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DESTACAR GRAFICAMENTE ABSTRACTO
* Los efectos subletales del glifosato (GLY) y el
glufosinato (GA) difieren en la mezcla.
* La mezcla de ambos herbicidas resulté antagénica
para la mayoria de los biomarcadores analizados. GLYPHOSATE GLUFOSINATE _ MIXTURE
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* Elherbicida a base de GA tiene mayor toxicidad que el x:{ ol ot %
herbicida a base de GLY para los renacuajos. 2 » 4
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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Palabras clave: El objetivo del presente estudio fue evaluar la ecotoxicidad de las mezclas de glifosato y glufosinato de amonio en los
Larvas de anuro renacuajos de anfibios y el impacto potencial de la mezcla en la salud de los ecosistemas acuéticos. Se estudiaron las

Modelado computacional
Alteraciones morfoldgicas
Disrupcién hormonal
Actividad enzimatica

propiedades de unién de la mezcla con base en quimica computacional y un bioensayo experimental sobre morfologia, dafio
en el ADN y biomarcadores bioquimicos en renacuajos del sapo comun Rhinella arenarum. Los resultados del anélisis de la
teoria funcional de la densidad mostraron tendencias de agrupacion de pesticidas para formar mezclas exotérmicas, lo que

Dafio en el ADN sugiere la probabilidad de puntos calientes de pesticidas en sistemas acuéticos reales. Ademas, se estudiaron los efectos

biolégicos de pesticidas individuales y la mezcla en renacuajos durante un bioensayo crénico de 45 dias. El bioensayo consté
de cuatro tratamientos: un control negativo (CO), 2.5 mg L-1de un herbicida a base de glifosato (GBH), 2,5 mg
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L-1de un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) y su mezcla 50:50 (% v/v) (GBH-GABH). Las tasas de anormalidad morfolégica

fueron significativamente mas altas en todos los tratamientos con herbicidas con respecto al CO a las 48 h de exposicién. El edema

abdominal fue el tipo de anomalia mas frecuente registrado a las 48 h, 10 y 45 dias de exposicién. Se registré dafio en el ADN en todos los

tratamientos con herbicidas. La tiroxina aumentd solo en el tratamiento con GABH. La acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa

(BChE) aumentaron significativamente en el tratamiento con GBH, lo que indica un efecto neurotéxico de GBH. La glutatién S-transferasa

disminuyé en los tratamientos con GABH y GBH-GABH, mientras que la catalasa disminuyd en los tratamientos individuales con GBH y

GABH. En general, la teratogenicidad, el dafio en el ADN, la alteracién hormonal (T4) y el estrés oxidativo fueron mayores en los

renacuajos tratados con GABH que en los renacuajos tratados con GBH. Este estudio también destaca la robusta interaccién quimica

entre los ingredientes activos de ambos herbicidas, lo que se refleja en los antagonismos en la mayoria de los biomarcadores analizados,

asi como en la potenciacién y aditividad en otros. Segtin nuestros resultados, el GABH tuvo una toxicidad mas alta que el GBH para los

renacuajos de anfibios.

1. Introduccién

El aumento de pesticidas quimicos aplicados a cultivos genéticamente modificados
(GM) tolerantes al herbicida glifosato (GLY), se ha convertido en una de las mayores
amenazas para la conservacion ecolégica y la salud publica a nivel mundial (Landrigan y
Benbrook, 2015). Los cultivos transgénicos tolerantes a herbicidas representan el 56% del
uso de herbicidas a base de glifosato (GBH) en todo el mundo, segin lo sefialado por
Duque (2018)para el contexto de los Estados Unidos (EE.UU.). En este sentido, el uso de
GBH en hectdreas de cultivos de soja tolerantes a GLY en 2014 fue de 315,4 millones de
toneladas métricas, con EE. UU. (108 millones de toneladas métricas), Brasil (94,5
millones de toneladas métricas) y Argentina (56 millones de toneladas métricas)
representando el 82 %. de la produccién mundial (Benbrook, 2016). El promedio de GLY
utilizado en los cultivos de soja transgénica desde 1996 fue de 3 L/Ha. Sin embargo, los
agricultores argentinos utilizan mas de 12 L/Ha desde 2013, generalmente mezclados
con otros herbicidas (Astuto, 2017).

Ademas, los herbicidas a base de glufosinato de amonio (GA) (GABH) son
un grupo de herbicidas de amplio espectro y su uso estd aumentando en
todo el mundo para controlar las malas hierbas resistentes a GLY (p. ej.,
trigo, soja, algodén y mal’z;Ay etal.,, 2012;Ayala et al., 2019).Concentraciones
de GLY y GA que superan los niveles maximos tolerables europeos se
encontraron en rios del noreste de Italia, (Masiol et al., 2018). Similarmente,
Geng et al. (2021)informaron la amplia distribucién espacial y estacional de
GLY y GA en aguas subterraneas y superficiales en cuencas hidrograficas
agricolas de China. Estos autores destacaron el riesgo ambiental de GLY y
GA para los organismos acuaticos que ocurren en los agroecosistemas y la
posible contaminacion del agua potable. Ademas, también se reportaron
concentraciones de GLY y GA en menos del 60% de las muestras de agua de
tanques de reservorio abierto del Medio Oriente de Argentina, que se
encuentran en los campos agricolas mas cercanos y reciben agroquimicos
por via aérea (Demonte et al., 2018).

Como se mencioné anteriormente, GLY y GA se encuentran juntos en el medio
ambiente, sin embargo, se sabe poco sobre su interaccién a nivel quimico. Un
estudio reciente indica el riesgo ambiental del consumo de agua potable y la
seguridad de los organismos acuaticos debido a la exposicién a GLY y GA en aguas
superficiales (Yan et al., 2022). Por lo tanto, es importante determinar las
interacciones moleculares entre las estructuras de los plaguicidas cuando estos se
combinan, mediante el estudio de los perfiles termoquimicos y las tendencias para
formar mezclas (Dorofeeva y Moiseeva, 2006). Recientemente, la técnica de
quimica computacional denominada Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
representa un excelente conjunto de herramientas para estudiar la termoquimica
de mezclas e interfases, propiedades de equilibrio y mecanismos reactivos (
Schleder et al., 2019;Li et al., 2021;Makkar y Ghosh, 2021; Mandal et al., 2021;Mo et
al., 2021). En un estudio previo, la mezcla de contaminantes interactud y produjo
efectos sinérgicos (Lajmanovich et al., 2022). Estos efectos incluyeron las energias
de adsorcién exotérmica y la interaccién de la densidad electrénica para GLY y GA
sobre interfaces de polietileno, lo que muestra la produccién potencial de un
nuevo complejo contaminante, que podria afectar a los organismos y al medio
ambiente.

Es importante comprender los efectos de los pesticidas solos y
mezclados en el ambiente acuético. Un estudio reciente en Argentina
destacé los efectos de las mezclas de GLY y GA que se han encontrado en
ambientes acuaticos sobre organismos centinelas como los renacuajos de
anfibios, determinando la importancia de analizar los efectos relevantes.

concentraciones (Peluso et al., 2019). El desarrollo y la metamorfosis de los
anfibios incluye una serie de pasos de organogénesis caracterizados por un
aumento en el metabolismo y el crecimiento, razones por las cuales algunos
autores consideraron a los anfibios mas sensibles que los mamiferos a los
contaminantes (Cuaranta et al., 2009). Ademas, la metamorfosis de los
anfibios es similar al desarrollo de otros vertebrados, como en la
remodelacién intestinal, el desarrollo del cerebro y la diferenciacién ésea (
Buchholz, 2015). La metamorfosis de los anfibios es un modelo perinatal
paralelo significativo a la endocrinologia del nacimiento de los mamiferos.
Wada, 2008). Por lo tanto, la metamorfosis regulada por la tiroides es una
caracteristica ancestral de todos los cordados. Esta conservacién de una red
reguladora apoya la homologia de la metamorfosis en el linaje cordado (
Holzer y Laudet, 2013).

Varios estudios cientificos (p. ej.,Alavanja, 2009;Araujo et al., 2016).
Gly y GBH producen anomalias branquiales y del eje corporal enR.
arenarumembriones (Lajmanovich et al., 2003;Mottier et al., 2013;Bach
et al., 2016;Babalola et al., 2019). De manera similar, las anomalias
morfolégicas de campo registradas en embriones de anfibios se
vincularon con la actividad del acido retinoico endégeno en anfibios en
el medio este de Argentina (Peltzer et al., 2011;Teglia et al., 2015). Las
concentraciones ambientales de GLY aumentaron la actividad del acido
retinoico endégeno en larvas de anfibios en sistemas acuéticos de
Argentina (Paganelli et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que la
exposicion materna a GBH produce anomalias congénitas
intergeneracionales.Milesi et al., 2018).

De manera similar, en ratones perinatales expuestos a bajas dosis de
GABH induce cambios en la morfologia celular, proliferacién, apoptosis y
altera la neurogénesis (Herzine et al., 2016). Ademds, concentraciones
ambientalmente relevantes de GABH produjeron efectos embriotéxicos y
teratogénicos en embriones de anfibios.Babalola et al., 2021a), y provoca
una posible alteracién de la tiroides y el desarrollo larvario (Babalola et al.,
2021b b). Los efectos de las larvas de anfibios expuestos a GABH también
inhibieron las B-esterasas y produjeron dafio genotéxico.Peltzer et al., 2013;
Lajmanovich et al., 2014). Ademas, tanto GLY como GA afectaron a
biomarcadores de estrés oxidativo como la glutatiéon-S-transferasa (GST) y la
catalasa (CAT;Murussi et al., 2016;Mora et al., 2018;Zhang et al., 2019).

El objetivo del presente estudio fue comparar y describir la interaccién
de GLY, GAy su combinacién mediante modelado computacional. El estudio
también tuvo como objetivo evaluar los efectos sobre la morfologia, el ADN
y los biomarcadores bioquimicos de esos herbicidas y su mezcla en
renacuajos del sapo comun Rhinella arenarum.

2. Material y métodos
2.1. Modelado computacional de ingredientes activos de dos herbicidas

Segun estudios previos (Hu et al., 2021;Kaczmarek et al., 2021;
Mesnage et al., 2019,2021;Lajmanovich et al., 2022) los principios
activos principales GLY y GA fueron descritos como especies neutras.

Los célculos de DFT se realizaron utilizando el c6digo SIESTA con la base establecida
como se describe enSoler et al. (2002). Los algoritmos funcionales y utilizados se
describen enLajmanovich et al. (2022). Todos los calculos de dindmica fueron
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realizado bajo la aproximacién de Born-Oppenheimer durante 10-15 ps, tiempo
tras el cual se relajaron las geometrias finales. Los calculos incluyeron la relajacion
de la geometria de las moléculas aisladas de los dos herbicidas; luego se
colocaron siete moléculas de cada plaguicida en grupos. Una vez que se
optimizaron ambos grupos, se analiz6 la interaccién entre ellos para formar una
mezcla de acuerdo con la dindmica y la relajacién (consulte los datos
complementarios S1 para obtener mas detalles).

La energia interna (AU) para las geometrias optimizadas se calculé como
funciones de estado termodinamicas:

tUclusterGA=TclusterGA- i.tUmoléculaGA (1 )
AUclusterGLY= tUclstercLy- i.tUmoléculaGLY (2)
AUmezcla= tUmezcla -tUgrupoGly+ tUclusterGA (3)

donde i es el nimero de moléculas aisladas que forman el grupo. tu
clisterGA, tuclusterGLYY tUmezcla, son las energias de la geometria final
optimizada para el cluster de GA, cluster de GLY y mezcla GA-GLY
respectivamente.

2.2. Sustancias de prueba

El ensayo se realizé con formulaciones comerciales a base de principios
activos GLY y GA, ya que esta es la forma en que estos se introducen al
medio ambiente (Relyea y Jones, 2009). Las formulaciones comerciales
elegidas fueron: el GBH Mifos®,Chemotecnica Co., Argentina (48%
ingrediente activo [ai] GLY, norte-fosfonometilglicina) y el GABH Timén®,Red
Surcos SA, Argentina (20% ai GA, (metil)fosfinato de dl-homoalanin-4-ilo de
amonio). Se corroboraron las concentraciones del ai de las formulaciones
comerciales para asegurar calculos exactos para la preparacién de las
concentraciones nominales de las soluciones utilizadas en el ensayo (
Lajmanovich et al., 2019). Para confirmar la concentracién del ai en las
formulaciones comerciales, las muestras se diluyeron con agua destilada y
se analizaron siguiendo,Demonte et al. (2018)procedimiento. A
Espectrometria de masas en tandem de cromatografia liquida (LC-MS/MS)
utilizando un Acquity UPLC®En el andlisis se utiliz6 un cromatégrafo de
liquidos (Waters, Milford, MA, EE. UU.) acoplado a un espectrémetro de
masas de triple cuadrupolo equipado con una fuente ESI (TQD, Waters
Micromass, Reino Unido). El procedimiento de cuantificacién se realizé por
triplicado utilizando como referencia la curva de calibracién de 0,1 pg L-1
hasta 100 pg L-1, que se construy6 en matriz, (calibracién emparejada con
matriz). Los pasos de derivatizacién previa a la columna, el sistema
cromatogréfico y las condiciones de funcionamiento se describen en Datos
complementarios (S2). La metodologia completa fue validada segun lo
recomendado en el documento de orientacién de la Comisién Europea sobre
control de calidad analitico y procedimiento de validacién de métodos para
residuos de plaguicidas (SANTA, 2021). El error entre las concentraciones de
prueba nominales y medidas no super6 el 5% (las muestras de GBH dieron
como resultado 45+,5 de GLY y muestras de GABH en 2112 de la AG).

2.3. Disefio experimental

Cadenas de huevos superficiales deR. arenarumfueron colectadas de pequefios
estanques temporales situados en la planicie natural de inundacién del rio Parana (31-
11:31"S, 60-929"W). Este sitio se considera libre de contaminacién por
pesticidas como un sitio no contaminado segun estudios previos (Peltzer et
al., 2017;Fernandez et al., 2020;Cuzziol Boccioni et al., 2021). La recoleccién
fue autorizada por el Ministerio de Ambiente de la Provincia de Santa Fe
(EXP. N-02101-0026248-0) de Argentina. Las ristras de huevos de varias
oviposiciones (50 cm de cada ristra) se transportaron inmediatamente en
agua corriente declorada (DTW) al laboratorio. Los huevos y los embriones
incubables se aclimataron en condiciones de laboratorio durante un ciclo de
48 h: 12 h de luz/oscuridad con DTW, pH 7,4.+0,05, conductividad 162+10,5
pmhos cm-1, concentracién de oxigeno disuelto 6.5£1,5 mg L-1, y
temperatura de 24+2-C.

El bioensayo consistié en cuatro tratamientos. Concentraciones nominales
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de GBH (2.5 mg.L-1) y GABH (2.5 mg.L-1) se ensayaron individualmente y en
mezcla (GBH-GABH) con el 50% de cada solucién madre con la misma
concentraciéon de ensayo (nominal) que en los tratamientos individuales.
También se incluyé un control negativo (CO) con agua corriente declorada.
Estas concentraciones individuales se consideraron relevantes en los peores
escenarios a largo plazo para los sistemas acuaticos lénticos naturales (
Mann y Bidwell, 1999;Cuzziol Boccioni et al., 2021;Lajmanovich et al., 2022).
Las soluciones se prepararon con DTW que se utilizé como control negativo.
Las soluciones se renovaron totalmente cada 48 h. El experimento se
mantuvo en las condiciones de laboratorio antes mencionadas.

El bioensayo se realizé por triplicado, con un total de 12 tanques. Por cada
tanque, 305 huevos (Estadio Gosner, GS, 1-15, seginGosner, 1960) se colocaron
con 8 L de solucién (es decir=100 huevos expuestos a cada tratamiento). Cuando
los organismos alcanzaron GS 23-24, se proporcionaron raciones alimentadas de
aproximadamente 0,2 g de lechuga hervida cada 48 h. En este momento, el
volumen de cada recipiente se redujo a la mitad (4 L). El ensayo crénico finalizé a
los 45 dias, cuando la mayoria de los individuos de control alcanzaron las etapas
31-34 (prometamorfosis).

Los huevos y renacuajos utilizados en los bioensayos se trataron de
conformidad con las pautas estandarizadas de laboratorio experimental de
la Sociedad Estadounidense de Ictiélogos y Herpetélogos (2004) y el Comité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales (IACUC). Los especimenes
fueron sacrificados de acuerdo con la Guia de Eutanasia Animal propuesta
por el Comité de Bioética y el Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal
de la FBCB-UNL (Res. CD N: 388/06) utilizando una solucién de
metanosulfonato de tricaina al 0,1% (v/v) (MS-222) tamponado a pH 7,8 con
NaHCOs.

2.4. Andlisis morfoldgico

Las anomalias morfoldgicas se evaluaron a los 2, 10 y 45 dias de
exposicion. Diez individuos por tanque fueron recolectados aleatoriamente,
sacrificados y fijados en formalina tamponada al 10% (v/v). Las muestras se
analizaron con un Arcano estereoscépico®microscopio, y fotografiado. Las
etapas de desarrollo se determinaron de acuerdo conGosner (1960). Las
anormalidades registradas incluyeron alteraciones visibles externamente en
todo el cuerpo, asi como en érganos especificos, y siguieronSvartz et al.
(2012)yPeltzer et al. (2013,2019)clasificacion. La ocurrencia de
anormalidades morfoldgicas se reporta como el porcentaje de individuos de
cada tratamiento que presentan cada tipo de anormalidad.

Ademas, se obtuvo la frecuencia de anomalias morfolégicas durante los
dos primeros dias (48 h) de los bioensayos, ya que el desarrollo temprano se
define como el periodo critico en el que se produce la organogénesis y la
morfogénesis (Peltzer et al., 2017,2019;Sandoval et al., 2022). Para obtener el
indice de anomalias morfoldgicas se obtuvieron tres fotografias de cada
tanque por tratamiento a las 48 h de exposicién en vista superior mediante
una Moticam digital.®cadmara. Las fotografias se evaluaron utilizando el
software Image J (gratuito disponible enhttps://imagej.nih. gov/ij/) para
cuantificar la tasa de alteraciones morfolégicas externas en cada
tratamiento, identificando aquellas con apariencia normal y aquellas con
alteracioén visible.

2.5. Andlisis de dafios en el ADN: ensayo cometa y ensayo cometa modificado para la
deteccion de bases oxidadas (Endonucleasa III)

A los 45 dias de exposicién, se seleccionaron aleatoriamente ocho larvas de
cada tanque para analizar el dafio del ADN mediante el ensayo Comet. La sangre
de cada larva se tomé seccionando detras del opérculo y se recolect6 con un tubo
capilar heparinizado de 50 pL. A continuacién, se realiz6 el ensayo de cometa
alcalino de acuerdo con el método descrito porSingh et al. (1988), con
especificaciones previamente estandarizadas para renacuajos de anfibios (
Lajmanovich et al., 2015). Las muestras de sangre se diluyeron 1:19 (% v/v) con
medio PBS y se usaron inmediatamente. Luego, 2 pL de cada muestra de sangre
diluida (aproximadamente 4,0x103eritrocitos) a 100 pL de agarosa de bajo punto
de fusién al 1% y se preparé un portaobjetos. Se incluyeron controles negativos
(NQ) y positivos (PC) en cada corrida, en ambos casos
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usando muestras de sangre de invidious sin ningun tratamiento. El control
negativo consistié en una muestra de sangre sola y el control positivo consistié en
100 pL de 25 pM de H202afiadido al portaobjetos de muestra de sangre. Después
de 5 min de tratamiento en hielo, cada gel se lavé dos veces en PBS, los
portaobjetos se sumergieron en solucién de lisis y se siguié el protocolo de ensayo
cometa (Soler et al., 2002). Después de la lisis, los portaobjetos se sumergieron en
tampén alcalino (0,3 N NaOH, 1 mM EDTA, pH>13) durante 10 min para el
desenrollado del ADN y electroforesis en el mismo tampdn. Las condiciones de
electroforesis fueron: 10 min a 300 mA 'y 20 V (0,7 V/cm). Luego, los portaobjetos
se neutralizaron en tampén Tris 0,4 M (pH 7,5) con tres cambios de 5 min cada
uno, se deshidrataron en metanol durante 5 min y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Los portaobjetos se tifieron con bromuro de etidio (0,02 pg/mL) y se
observaron imagenes de cometas usando un microscopio fluorescente (Olympus®
CX-40) equipado con un filtro de excitacién (Olympus® U-RFLT 50).

El sistema de puntuacién visual, un total de 50 cometas en cada gel
(duplicado) se clasificaron como pertenecientes a una de cinco categorias
segun la intensidad de la cola y la cabeza (diferentes niveles de dafio). Cada
categoria recibié un valor entre 0 y 4: tipo 0 = intacto, sin cola; I = dafio bajo,
I = dafio medio, III = dafio moderado y IV = dafio severo, casi todo el ADN
en la cola (Soler et al., 2002;Collins, 2014;Curi et al., 2017). Los ejemplos de
cada tipo de tipo de cometa obtenidos en este ensayo se muestran enFig. 3
C. Se calculé una puntuacién global, indice de Dafio (DI), para cada gel
aplicando la siguiente féormula: (porcentaje de células en clase 0x0) +
(porcentaje de celdas en clase 1x1) + (porcentaje de células en clase 2x2) +
(porcentaje de células en clase 3x3) + (porcentaje de células en clase 4x4). En
consecuencia, la puntuacién total estuvo en el rango de 0 a 400.

Un aumento en DI después de la incubacién con la enzima, en
comparacién con la incubacién con tampén solo, indica la presencia de
bases oxidadas. Entonces, el dafio oxidativo al ADN se calculé restando las
rupturas con el tampén de las rupturas con la Endonucleasa III (ENDO III,
obtenida de Sigma®)como sigue:

Sitios Endo III = DI con Endo III - DI con tampé6n enzimatico solo (
Collins, 2009).

2.6. Andlisis bioquimico

Al final del bioensayo, se evaluaron biomarcadores bioquimicos como
pardmetros adicionales a los biomarcadores morfolégicos y de ADN. Los
biomarcadores bioquimicos incluyeron hormonas tiroideas y cortisol,
neurotoxicidad y enzimas de estrés oxidativo. Para estas mediciones se
recolectaron 10 renacuajos de cada tanque, se sacrificaron y homogeneizaron
individualmente a una temperatura entre 0 y 4.C, con un homogeneizador de
vidrio de teflén y en sacarosa 25 mM enfriada con hielo, tampén Tris-HCl 20 mM
(pH = 7,4) que contiene EDTA 1 mM, usando un polytron®trituradora de tejidos
Durante la homogeneizacién, las muestras se mantuvieron frias con hielo. Cada
muestra de homogeneizado se centrifugé a 14000 rpm durante 10 miny el
sobrenadante resultante se utilizé para las mediciones (Lajmanovich et al., 2019,
2022). La concentracién de proteina de las muestras se determiné por duplicado
siguiendo el método de Bradford (Babalola et al., 2019), usando albumina de
suero bovino (BSA, Sigma®)como estandar. Los reactivos para las
determinaciones de enzimas se obtuvieron de Sigma. La absorbancia se leyé a 595
nm.

2.6.1. hormonas

Los niveles de hormona tiroidea (tiroxina; T4) y cortisol (CRT) se midieron
utilizando kits de inmunoensayo electroquimioluminiscente ligado a enzimas
(ECLIA) (COBAS®,Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE. UU.) siguiendo las
especificaciones para renacuajos de anfibios establecidas previamente en nuestro
laboratorio (Lajmanovich et al., 2019;Cuzziol Boccioni et al., 2021). Los limites de
deteccién fueron 0,42 pg. dl-1para T4y 0,02 pg. dl-1para TRC.

2.6.2. Biomarcadores de neurotoxicidad
La actividad de acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa
(BChE) se determiné colorimétricamente segunEllman et al. (1961).

Quimiosfera 309 (2022) 136554

Para las reacciones se siguieron especificaciones previamente establecidas
para renacuajos de anfibios (Attademo et al., 2021;Lourido et al., 2022). Los
reactivos se cargaron Un coeficiente de extincién molar de 13,6x103
METRO-1cm-1se utilizé para ambas enzimas. Las actividades de AChE y BChE se
expresaron como nmol min-1miligramos-1proteina.

2.6.3. Biomarcadores de estrés oxidativo

La actividad de glutatién S-transferasa (GST) se determiné como se describe
porHabig et al. (1974)y adaptado porHabdous et al. (2002), siguiendo
especificaciones para renacuajos de anfibios previamente estandarizadas en
nuestro laboratorio (Attademo et al., 2027;Lajmanovich et al., 2022). La actividad
de GST se expresé como nmol min-1ml-1miligramos-1proteina usando un
coeficiente de extinciéon molar de 9.6x103METRO-1cm-1.

La actividad de catalasa (CAT) se determin6 mediante la tasa de H202
(Biopaquete ®)descomposicion a 240 nm segUnAeb (1984)y adaptado para
R. arenarumporPelusa et al. (2020). Un coeficiente de extincién molar
de 40 xMETRO-1.cm- 1y la actividad se expresé como mmol min-1

miligramos-1proteina.
2.7. Indice de interaccion

Para determinar el tipo de interaccién entre los efectos de ambos
plaguicidas, se calculé el indice de Interaccién (II) para cada
biomarcador segunMansur et al. (2008): II= (M + C)/(A1+A2)

Donde todos los componentes representan los valores medios obtenidos para
el biomarcador: M para el tratamiento mixto (GBH-GABH), A1y A2 para los
tratamientos individuales (GBH o GABH, respectivamente) y C para el tratamiento
control. Los valores obtenidos para el II definen el tipo de interaccién. En caso de
efectos positivos (es decir aumento de biomarcador en los tratamientos respecto
al control), si II>1 interaccién se define como una potenciacién, y II <1
antagonismo. Por el contrario, en caso de efectos negativos (disminucién de
biomarcador en tratamientos respecto al control), si II>1 interaccién se define
como antagonismo, y II<1 potenciacion. En cualquier caso, si Il = 1 la interaccién
se define como aditividad. Valores entre 0.95 y 1.05 fueron considerados los
limites de una suma, segunMansur et al. (2008). Para el analisis de las
interacciones solo se tuvieron en cuenta los tratamientos mixtos que provocaron
diferencias significativas en los biomarcadores o cuando al menos una de las
concentraciones individuales provocé diferencias significativas respecto al grupo
control (Bonifacio y Hued, 2019).

2.8. Andlisis de los datos

Para todos los parametros, la normalidad se prob6é mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas mediante la prueba de
Levene. Las tasas de anomalias morfolégicas se analizaron mediante la prueba de
proporcién binomial (Margolin et al., 1983). La tasa de alteracién morfoldgica se
reporta como el porcentaje de individuos con alteracién morfoldgica sobre el total
de individuos contados.

El indice de dafio del ADN, el dafio oxidativo del ADN, el nivel de T4y las actividades
enziméticas (AChE, BChE, GST, CAT) se informan como la media+SD y se analizaron con
ANOVAYy la prueba de Dunnett para comparaciones post-hoc. Dado que los niveles de
CRT en algunas muestras de homogeneizado estaban por debajo de los limites de
deteccidn, los resultados se consideraron como % de muestras por encima de los limites
de deteccién. Como la CRT se expresé como % de deteccién, este biomarcador se analizé
utilizando una proporcién de prueba binomial. Todos estos analisis estadisticos se
realizaron con el software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2003). un valor depag <0,05 se

considerd significativo.
3. Resultados
3.1. Modelado computacional de principios activos
El esquema termoquimico de reaccién y la evolucién dindmica molecular
se muestran enFigura TyFigura ST(Dato suplementario), respectivamente.

Después de la optimizacién de las moléculas individuales de GLY y GA, los
grupos se construyeron colocando siete moléculas distanciadas 5 A.



AP Cuzziol Boccioni et al.

Al ~

GLY GA

GA c:luster
AU=-1.29eV

GLY cluster
AU=-1.01 eV

GLY-GA mixture
AU=-1.10eV

13-

GA cluster

Figura 1.Geometrias y energias finales de glifosato (GLY) y glufosinato de amonio (GA)
obtenidas mediante modelado computacional (Teoria del Funcional de la Densidad). Las
moléculas de GLY y GLA (A) se agruparon por separado (B), y luego ambos agrupados se
mezclaron (C).

La simulacién de dindmica molecular mostré una tendencia a formar un clister
para ambos principios activos (verhigos. S1y S2de datos complementarios). Las
energias de formacién después de la relajacion de los cimulos fueron - 1,01 eVy
—-1.29 eV para GLY y GA respectivamente, indicando una tendencia
exotérmica considerable principalmente en GA. El diferencial de
pseudodensiti electrénico mostrado enhigos. S1y S2indica que en
ambos sistemas los puentes de hidrégeno lograron la unién entre la
estructura molecular.

En cuanto a la reaccién de los clusters para obtener la mezcla, se construyo la
geometria inicial colocando las geometrias optimizadas de los clusters a 8 A entre
si (Figura S2). La simulacién de dindmica molecular mostré que los cimulos puros
tienden a desacoplarse, dando lugar a una mezcla. La densidad pseudoelectrénica
diferencial que se muestra enhigos. S3-econ puentes de hidrégeno como unién
dominante entre las moléculas generando unaovillo de lana tipo particula.

Durante la reaccién termoquimica, la energia de formacién de la mezcla fue de -1,10
eV, lo que demuestra que la tendencia de los grupos de pesticidas para formar la mezcla
es altamente exotérmica. La temperaturaversusiLos diagramas de tiempo en la Figura S
1-3 mostraron que la temperatura permanecié estable alrededor de 300 K durante todas

las simulaciones para cada sistema.

3.2. Andlisis morfologico

Todos los tratamientos mostraron una tasa de anomalias morfolégicas iniciales mas
alta que CO (Z = - 2,16; PAGS=0,01 para GBH; Z = - 4,09, pag <0,01 para GABH; Z = - 2,25,
PAGS=0,01 para GBH-GABH). Las tasas de anomalias morfolégicas obtenidas a los dos
dias de exposicion fueron del 5,41 % para el CO, del 9,04 % para el tratamiento con GBH,
del 14,08 % para el tratamiento con GABH y del 9,95 % para el tratamiento con GBH-
GABH. Edema abdominal, curvatura del dorsoventral
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y la asimetria bilateral se registraron como los tipos de anomalias
morfolégicas mas comunes en todos los tratamientos a los 2 y 10 dias de
exposicién.Figura 2. Configuracién normal (CO) y anomalias morfolégicas
observadas enRinella arenarumexpuestos a un herbicida a base de glifosato
(GBH), herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) y su mezcla 50:50
(% v/v) (GBH-GABH). Las primeras dos filas corresponden a individuos de
desarrollo temprano expuestos durante los primeros 2 dias del ensayo, las
siguientes dos filas a renacuajos premetamorficos a los 10 dias de
exposicién y las Ultimas filas a renacuajos prometamorficos con 45 dias de
exposicion. Referencias: BL: Asimetria bilateral; DV: curvatura del eje
dorsoventral; DE: edema abdominal; A: otras alteraciones abdominales.
Alteracion en 6rganos especificos: E: Ojos (micro o macroftalmia), N: nariz;
OD: disco oral, T: cola, alteracién. Barra escala: 2 mm.

La cola y el abdomen anormales también se registraron con frecuencia
en los tratamientos. También se observaron otros tipos de anomalias
abdominales, microftalmia, alteraciones en la aleta caudal y en el disco oral (
Figura 2).

Al final del bioensayo (45 dias), los edemas fueron el tipo de anomalia
mas comun registrado en GBH, mientras que las anomalias oculares fueron
el Unico tipo observado en el tratamiento de GABH. En el tratamiento GBH-
GABH se registraron edemas, asimetria bilateral y anomalias nasales.

3.3. Andlisis de dafios en el ADN

Los DI obtenidos para los controles negativos y positivos fueron 117,25+
8,61y 230,25+13.41, respectivamente. La DI obtenida para el tratamiento con CO
fue de 128+15,27, mientras que en los tratamientos con herbicidas oscilé entre
179,5+19,5 (tratamiento GBH); 179.55+015.51 (tratamiento GBH-GABH) y 203.66+
25,59 (tratamiento GABH) (Fig. 3A). No hubo diferencia significativa entre NCy el
tratamiento con CO. En cambio, el dafio en el ADN fue significativamente mayor
en PCy todos los tratamientos con herbicidas (79% en control positivo, 40% en
tratamientos con GBH y GBH-GABH, y 59% en tratamiento con GABH) respecto al
tratamiento con CO (F = 51,93;pag <0,01).

El dafio oxidativo al ADN basado en el calculo de los sitios Endo III fue
6.42+3.99 para CO. En tratamientos con herbicidas varié entre 29.87+
17,76 (tratamiento GBH), 22,33+19.49 (tratamiento GABH) y 20.44+
18.27 (tratamiento GBH-GABH) (Fig. 3B). El dafio oxidativo fue significativamente
mayor en el tratamiento con GBH respecto al CO (F = 2.65,pag <0,05).

3.4. Biomarcadores bioquimicos

3.4.1. Actividad de las hormonas

El nivel de T4 en CO fue de 7,2310,35 ng g- 1, mientras que los valores de T4 en
los tratamientos con herbicidas fueron 7.238+0,38 ng g- 1(tratamiento GBH); 7.67
10,71 ng g- 1(tratamiento GABH) y 7,52+0,45 ng g- 1(tratamiento GBH-GABH) (
Figura 4A). Se observé un aumento significativo del 6,15 % en el tratamiento con
GABH en CO (F = 3,99; PAGS=0,01).

Solo el 20% de las muestras de CO tenian un nivel de CRT por encima de los limites de deteccién,
mientras que el 40% de las muestras de GBH y GABH tenian un nivel de CRT por encima de los limites de
deteccion (Figura 4B). Un porcentaje significativamente mas alto (60 %) de las muestras de tratamiento de
GBH-GABH tenian un nivel de CRT por encima de los limites de deteccion (Z =

= 1,82;pag <0,05) que las muestras de CO.

3.4.2. Biomarcadores de neurotoxicidad

La actividad de AChE en CO fue de 1,76+0,57 nmol min-1miligramos-1proteina,
mientras que la actividad de AChE en los tratamientos con herbicidas fue de 2.87+
1,03 nmol min-1miligramos-1proteina (GBH), 1.72+0,82 nmol min-1miligramos-1
proteina (GABH) y 1.3+0,23 nmol min-1miligramos-1proteina (GBH-GABH) (Figura 4
C). Se registré un aumento significativo del 63% en el tratamiento GBH con
respecto al CO (F=6.71,pag <0,01).

La actividad de BChE en CO fue de 0,115+0,059 nmol min-1miligramos-1
proteina, mientras que la BChE en los tratamientos con herbicidas fue de 0.329+
0,232 nmol min-1miligramos-1proteina (GBH), 0.128+0,72 nmol min-1miligramos-1
proteina (GABH) y 0.297+0.202 nmol min-1miligramos-1proteina (GBH-GABH) (
Figura 4D). El incremento del 186% y 158% en los tratamientos GBH y GBH-GABH
respecto al CO fue significativo (F = 4.84, PAGS=0,01).
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Fig. 3.Resultados del ensayo Comet para el indice de dafio (A) y dafio oxidativo al
ADN basado en la deteccién de bases oxidadas (endonucleasa III, B) obtenidas
para Rinella arenarumexpuestos a agua declorada (CO), un herbicida a base de
glifosato (GBH), un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) y su mezcla
50:50 (% v/v) (GBH-GABH). También se muestran controles negativos y positivos
(NCy PC, respectivamente) para el ensayo del cometa. Ejemplos de células sin
dafio (cero), dafio bajo (I), dafio medio (II) y dafio moderado (III) que se
encuentran en los tratamientos se muestran en C (aumento 400x).
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Figura 2.Configuracién normal (CO) y anomalias
morfoldgicas observadas en Rhinella arenarum
expuesta a un herbicida a base de glifosato (GBH),

E herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) y su
mezcla 50:50 (% v/v) (GBH-GABH). Las primeras dos filas
corresponden a individuos de desarrollo temprano

oy expuestos durante los primeros 2 dias del ensayo, las
siguientes dos filas a renacuajos premetamérficos a los

10 dias de exposicién y las Gltimas filas a renacuajos

prometamérficos con 45 dias de exposicién. BL:

asimetria bilateral; DV: curvatura del eje dorsoventral;

DE: edema abdominal; A: otras alteraciones

abdominales. Alteracién en érganos especificos: E: ojos

T
l (micro o macroftalmia), N: nariz; OD: disco oral, T: cola.
Barra escala: 2 mm.

GBH-GABH

3.4.3. Biomarcadores de estrés oxidativo

La actividad GST en CO fue 74.93+16,05 nmol min- 1miligramos-1proteina,
mientras que en los tratamientos con herbicidas fueron 71.03+029,24 nmol min-1
miligramos-1proteina (GBH); 58.65+15,52 nmol min- 1miligramos de proteina-1
(GABH) y 45,8+10,8 nmol min- 1miligramos de proteina-1en el tratamiento GBH-GABH (
Figura 4MI). Se registré una disminucién significativa del 21,73 % en los tratamientos
GABH y del 39 % en los tratamientos GBH-GABH con respecto al CO (F = 3,78,PAGS <0,05).

La actividad CAT en CO fue de 192,26+45,4 mmol min- 1miligramos-1proteina,
mientras que en los tratamientos con herbicidas fueron 88.86+52,4 mmol min-1
miligramos-1proteina (GBH); 115.22+71,9 mmol min- 1miligramos-1proteina
(GABH) y 134.3+60,1 mmol min- 1miligramos-1tratamiento con proteina (GBH-
GABH) (Figura 4F). Se registré una reduccién significativa del 54%, 40% y 30% en
los tratamientos GBH, GABH y GBH-GABH, respectivamente, con respecto al CO (F
=7.092;pag <0,01).

3.5, Indice de interaccion

Los nueve biomarcadores cuantitativos considerados para el indice de
Interaccién se vieron significativamente afectados, al menos, por uno de los
tratamientos ensayados con respecto al CO. Los biomarcadores mas sensibles
fueron la tasa de anomalias morfolégicas, DI y CAT, que respondieron a ambos
tratamientos individuales (GBH y GABH) y la mezcla (GBH-GABH). AChE solo
reporté cambios significativos en el tratamiento GBH, mientras que T4 solo
mostré cambios en el tratamiento GABH con respecto al CO. BChE mostré cambios
en los tratamientos GBH y GBH-GABH, mientras que GST mostré cambios en los
tratamientos GABH y GBH-GABH. Las interacciones entre los dos herbicidas fueron
diferentes segun el biomarcador considerado (tabla 1). La accién combinada de los
herbicidas fue principalmente antagénica para la mayoria de los biomarcadores
estudiados, con excepcién de la aditividad para T4y CRT. Solo se observé
potenciacién en el biomarcador GST.
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Figura 4.Biomarcadores bioquimicos analizados enRinella arenarumexpuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH), herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH)
y su mezcla 50:50 (% v/v) (GBH-GABH): A. Tiroxina (T4); B.Cortisol (CRT); C. Acetilcolinesterasa (AChE); D. Butirilcolinesterasa (BChE); E. Glutatién Stransferase (GST); F.
Catalasa (CAT); Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (*pag <0,05; **pag <0,01).

tabla 1

Resumen de resultados obtenidos para cada biomarcador enRinella arenarumrenacuajos expuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH), herbicida a base de glufosinato de amonio
(GABH) y su mezcla 50:50 (% v/v) (GBH-GABH). El tipo de interaccién de ambos herbicidas en el tratamiento de mezcla (Potenciacién, Antagonismos o Aditividad) se definié segun el valor
del indice de Interaccién (II) y los efectos individuales (tol,considerando tratamientos con aumento o disminucién significativos respecto al CO).

biomarcador Cco GBH GABH GBH-GABH 11 Efecto individual Tipo de interaccion
Tasa de anomalias morfolégicas (%) 5.418 9.04 14.08 9.95 0.23t Antagonismo
indice de dafio 128 179.50 203.66 179.55 0.801 Antagonismo
Dafio oxidativo al ADN T4 6.43 29.87 22.33 20.44 0.221 Antagonismo
(ng g-1) 7.24 7.24 7.67 7.52 0.99t Aditividad
Cortisol (% de muestras por encima de los limites de deteccién) 20 40 40 60 1M Aditividad
1

AChE (nmol min- 1miligramos-1proteina) 1.76 2.87 1.72 1.30 0.38 1 Antagonismo
BChE (nmol min- 1miligramos-1proteina) 0.11 0.329 0.128 0.29 0.90 t Antagonismo
CAT (mmol min- 1imiligramos-1proteina) 192 88 115 134 1.60 I Antagonismo
GST (nmol min-1miligramos-1proteina) 74.94 71.04 58.65 45.80 0,93 1 Potenciacién

Los valores se expresan como media obtenida para cada tratamiento, en la unidad respectiva para cada biomarcador. Los nimeros en negrita indican diferencias significativas en el tratamiento

respecto al CO (pag <0,05).

4. Discusién herbicidas en muchos paises del mundo (Geng et al., 2021). Segun ArgenBio
base de datos (2022), actualmente hay 23 eventos transgénicos aprobados

El glifosato y el glufosinato de amonio son los mas empleados para la tolerancia simultdnea a ambos para GLY
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y herbicidas GA, principalmente para maiz, soja y algodén. Sin embargo, el
mayor riesgo ambiental por el uso de estos “evento de pilas” es el que
conduce al uso masivo de estos dos herbicidas. Por ejemplo, China aprobé
recientemente un evento de combinacién transgénica para soja tolerante a
la sequia, GLY y GA ArgenBiobase de datos, 2022). China es sin duda el
mayor comprador de soja de Argentina (Astuto, 2017) y esta demanda
masiva junto con el evento mencionado resultan en un aumento del uso de
pesticidas, contaminacién y expansion de cultivos de soya. La expansion de
la soja hacia ecosistemas semiaridos y humedales es exponencial, arrasando
bosques en Argentina (Grau et al., 2005;Asociacion para la Promocion de la
Cultura, 2020). Estos escenarios, similares a los de América del Sur,
contribuyen en gran medida al cambio climatico (Siyum, 2020).

Existen numerosas evidencias de que la presencia simultdnea de GLY y GA
representa un riesgo para los organismos en diferentes matrices ambientales (por
ejemplo,Demonte et al., 2018;Geng et al., 2021;Yan et al., 2022). Sin embargo, la
interaccién potencial de ambos herbicidas sigue siendo poco estudiada y merece mas
atencién, especialmente en la actualidad, donde se han mejorado las tendencias para su
aplicacién conjunta.

Los resultados de nuestro estudio son los primeros a nivel mundial que explican las 16 los herbicid

base de GLY y GA que

formar una

y antagénica. Los resultados del modelo computacional indicaron que GLY y GA, asf como su grupo,

eventualmente pueden interactuar para formar mezclas con una estructura electrénica diferente a la de las moléculas o grupos aislados, lo que podria cambiar el efecto de

toxicidad. Ademds de la tendencia exotérmica de la forma de las mezclas, es importante sefialar que la geometria final de la evolucion de los clusters mostrd que las moléculas de

GLYy GA se encuentran en una distribucién mixta (o no ordenada). Por lo tanto, los grupos

el sitio de fésforo) ahora estan involucrados en una

interaccion estable. Este p

produce un cambio en | los principios activos (pesticidas) y los sitios activos (biol6gicos) en algdn momento de

sus mecanismos para cada biomarcador. Los cambios observados en la geometria de la mezcla podrian incrementar la relacién 1o

incrementala reactividad hacia las interfases. Aunque deberia ser necesaria una simulacién de acoplamiento molecular de mecénica cuantica para cada sistema para obtener una

visi6n profunda de la interaccion biomarcador-mezcla, se sugiere que la fuerte interaccién de los grupos funcionales entre las moléculas de herbicida conduciria a una estructura

electrénica diferente en la mezcla. . Esto podria tener un papel importante en la actividad final y los diferentes comportamientos registrados en las pruebas de toxicidad (Los

cambios observados en la geometria de la mezcla podrian incrementar la relacion superficieivolumen, lo que generalmente incrementa la reactividad hacia las interfases. Aunque

deberia ser necesaria una simulacion de acoplamiento molecular de mecénica cuantica para cada sistema para obtener una visién profunda de la interaccion biomarcador-mezcla,

se sugiere que la fuerte interaccion de los grupos funcionales entre las moléculas de herbicida conduciria a una estructura electronica diferente enla mezcla. . Esto podria tener

un papel importante en la actividad final y los diferentes comportamientos registrados en las pruebas de toxicidad ( Los cambios observados en la geometria de la mezcla podrian

incrementar la relacién superficie/volumen, lo que generalmente incrementa la reactividad hacia las interfases. Aunque deberfa ser necesaria una simulacién de acoplamiento
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la actividad final y los dife registrados en las pruebas de toxicidad (Zhan et al,, 2013;Bhatt et al,, 2021).

El desarrollo de los embriones de anfibios experimenta cambios morfolégicos
complejos que pueden verse afectados negativamente por la exposicién a varios
tipos de contaminantes (Vandenberg et al., 2012). En nuestro estudio, las altas
tasas de anomalias morfoldgicas en las primeras etapas de todos los tratamientos
con herbicidas indican que GBH y GABH son teratogénicos para los anfibios. Las
tasas de anomalias morfoldgicas registradas para los renacuajos de control (=5%)
estaban de acuerdo con las tasas esperadas para las poblaciones silvestres de
anfibios, tipicamente por debajo del 5% (Blaustein y Johnson, 2003). Informes
previos de nuestro laboratorio han mostrado efectos teratogénicos de
concentraciones subletales de GBH en Scinax nasicus (deformidades
craneofaciales y de la boca, colas curvas dobladas y anomalias oculares;
Lajmanovich et al., 2003), otra especie comun que coexiste con los renacuajos de
R. arenarum. Un estudio mas reciente sobre la evaluacién de GBH y la exposicién a
ciprofloxacina determiné que GBH produjo tasas mas altas de edema,
organizacién visceral anormal, asimetria bilateral y anomalias oculares en
renacuajos de R. arenarum (Cuzziol Boccioni et al., 2021). Una explicacién puede
estar relacionada con el aumento de la actividad retinoide endégena en los
renacuajos de anfibios que inhibe la expresién de genes involucrados en multiples
procesos de desarrollo, como la asimetria izquierda-derecha, el mesodermo
precordal y el desarrollo de la notocorda y el patrén dorsal-ventral del tubo neural.
descrito porPaganelli et al. (2010)para GBH.

Ademas, los efectos teratogénicos de GA también se informaron previamente
para renacuajos de anfibios y otras especies de vertebrados. Los efectos
teratogénicos fueron mas fuertes en GABH en la exposicién inicial (dos dias) que
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en los demas tratamientos herbicidas.Babalola et al. (2021b)estudid las
alteraciones morfolégicas deXenopus laevisrenacuajos expuestos a 1.6-3.0 mg L-1
GAB. Coincidiendo con nuestras observaciones, estos autores reportaron edema,
anomalias intestinales, alteraciones axiales, oculares y cefélicas como los tipos de
anomalias observadas con mayor frecuencia. También se informaron efectos
teratogénicos de GA para larvas de pez cebra 'y embriones de ratén expuestos a
GA, produciendo alteraciones de la curvatura de la cola y la cabeza,
respectivamente (Watanabe e Iwase, 1996;Wang et al., 2016)

Se observaron dafios en el ADN de muestras de renacuajos expuestas a
tratamientos con GBH, GABH y GBH-GABH. Los GBH ya han sido reportados
como genotoéxicos que pueden afectar la integridad genética de varias
especies de anfibios (por ejemplo,Herek et al., 2021;Pavan et al., 2021). La
genotoxicidad de GABH en renacuajos de R. arenarum ya se ha informado a
través de la evaluacién de eritrocitos micronucleados y otras anomalias
nucleares de eritrocitos (Lajmanovich et al., 2014).Mouchet et al. (2006)
sugirié que los ensayos comet parecen ser un método sensible y adecuado
para detectar genotoxicidad en anfibios. Por lo tanto, el aumento del dafio
en el ADN observado en nuestro estudio para los renacuajos expuestos a
GABH confirma y refuerza el efecto genotéxico de GABH y GBH en los
renacuajos de R. arenarum. Hay varios otros estudios que difieren sobre la
genotoxicidad del GA. Segun algunos autores (Ebert et al., 1990;Schulte--
Hermann et al., 2006), GA no presenta riesgo genotoéxico, mientras que
estudios mds recientes advierten sobre los efectos genotoéxicos tanto de GA
como de GABH (Kanaya y Tsubokawa, 2007;Xiong et al., 2019).

Ademas, el dafio oxidativo se verific6 mediante el ensayo cometa
modificado solo en renacuajos tratados con GBH. Este resultado esta de
acuerdo con los estudios deOdetti et al. (2020)yLopez Gonzélez et al. (2022),
ambos estudios realizados enCaimdn latirostrisexpuestos a GLY, cuyo dafio
oxidativo se detectd tanto con Endo III (pirimidinas oxidadas) como con FPG
(purinas oxidadas) a concentraciones altas y bajas de GLY.

La exposicién crénica con diferentes tratamientos con herbicidas indica que
los niveles de T4 aumentaron solo en el tratamiento con GABH.Babalola et al.
(20271b) Alteracién confirmada del eje tiroideo deXenopus laevisrenacuajos
expuestos a un GABH. Para las especies de vida silvestre acudtica, la alteracién de
la tiroides, por lo tanto, podria comprometer la salud, el estado fisico y, en Ultima
instancia, la supervivencia debido a los diversos procesos en los que median las
hormonas, incluido el crecimiento, el desarrollo y la reproduccién (Marlatt et al.,
2013;Grott et al., 2022). Es mas,Cuzziol Boccioni et al. (2021)yLiu et al. (2021)sugirié
que la alteracién de los niveles de T4 estaria relacionada con alteraciones
morfoldgicas en renacuajos expuestos a pesticidas (p. ej., GBH) en mezcla con
otros contaminantes de preocupacién emergente (p. ej., antibiéticos).

El glucocorticoide cortisol juega un papel clave en los ajustes iénicos y
metabdlicos necesarios para la respuesta al estrés.Soso et al., 2007). La exposicién
crénica de larvas de R. arenarum a la mezcla de GBH y GABH mostré un aumento
significativo en el porcentaje de CRT (60 %, en comparacién con el 20 % de CO). De
manera similar, se observa un CRT alto en renacuajos de anfibios cuando se
exponen a herbicidas como la atrazina y GLY.Burraco y Gomez-Mestre, 2016;
McMahon et al., 2017). En este sentido, durante la exposicién crénica de los
renacuajos a factores estresantes (es decir, Roundup™),el eje hipotalamo-pituitario
interrenal (HPI) puede verse afectado y el efLos efectos del aumento de la CRT se
vuelven inmunosupresores (Gabor et al., 2019).

Los resultados de nuestro estudio con respecto a la neurotoxicidad, sugieren
un posible efecto colinestérico de GBH sobre el aumento de la actividad de AChE y
BChE. Tanto la AChE como la BChE se consideran componentes esenciales de las
sinapsis colinérgicas en el sistema nervioso.Franjesevic et al., 2019). Se reconoce
que BChE es mas sensible a la exposicién a pesticidas que AChE, ya que BChE es
menos especifica en términos de sustratos y, por lo tanto, tiene un papel mas
importante que AChE en la biotransformacién de xenobiéticos.Sanchez-
Hernandez, 2007;Peluso et al., 2021). También se registré un aumento significativo
en la BChE en el tratamiento GBH-GABH. Su mayor actividad conduce a una mayor
liberacién de neurotransmisores en las hendiduras sinapticas colinérgicas y, en
consecuencia, a la sobreestimulacion de los receptores postsinapticos. Por lo
tanto, es probable asumir que dicho aumento esta relacionado con los efectos del
estrés oxidativo inducido por el GBH (Malafaia et al., 2021). Aunque los
mecanismos especificos a través del aumento de ambas enzimas
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en presencia de GBH en exposicién crénica, la disrupcién en el sistema nervioso
por alteracién de estas enzimas puede conducir a cambios de comportamiento
que representan un riesgo para la supervivencia de los organismos (Sanchez-
Hernandez, 2007).

AChE ni BChE se vieron significativamente afectados por la exposicién a 2,5 mg L-1
GEORGIA. Por el contrario, los ensayos agudos previos de nuestro laboratorio
mostraron una inhibicién significativa de las actividades de ambas enzimas en
Boana pulchellusrenacuajos expuestos a 15 mg L-1GA e inhibicién de AChE en
Scinax squalirostris renacuajos expuestos a 6,25 mg L-1ga (Peltzer et al., 2013;
Lajmanovich et al., 2022). Estas diferencias sugeririan una respuesta distintiva
segun la accién especifica de la especie, el tiempo de exposicién o los efectos a
concentraciones mas altas que las probadas en el presente estudio. Sin embargo,
no se debe subestimar el efecto conocido de GA sobre el sistema nervioso. Varios
estudios alertaron sobre las consecuencias de la exposicién a los GA en los
sistemas nerviosos, incluida la alteracién estructural del tejido (Calas et al., 2008;
Lee y Kang, 2021;Yeon et al., 2022) y otros parametros relacionados con el
funcionamiento nervioso como el funcionamiento locomotor y la funcién muscular
(Kutlesa y Caveney, 2001;Peltzer et al., 2013).

El GST juega un papel clave en la fase II del proceso de biotransformacién que
protege a las células de los contaminantes (Van der Oost et al., 2003). Se espera
que GST aumente en los procesos de desintoxicacion, ya que contribuye a
proteger los tejidos del estrés oxidativo (Livingstone, 2001). Varios estudios
informaron la induccién de GST, cuando los animales estuvieron expuestos de
forma aguda a contaminantes individuales y mixtos (Lajmanovich et al., 2014;
Gungordu et al., 2016;Freitas et al., 2017). Sin embargo, en el presente estudio, la
actividad de GST disminuyé en la exposicién crénica a GABH y GBH-GABH. La
activacién de la actividad de GST en respuesta a la exposicién aguda en contraste
con la variedad de respuesta en la exposicién crénica prolongada dependiendo de
los tratamientos (ausencia de cambios en el tratamiento de GBH y disminucién en
los tratamientos de GABH y GBH-GABH), sugiere una respuesta dependiente del
tiempo y del compuesto. accién. Esta respuesta crénica de GST también se
observé en un estudio previo con la misma especie de renacuajo (Cuzziol Boccioni
etal, 2021). Este patrén puede estar relacionado con la inactivacién de GST por
toxicos; al agotamiento de la conjugacién de glutatién, lo que lleva a GST a perder
su actividad (Ensibi et al., 2012), o bien a una adaptacién fisioldgica de estos
organismos a los contaminantes. La disminucién de GST en el tratamiento con
GABH puede estar relacionada con la conocida interferencia de GA en la
biosintesis de glutatién debido a la similitud estructural con el glutamato y, en
consecuencia, a la interferencia de su funcién.Suter y Sachsse, 1986;Ebert et al.,
1990).

La actividad de CAT esta relacionada con la eliminacién de especies reactivas
de oxigeno (ROS) en el proceso de bioactivacién de xenobiéticos (Sk y
Bhattacharya, 2006), por lo que la induccién de CAT proporciona una primera linea
de defensa contra ROS (Costa et al., 2008). En el presente estudio, la disminucién
de la actividad de CAT en todos los tratamientos podria sugerir un deterioro en la
respuesta hacia una mayor generacién de ROS. Ya se ha descrito una disminucién
en la actividad de CAT para anfibios expuestos a diferentes pesticidas, incluidos
GLY y GA (Sotomayor et al., 2015;Ferrari et al., 2011; Reichert et al., 2022).Pelusa et
al. (2020)inform¢ la respuesta diferencial de CAT en embriones y renacuajos deR.
arenarumexpuesto a la solucién GLY. El cambio temporal en la actividad de CAT
que termind en una disminucién en los renacuajos puede indicar exposicién a
sustancias que generan estrés oxidativo como se observa aqui en renacuajos
expuestos a GBH, GABH y GBH-GABH. En general, las enzimas estudiadas de los
mecanismos de defensa antioxidantes necesarios para los procesos de proteccion
y bioactivacién se alteraron, lo que sugiere un deterioro de la respuesta normal de
CAT en la exposicién a GBH, GABH y GBH-GABH.

La mezcla GBH-GABH tuvo una respuesta antagénica en la mayoria de los
biomarcadores evaluados, mientras que solo la respuesta hormonal mostré
aditividad y potenciacién de GST. La diversidad de efectos combinados de los
contaminantes sobre los anfibios ha sido bien explicada desde diferentes aspectos
bioecoldgicos. Algunos autores concluyeron que el efecto combinado depende de
la concentracién a la que se estudien los contaminantes, produciendo
antagonismo a bajas concentraciones y sinergia a mayores concentraciones (Kunz
y Fent, 2009;Ma et al., 2016). Otros autores consideran la proporcién de cada
compuesto sobre la mezcla como estas
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informé un efecto sinérgico de la mezcla no equitdxica a diferencia de la mezcla
equitodxica (Peluso et al., 2022). Otros autores también evaluaron los cambios en la
interaccién de los componentes de la mezcla a diferentes tiempos de exposicién, y
encontraron antagonismo en exposiciones agudas y sinergia en exposiciones
crénicas a mezclas de xenobidticos (Svartz et al., 2012). Ademas, los
biomarcadores se encuentran distribuidos en diferentes lugares de los
organismos, lo que aumenta la complejidad del sistema al evaluar mecanismos
biolégicos sobre sitios activos y comportamientos. Ademas, la toxicidad de las
mezclas de herbicidas enR. arenarumque varian de aditivo a antagonista también
fueron reportados por RuizArcaute et al. (2020)al evaluar la interaccién de GLY-
dicamba y GLY-flurocloridona. Estos autores también destacaron las
consideraciones de excipientes desconocidos en formulaciones comerciales
adicionales a los ingredientes activos en bioensayos de mezcla para tener una
conclusion realista.

Coalova et al. (2014)propusieron que la toxicidad de los coadyuvantes puede
ser aditiva a la toxicidad del ingrediente activo y que, por lo tanto, estas sustancias
juegan un papel importante en el efecto que la formulacién comercial de
plaguicidas pueda tener sobre los organismos. Es importante sefialar que el hecho
de que los biomarcadores aqui estudiados mostraran un efecto no aditivo revela
la alta dificultad para asignar una toxicidad esperada, que puede ser diferente en
la diversidad de las matrices ambientales.

En general, el andlisis de biomarcadores de diferentes niveles de organizacién
proporciona informacién precisa sobre diferentes aspectos del desarrollo de las
larvas, lo que puede permitir una mejor comprensién de los efectos subletales de
estos factores estresantes en la disminucion de las poblaciones de anfibios (Van
der Oost et al., 2003;Peltzer et al., 2017) y la precisién de las evaluaciones de
riesgos ambientales (ERA). Varias revisiones sobre ERA para GBH y GABH en
ambientes acuéticos han minimizado el riesgo de estos pesticidas para los anfibios
en funcién de los puntos finales de mortalidad (por ejemplo,Soso et al., 2007;
Glngordu et al., 2016;Geng et al., 2021;Babalola et al., 2021a) han minimizado el
riesgo de estos plaguicidas para los anfibios. Sin embargo, debido a su fisiologia
Unica y dependencia del ambiente acuatico durante el desarrollo temprano o
durante mas tiempo para algunas especies, y al hecho de que el momento de la
reproduccién ocurre al mismo tiempo que las aplicaciones de pesticidas y que su
distribucién coincide ampliamente con los cultivos GM, los anfibios son altamente
sensible a la exposicién ambiental a ambos herbicidas como lo sugiere
Lajmanovich et al. (2003). En su estudio de la regién centro-oriental de Argentina,
estos autores describieron efectos teratolégicos en anfibios silvestres, que junto
con otros factores, podrian tener una fuerte asociacién con el uso intensivo de
agroquimicos que caracteriza a la regién. Por lo tanto, los autores lograron
compilar y caracterizar el primer catdlogo de malformaciones relacionadas con
sitios agricolas para América del Sur (Peltzer et al., 2011). También en zonas
perirurales del norte de EntreReichert et al. (2022)informé la primera evidencia en
el pais sobre el efecto de la deriva agricola en los érganos diana (testiculos) como
indicativo de alteracién endocrina. Por lo tanto, estd mas que claro que los efectos
subletales merecen una consideracién fundamental en las evaluaciones de riesgo
ambiental de pesticidas y otros contaminantes, pero también destacamos que es
necesario tener en cuenta la evaluacién del efecto conjunto de las mezclas de
contaminantes. Como se muestra en este y estudios anteriores (Cuzziol Boccioni et
al., 2021;Lajmanovich et al., 2022), los efectos de los contaminantes individuales
pueden diferir en mezclas complejas, que es la forma més probable en que se
encuentran en condiciones ambientales reales.

5. Conclusiones

La mayor toxicidad y la implicacién ecolégica de GABH se determinaron en un
estudio anterior (Lajmanovich et al., 2022), donde GABH fue quinientos por ciento
mas téxico que GBH. En esta misma linea de evidencia, la presente investigacion
demostré que existe una fuerte interaccién quimica entre los principios activos de
ambos herbicidas, la cual se demuestra principalmente como antagénica en la
mayoria de los biomarcadores analizados. En este estudio, la tendencia de mayor
toxicidad de GABH en comparacién con GBH también se observé principalmente
en relacién con el efecto teratogénico, el dafio en el ADN, la alteracién hormonal
(T4) y el estrés oxidativo. De hecho, la mayor toxicidad de GABH y la mezcla con
GBH aument¢ la conocida
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riesgo ecotoxicolégico para los organismos acuaticos y la salud de los sistemas
acuéticos. Finalmente, se necesita un alto urgente a la aprobacién continua de
cultivos transgénicos resistentes a herbicidas, como los AG, que carecen de
evaluaciones bioéticas y avales a nivel cientifico multidisciplinario y poblacional.
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