en el 

punto 2.4 (Capítulo 2). También se registraron variables de crecimiento (LT, LHC y peso, 

valores finales-valores iniciales). 
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6.3 ANALISIS ESTADISTICO 

El análisis estadístico se llevó a cabo mediante el software SPSS 17.0 para Windows. 

Las diferencias entre réplicas de cada grupo experimental se analizaron mediante un Test 

t. 

Todas las variables se testearon en normalidad mediante el test de Kolmogorov- Smirnov 

y la homogeneidad de varianzas entre los grupos se comprobó con el test de Levene. 

Según se comprobaron o no los supuestos, y según el Nro de grupos experimentales (2 o 

más), se utilizaron test paramétricos (Test t o ANOVA/Dunnett o Tukey) o no paramétricos 

(Kruskal-Wallis y/o U-test Mann-Whitney), para comparar los diferentes grupos en función 

de las distintos parámetros inmunológicos o variables de crecimiento analizados. 

Para el crecimiento se utilizaron las diferencias de peso y longitud antes y después del 

experimento (medidas finales-medidas iniciales) como variable de respuesta a la 

exposición.  

En todos los casos las variables de agrupamiento fueron los tratamientos y los nidos. El 

valor de p ✄ ☎☎☎✞ ✛✗✠ ☛✙✏✡✌✑✠☞✓✑✙ estadísticamente significativo. 

 

6.4 RESULTADOS 

En lo que respecta a los paramétros inmunológicos, solo obtuvimos diferencias en el 

RTGB. Se observó un aumento significativo en los animales expuestos a GLI en 

comparación con el CN (p=0,029; ANOVA/Dunnet; Tabla 6.2, Figura 6.3). 

 

Tabla 6.2: Resultados (Media ± E.E.) de todos los parámetros inmunológicos analizados 

para los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición In vivo en condiciones 

seminaturales. 

 
Grupos 

Experimentales RTGB/mm3 Heterófilos (%) Linfocitos (%) Monocitos (%) Eosinófilos (%) AnC % MH 

CN 22475 ± 1747,73 18,67 ± 2,44 77,78 ± 2,68 1,17 ± 0,34 2,28 ± 0,47 430,4 ± 77,95 16,51 ± 3,56 

CIP 29571,43 ± 1946,3 19,45 ± 2,34 73,82 ± 2,38 2,36 ± 0,72 4,27 ± 0,93 187,08 ± 31,14 24,96 ± 5,83 

CPF 27192,31 ± 2108,85 19,43 ± 4,32 75,71 ± 4,45 0,71 ± 0,42 4,14 ± 1,06 602,67 ± 210,24 16,72 ± 4,67 

GLI 29852,94 ± 2298,4* 17,7 ± 3,76 79,2 ± 4,35 1,5 ± 0,69 1,6 ± 0,87 993,88 ± 269,36 13,01 ± 2,97 

M 20076,92 ± 2344,42 17,55 ± 1,64 78,55 ± 1,5 1,27 ± 0,3 2,55 ± 0,41 295,38 ± 52,53 24,89 ± 7,74 

 

CN: Control negativo; CIP: grupo expuesto a Cipermetrina (Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®; GLI: grupo expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los 

formulados: Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 66,2% p.a; 

RTGB: Recuento Total de Glóbulos Blancos; AnC: Anticuerpos naturales; %MH: Máxima Hemólisis. 
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Fig 6.3 Recuento Total Glóbulos Blancos (RTGB, ANOVA/Dunnet) observados en ejemplares de C. latirostris en los 

diferentes grupos experimentales del Ensayo de Exposición In Vivo en condiciones seminaturales. CN: Control negativo; 

CIP: grupo expuesto a Cipermetrina (Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®; GLI: 

grupo expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los formulados: 

Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 66,2% p.a; *p < 0,05 

estadísticamente significativo respecto al CN. 

 

En cuanto al crecimiento de los animales (LT, LHC y peso), obtuvimos un aumento 

significativo en LHC en los animales expuestos a CIP (p=0,002) y M (p=0,004; 

ANOVA/Dunnet) en comparación con el CN (Tabla 6.3, Figura 6.4 A). Lo mismo ocurrió en 

el peso, donde obtuvimos un aumento significativo entre los animales expuestos a M en 

comparación con el CN (p=0,001, Kruskal Wallis/Mann. Whitney; Tabla 6.3, Figura 6.4 B). 

 

Tabla 6.3: Resultados (Media ± E.E.) de los parámetros de crecimiento analizados para 

los distintos grupos experimentales del Ensayo de Exposición In vivo en condiciones 

seminaturales. 
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Grupos 

Experimentales 

LT (cm) LHC (cm) Peso (g) 

CN  1,26 ± 0,6 0,24 ± 0,19 15,6 ± 5,85 

CIP 0,61 ± 2,27 1,58 ± 0,35* 52 ± 27,51 

CPF 1,96 ± 0,8 1,11 ± 0,3 14,08 ± 23,94 

GLI 0,48 ± 0,64 0,26 ± 0,2 10,94 ± 6,84 

M 3,27 ± 0,48 1,5 ± 0,34* 98, 38 ± 18* 

 

CN: Control negativo; CIP: grupo expuesto a Cipermetrina (Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos 

Lorsban 48E®; GLI: grupo expuesto a Glifosato (Roundup Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los 

formulados: Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos Lorsban 48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 66,2% p.a; 

LT: longitud total; LHC: longitud hocico cloaca; cm: centímetros; g: gramos. 

 

 

 

Fig 6.4 A) LHC (cm) y B) peso (g) observados en ejemplares de C. latirostris en los diferentes grupos experimentales del 

Ensayo de Exposición In Vivo en condiciones seminaturales. CN: Control negativo; CIP: grupo expuesto a Cipermetrina 

(Atanor®); CPF: grupo expuesto a la formulación de Clorpirifos Lorsban 48E®; GLI: grupo expuesto a Glifosato (Roundup 

Full II®); M (CIP+CPF+GLI): grupo experimental de mezcla de los formulados: Cipermetrina Atanor®, 25% p.a. + Clorpirifos 

Lorsban 48E®, 48% p.a + Glifosato -RoundupFull II®, 66,2% p.a; *p < 0,05 estadísticamente significativo respecto al CN. 

 

✢✏ ☛✗✓✏✕✙ ✓ ✒✙✡ ☞✠✡✗✒✕✓✑✙✡ ✡✙✖☞✠ ✠✒ �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝ que se examinaron para todas las 

variables observadas, no se encontraron diferencias en ninguno de los grupos analizados. 

 

6.5 DISCUSIÓN 

En esta instancia de evaluación, tratamos de simular una posible exposición ambiental de 

juveniles de yacaré en ambientes acuáticos contiguos a cultivos. Estos ambientes reciben 

concentraciones de plaguicidas en forma constante, éstas pueden tener efectos 

deletéreos y/o acumulativos en los seres vivos que allí habitan, especialmente si se 

consideran los organismos particularmente sensibles (Freeman y Rayburn, 2004). Bajo 

estas condiciones seminaturales de exposición, demostramos alteraciones en el RTGB, y 
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también aumento en el crecimiento en los caimanes expuestos a la formulación GLI así 

como a su combinación con formulaciones de CPF y CIP, respectivamente; tal como son 

aplicados habitualmente estos plaguicidas en las prácticas agrícolas asociadas al cultivo 

de soja. 

En el RTGB las alteraciones fueron producidas por la formulación de GLI de manera 

aislada. Resultados similares fueron observados por Modesto y Martinez, (2010), quienes 

evaluaron los efectos de Roundup Transorb® en el pez neotropical Prochilodus lineatus, 

luego de una exposición aguda a 6, 24 y 96 hs; observando un aumento significativo en el 

RTGB después de 96 hs de exposición.  

Además, este aumento en el RTGB coincide también con los resultados del Capítulo 4 

(Tabla 4.2), lo cual, como dijimos anteriormente, podría ser una respuesta adaptativa del 

organismo en presencia de contaminantes, dando como resultado una defensa 

inmunitaria más efectiva (Barreto-Medeiros y  col., 2005). Bachetta y col., (2011), postulan 

que la leucocitosis reportada, puede ser atribuida a una mayor movilización de leucocitos 

para proteger el cuerpo contra posibles infecciones en los tejidos dañados por el 

insecticida. Otros autores argumentan que un incremento en el RTGB expuestos a 

insecticidas refleja un estado general de toxicosis, que deriva en un deterioro de los 

mecanismos de defensa (Dutta y col., 1992; Ramesh y Saravanan, 2008). 

Contrariamente, en un estudio previo de nuestro grupo de trabajo, se observó que los 

caimanes de 20 días de edad, expuestos in vivo a la mayor concentración de Roundup® 

mostraron una disminución significativa en relación al CN (Latorre y col., 2013), y en este 

caso, se sugirió que este hecho podría deberse a que los recién nacidos aún poseen su 

SI inmaduro.  

En cuanto al crecimiento de los animales, observamos un aumento significativo en LHC 

(para CIP y M) y peso (para la M), en relación al CN. Esto coincide en parte con lo 

expresado en el Capítulo 4, donde los animales expuestos a END, sufrieron un aumento 

significativo de peso y LHC en comparación con el CV. Relyea (2009), compararon en 

anuros la toxicidad de mezclas de insecticidas y de insecticidas con herbicidas frente a la 

de los compuestos aislados, y comprobaron que las mezclas presentaron un mayor efecto 

(mortalidad y alteraciones en la metamorfosis de los organismos) que los compuestos 

testeados por separado. Podriamos considerar que dadas las limitaciones del diseño 

experimental, debido a que se examinan diez plaguicidas diferentes, no se puede 
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determinar si estos efectos combinados se deben a interacciones aditivas o sinérgicas 

entre los plaguicidas, o a la mayor concentración total de plaguicidas. 

Además, pudimos observar el aumento del peso de los animales en el grupo de CIP en 

comparación con el CN, aunque esto no llegó a ser significativo, podría deberse a la 

variabilidad de los datos generada por el �✆�✆✆✄✠ ✁✂☎✠✝, el cual fue explicado 

oportunamente en el Capítulo 3 (3.1).  

Tanto como para LHC como para el peso, podríamos adjudicar que los aumentos 

significativo en la LHC en el grupo M, se debe al efecto de la CIP, ya que el mismo efecto 

fue observado para el compuesto por separado. Por el contrario para  el peso no fue así, 

pero recordemos que ese aumento no llegó a ser significativo a pesar de que fueron 

sugeridas algunas razones del aumento detectado en el párrafo anterior. 

Como mencionamos en el Capítulo 5 (5.5), el modo de acción exacto con el que actúan 

los compuestos en la mezcla es difícil de estimar y puede variar con diversas condiciones 

ambientales. Las propiedades químicas de cada formulación, la interacción con otros 

compuestos y el mecanismo de acción de cada tóxico, pueden producir efectos muy 

variables. Además, los factores no químicos que también pueden actuar como factores de 

estrés añaden una mayor complejidad a las múltiples situaciones (Beyer y col., 2014), 

como son los factores ambientales, ecológicos, las respuestas fisiológicas a esa 

interacción y la susceptibilidad individual de cada organismo frente a la exposición 

(Amaral y col., 2012). 

Otro aspecto a tener en cuenta, tal como mencionamos en el Capítulo 4 (4.5), es que el 

período en el cual fueron expuestos los animales fue solo de 2 meses, lo cual podría ser 

un tiempo relativamente corto, ya que no se visualizaron alteraciones significativas en los 

parámetros estudiados en la mayoría de los grupos expuestos. 

En nuestro país, existe un estudio muy reciente en el cual se evaluó por primera vez el 

destino ambiental del glifosato y su principal metabolito (ácido aminometilfosfónico, 

AMPA) en el agroecosistema de la Pampa Mesopotámica en relación con las prácticas 

agrícolas actuales en las granjas locales. El hallazgo principal del estudio fue que, de 

acuerdo con las dosis de pulverización y las frecuencias de glifosato obtenidas de los 

registros de manejo agrícola, y las concentraciones medidas del herbicida y su metabolito 

en el suelo, es posible afirmar que estos compuestos se comportan, en el estudio del 

agroecosistema, como contaminantes "pseudo-persistentes" (Primost y col., 2017). 

Además, otros investigadores han reportado que existen residuos de diferentes tipos de 
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plaguicidas en ecosistemas acuáticos principalmente y en suelos de la región pampeana  

(Primost, 2013; Carriquiriborde y col., 2014; Lupi y col., 2015; Astroviza y col., 2016; 

Ronco y col., 2016). Se sabe que estas mezclas de pesticidas son comúnmente aplicadas 

en los cultivos de soja entre dos y tres veces por ciclo de crecimiento, sumado a la 

escorrentía superficial causada principalmente por los eventos de lluvias durante esos 

períodos, hacen que los cuerpos de agua adyacentes a cultivos reciban varios pulsos de 

toxicidad por campaña agrícola (Demetrio y col., 2014; Ronco y col., 2016). 

Durante los meses cálidos, en la provincia de Santa Fe (Argentina) y en gran parte del 

núcleo primario de producción de soja de Argentina, ocurren copiosas precipitaciones que 

☛✓✗✡✓✏ ✗✏ ✌✏✕✠✏✡✌✫✙ �✒✓✫✓✑✙� ✑✠ ✓✘☞✙�✗✂✥✌☛✙✡ ✁✓☛✌✓ ☛✙✥✍✓☞✕✌✥✌✠✏✕✙✡ �✏✙ ✖✒✓✏☛✙✁ ☛omo 

los pequeños ecosistemas acuáticos (Jergentz y col., 2005).  

Todo lo anteriormente descripto es muy importante, teniendo en cuenta que esta especie 

se caracteriza por pasar la mayor parte del tiempo en cuerpos de aguas someros, siendo 

las crías mayormente susceptibles a estas exposiciones simultáneas durante la etapa 

crítica del desarrollo. 

Los resultados de nuestro estudio en condiciones seminaturales amplían y complementan 

la información previa obtenida en condiciones controladas de laboratorio (Latorre y col., 

2013, 2016), permitiendo un mejor entendimiento de los efectos biológicos de los 

plaguicidas en las situaciones ambientales actuales. Consideramos que debemos seguir 

trabajando en lo que se refiere a exposiciones seminaturales, para que de esta manera 

obtener más resultados que permitan ampliar la información, ya que hasta el momento 

son escasos los estudios de este tipo y más aún en esta especie. 
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Argentina es la décima nación agrícola más grande del mundo, con 31 millones de 

hectáreas dedicadas a la agricultura que representan el 2,2% del área total del mundo en 

cultivo (Ronco y col., 2016). El uso de plaguicidas aumentó en las últimas décadas ya que 

la agricultura se transformó gradualmente en un sistema de alta tecnología para satisfacer 

las crecientes demandas (Heinemann y col., 2013), y trajo aparejado, la presencia 

simultánea de agroquímicos en entornos rurales siendo un escenario muy frecuente 

(Svartz y col., 2016). En los últimos años en la provincia de Santa Fe, el crecimiento del 

modelo productivo agropecuario dependiente del uso de plaguicidas ha impactado 

negativamente sobre los ecosistemas naturales y en las especies que los componen 

(Medan y col., 2011; Magnasco y Di Paola, 2015). 

En particular, el cultivo de soja transgénica utiliza gran variedad de químicos para el 

control de plagas y enfermedades, incluyendo al herbicida glifosato (GLI), curasemillas, 

fungicidas y la aplicación de insecticidas como Clorpirifos (CPF) y Cipermetrina (CIP), 

entre otros (CASAFE, 2016). Generalmente, las aplicaciones se producen en forma de 

mezclas complejas y están influenciadas por distintos factores ambientales (Beyer y col., 

2014), sumado a las aplicaciones repetidas que se producen a lo largo del año por la 

rotación de cultivos y la aparición de resistencias, por lo que se hace prácticamente 

imposible calcular el grado exacto de exposición. Las consecuencias de dichas 

exposiciones sobre las poblaciones silvestres dependen de numerosos factores, 

incluyendo el tipo de principio activo, la composición de la formulación comercial, la 

toxicidad, las concentraciones aplicadas, la persistencia ambiental de cada compuesto, el 

momento y tipo de aplicación, y las circunstancias de exposición.  

Los crocodrilianos son considerados componentes muy valiosos de los humedales 

tropicales, siendo especies claves ya que mantienen la estructura y funcionamiento de los 

ecosistemas naturales con sus actividades de predación selectiva, el reciclado de 

nutrientes, y la manutención de refugios húmedos durante las sequías (Messel y col., 

1995; Ross, 1998). Su longevidad y territorialidad, son algunas de las características que 

se destacan para que puedan ser utilizados en diferentes estadios de vida como 

centinelas de contaminación ambiental (Mitchelmore y col., 2005). Además, demuestran 

que a pesar de vivir en ambientes con altas concentraciones de microorganismos 

patógenos, e incluso presentando serias heridas resultantes de sus comportamientos 

sociales agresivos, generalmente no manifiestan signos de infección (Manolis y col., 1991; 

Madsen, 1993; Madsen y col., 1998, Siroski, 2012). Estos animales poseen un sistema 
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inmune muy eficiente que les permite tolerar muchas de estas situaciones, de manera que 

cualquier factor externo que pueda modificar estos mecanismos podría tener efectos 

importantes en la supervivencia de estas especies. 

Ante la problemática planteada, gran parte del hábitat natural del yacaré overo está 

siendo afectado por el avance de la frontera agrícola, quedando como ambientes 

fragmentados inmersos en grandes extensiones de tierras cultivadas.  

En este trabajo de Tesis, en base a los resultados obtenidos, se pudo caracterizar el 

potencial efecto inmunotóxico de los compuestos bajo estudio, evaluados en neonatos y 

juveniles de yacaré overo, tanto en condiciones controladas de laboratorio como en 

condiciones seminaturales de exposición. Se han comprobado variaciones  en los 

parámetros inmunológicos generados por las formulaciones comerciales de los 

insecticidas Endosulfán, Cipermetrina y Clorpirifos, y el herbicida Glifosato, así como sus 

mezclas complejas, en crías y juveniles de C. latirostris, bajo condiciones controladas de 

exposición.  

Sin embargo, no ocurrió lo mismo para la etapa in ovo. A pesar de que existen 

antecedentes de efectos de los plaguicidas por topicación en la cáscara de huevo y 

pulverización del material de nido, no obtuvimos efectos sobre el SI en dicha etapa 

(Capítulo 3). Como mencionamos en el correspondiente capítulo, esto podría relacionarse 

a que las concentraciones de los plaguicidas utilizadas en esa etapa, pueden no haber 

sido lo suficientemente efectivas como para provocar alguna alteración detectable. 

Sumado a esto, la etapa temprana de desarrollo en la que los animales fueron expuestos 

además de una única exposición. 

 

-De todos los parámetros inmunológicos analizados, los recuentos totales y diferenciales 

de glóbulos blancos, fueron los que mostraron mayor sensibilidad en los ensayos in vivo y  

en condiciones seminaturales. 

 

-Generalmente, los parámetros de crecimiento evaluados no demostraron variaciones 

provocadas por la exposición a los plaguicidas, probablemente por tratarse de 

exposiciones subcrónicas que no llegaron a afectar los procesos bioenergéticos 

subyacentes. 

 

-Las mezclas no mostraron mayor efecto que los compuestos por separado. 
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Estos hallazgos permiten aportar nuevas evidencias en relación al riesgo que esta 

especie en particular sufre continuamente en su área de distribución natural en Argentina, 

por la clara cercanía a áreas de cultivos con exposición a este tipo de agroquímicos. Cabe 

destacar que las concentraciones aplicadas son equivalentes a las que normalmente se 

utilizan a campo, lo que confirma la sensibilidad de C. latirostris como especie indicadora 

de daño y centinela de contaminación ambiental por plaguicidas. 

 

Este trabajo doctoral pone al alcance de sus lectores, y también de los trabajos científicos 

que se publicaron como resultado de su investigación, una sólida evidencia acerca de las 

posibles consecuencias no deseadas y silenciosas que, en general como tales, no son 

tenidas en cuenta hasta el presente, a pesar de las referencias parciales ya comunicadas 

en congresos nacionales e internacionales así como en distintos artículos en revistas de 

la especialidad. Estos permiten alertar sobre el estado actual de desprotección de la 

biodiversidad de la región frente al avance de los tratamientos ambientales con 

agroquímicos así como de la población humana que convive con estos reptiles en estas 

regiones de nuestro país. 

 

Este trabajo de Tesis es el primer trabajo en el cual se analizó el efecto de plaguicidas y 

mezclas de ellos sobre anticuerpos y sistema de complemento, no sólo en esta especie 

sino en todos los crocodrilianos a nivel mundial. 

 

En base a estos resultados, es necesario continuar con la evaluación de los efectos de los 

plaguicidas, particularmente de mezclas complejas y en condiciones seminaturales. 
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