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CAPITULO 1. REVISION DE LITERATURA.

Ecotoxicologia de anfibios (Anura), una revision

INTRODUCCION

1.1 Desarrollo de la revision bibliografica

Esta revision pretende aportar elementos teoricos y estudios especificos para tratar de
esclarecer los efectos de los pesticidas con principio activo de glifosato, sobre diferentes
organismos vertebrados de ecosistemas acuéticos, haciendo especial énfasis en los
anfibios; este aporte se realice como precedente a tener en cuenta para las politicas y
regulacion del GP en el pais.

1.1.1 Agroquimicos

El uso de compuestos quimicos para el control de diferentes plagas data desde 1930 y se
intensificd en 1960 con la ‘Revolucién verde’ ya que se buscaba combatir la crisis alimentaria
global aumentando la produccién de los cultivos (Berny, 2007). Los agroquimicos son
definidos como sustancias quimicas sintéticas que son aplicadas a sistemas agricolas con
el fin de inhibir el desarrollo de especies nocivas y aumentar la productividad de los cultivos
(Serrano, 2017).

Los agroguimicos han alcanzado un papel vital en el sector agricola debido al uso de estos
productos (pesticidas y fertilizantes) no sélo han brindado solucion a las pérdidas causadas
por las plagas en la produccién agricola, sino que ademas han incrementado la produccién
de cultivos haciéndole frente a los problemas de seguridad alimentaria que se vive en
diferentes partes del mundo (Popp et al., 2013; Villacrés, 2014; Devendar y Yang, 2019).

Se ha evidenciado que el uso de pesticidas y fertilizantes proporcionan multiples beneficios
al sector agricola por lo que se considera que los agroquimicos son una herramienta valiosa
para mantener y mejorar el rendimiento en los agroecosistemas (Popp et al., 2013; Devendar
y Yang, 2019), sin embargo, los beneficios se ven empafiados por los efectos negativos de
los pesticidas reportados en la salud humana y en el medio ambiente (National Research
Council, 2000).

Los sectores que mas contribuyen al crecimiento economico de Colombia son la ganaderia,
la mineria y el sector agropecuario (Bonilla et al., 2000). Este ultimo por la produccion de
alimentos, materias primas y generacion de empleos desempefia un papel importante en la
actividad economica, por tal razén el uso de plaguicidas ha tomado fuerza ya que constituyen
un elemento fundamental en el desarrollo de la agricultura (Bermeo-Lopez, 2014) (Tabla 1).

Tabla 1. Importacion de plaguicidas quimicos de uso agricola por tipo de control ingrediente
activo y pais de origen afio 2016. Tomado de: (Serrano, 2016)
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Ky
TIPO DE CONTROL INGREDIENTE ACTIVO PAIS DE ORIGEN INGREDIENTE ~ MATERIA PRODUCTO INGREDIENTE  MATERIA PRODUCTO
ACTIVD PRIMA TERMINADO ACTIVO PRIMA TERMINADO
Total FLUMETRALINA 3.156
FLUMIOXAZIN ESTADOS UNIDOS

Total FLUMIOXAZIN

FLUROXYPIR + FMCLORAM ALEMANIA

CHINA 920
Total FLUROXYPIR + PICLORAM 920
CHINA 3.000
. ESTADOS LINIDOS
FLUROXYPIR METYL FRANCIA 23,040
ISRAEL 20.800
Total FLUROXYPIR METYL 3.000 43840
ALEMANIA 9.600
FOMESAFEN BULGARIA 6304
PANAMA 23,800
Total FOMESAFEN 9,600 30.104
HERMSODA BRASIL 3.825 500
CHINA 24000 1254000 172320 678600 1787300
GLEOSATO ESTADOS UNIDOS
PANAMA 6.200
VARIOS 1,320,000
Total GLIFOSATO 24000 2574000 172320 4504100 1793500
ALEMANIA 98,400
GLUFOSINATO DE AMONIO CHINA 12.000 45.204
INDLA 35,605
Total GLUFOSINATO DE AMONIO 98,400 12.000 20,800
HEXAMETILENDIAMINA RUSIA 211.000
Total HEXAMETILEMDIANINA 211.000
HEXAZINOMA VARIOS 1647
Tatal HEXAZINONA 1.647
HEXAZINOMA + DIURON BRASIL

1.1.2 Glifosato y composicion quimica

El glifosato (GP), (N-fosfonometil glicina), es un herbicida sistémico, no selectivo de amplio
espectro, el cual se ha usado para el control de plantas anuales y perennes, ejerce su accion
mediante la inhibicién de la sintesis de aminoacidos arométicos tales como el triptéfano,
fenilalanina y tirosina en las plantas por lo tanto suprime la enzima de la via del shikimato
inhibiendo el crecimiento de estos organismos, esta via (acido shikimico) est4 ausente en
mamiferos, peces, aves, reptiles, anfibios e insectos por lo que se esperaba que el glifosato
no afectara a estos organismos, sin embargo, hay estudios que evidencian alteraciones en
varios organismos que no eran la especie objetivo (WHO, 1994; Kaczewer, 2002; Williams
et al., 2000; Haney et al., 2002). Las plantas acumulan estas sustancias en los tejidos de la
raiz y al liberarlas a la rizosfera pueden descomponerse y ser absorbidas por otra planta
provocando dafios en el desarrollo y crecimiento de individuos cercanos (Martinez et al.,
2018).

El GP se considera un pesticida organofosforado toxico y persistente en el ambiente, el
glifosato extendiéndose a ecosistemas y organismos terrestres y acuaticos y afecta diversos
organismos porque modifica la estructura y funcionalidad de los ecosistemas (Salazar y
Madrid, 2011). El GP es una sal acida de clase Il de toxicidad, segun la clasificacion de la
EPA, lo que quiere decir que es moderadamente toxico y aun asi su uso ha aumentado y de
manera irresponsable (Duarte et al., 2003).

Las presentaciones comerciales de GP son una mezcla del ingrediente activo (GP) y POEA,
un surfactante que aumenta la eficiencia de este pesticida en campo (Mafias, 2010). El
surfactante comunmente utilizado a nivel global es polioxietilenamina (POEA) en
concentraciones que varian entre un 6-18% ya que se le atribuye que mejora la solubilidad
de GP y ademas facilita la difusion de este ingrediente activo a traves de la superficie de la
planta (Eslava-Mocha et al., 2007; Mafias, 2010; Rondon-Barragan et al., 2012).
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La metabolizacion del GP segun Mafias (2010), se debe principalmente a los
microorganismos que se encuentran en el suelo, dando origen a aproximadamente seis
productos de degradacion, entre estos productos el de mayor importancia es el AMPA,
considerado el principal metabolito ambiental del GP.

En trabajos expuestos por Servizi et al. (1987), se determind que el efecto combinado de GP
con alguno de sus surfactantes como POEA o Cosmo-flux 411F, es mucho mas toxico que
el GP mismo (Duarte et al., 2003; Eslava-Mocha et al., 2007).

En Colombia, el GP se utiliza ampliamente en la agricultura para control de arvenses y
erradicacion de la coca y la amapola (Solomon et al., 2007). Sin embargo entre el 10 al 14%
se utiliza para el programa de erradicacion y entre el 76 al 90% se destina para usos
agricolas (Nivia y Sanchez, 2001; Solomon, 2005).

1.1.3 Efecto del glifosato en organismos acuaticos

Las presentaciones comerciales de GP que contienen como surfactante POEA han
demostrado ser mas toxicos en los organismos acuaticos que en los terrestres (Prosser et
al., 2017; Vilca et al., 2018).

En estudios adelantados por Zhang et al. (2017), determinaron que el GP puro a una
concentracion de 0,01 mg/L afectd las neuronas motoras primarias del pez cebra (Danio
rerio) lo que se evidencié en movimientos anormales como nado en reversa; ademas Roy et
al., (2016) concluyeron que a concentraciones de (50 mg/L) de una formulacion clasica de
Roundup®, habian alteraciones significativas en el desarrollo del cerebro anterior, el
mesencéfalo y dafio ocular.

Otro caso de estudio realizado por Kreutz et al.,, (2011), evaluaron los parametros
hematoldgicos y naturales del tejido conectivo de alevinos del silurido (Rhamdia quelen) que
han sido expuestos a concentraciones subletales (10% de la CL 50-96 h) de glifosato (N-
phosphonomethyl glycine, 360 mg/L), este estudi6 demostré habia una reduccion
significativa en eritrocitos, trombocitos, leucocitos y linfocitos totales en contraste con un
aumento significativo en el nUmero de células circulantes inmaduras por lo que llegaron a la
conclusién de gue el agua contaminada por GP contribuye a alterar los parametros de las
células sanguineas y a reducir la actividad de los componentes del sistema inmune naturales
importantes para mediar la resistencia de los peces a los microorganismos u otros agentes
infecciosos.

Ensayos realizados por Sandrini et al., (2013), se homogeneizaron y preincubaron muestras
de tejido (cerebro y musculo) de pez cebra (D. rerio) y branquias y musculo de mejillon
marron (Perna perna) que han sido expuestos a diferentes concentraciones de GP para
determinar la actividad de la colinesterasa, los resultados de este estudio sefialaron que las
concentraciones de GP que inhiben el 50% de la actividad de la colinesterasa (CL 50) vario
de 0.62 Mm para musculo de P. perna a 8.43Mm para cerebro de D. rerio concluyendo asi
que el GP inhibe la actividad de esta enzima y que ademas la colinesterasa del mejillon
parece ser mas sensible a la exposicion al GP que la de los peces D. rerio. Los pesticidas lo
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cual da origen a la acumulacion de acetilcolina en la hendidura sinaptica y estimula
excesivamente el Sistema Nervioso Central (SNC), siendo este mecanismo el responsable
de la toxicidad aguda en organismos acuéticos, el alto grado de toxicidad de los compuestos
organofosforados se debe a la fosforilacion irreversible del GP seguido de la inhibicion de la
enzima acetil-colinesterasa (Carmona, 2003; Toro-Osorio et al., 2017)

Otro estudio realizado por Li et al., (2017), evaluo la toxicidad de un herbicida a base de GP
(Nongteshi®), en peces ornamentales (Carassius auratus) después de una exposicion de 90
dias, ellos recolectaron tejidos de cerebro, rifidn e higado y los sometieron a andlisis
metabodlico basados en RMN e inspeccion histopatologica, ademas recogieron plasma y
midieron los indices bioquimicos en sangre de AST, ALT, BUN, CRE, LDH, SOD, GSH-Px,
GR y MDA, obteniendo como resultado que existen perturbaciones significativas en el estrés
oxidativo, el metabolismo energético, el metabolismo de los aminoacidos y el metabolismo
de los nucledsidos en estos peces, se evidencié que la exposicion al GP interferia en el
metabolismo de los Aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) y Aminoacidos aromaticos
(AAA), desencadenaba la sobreproduccion de especies reactivas de Oxigeno (ROS) y el
estrés oxidativo y produciendo asi un dafio en el metabolismo de los nucleésidos.

Un estudio realizado por Spésito y Moltedo (2016), evalué el efecto toxico agudo y crénico
in vitro de GP de amonio (TryGlif) sobre especies que ocupan diferentes niveles tréficos y
ambientes fisicos, entre ellos zooplanctonicos como la pulga de agua (Daphnia magna) y
se concluyé que esta especie present6 valor de CL50 de 9.59 mg/L lo que implicé variacion
en importantes procesos en el desarrollo de esta especie.

Un estudio realizado por Menéndez-Helman (2013), evalud los impactos del GP en dos
especies no blanco (peces): madrecita de agua (Cnesterodon decemmaculatus) y pejerrey
(Odontesthes bonariensis). Los resultados arrojaron que el PMG (N-fosfonometilglicina) no
presenta un nivel significativo de toxicidad letal aguda (CL50-96h > 100 mg/L) para C.
decemmaculatus, pero se obtuvo que la toxicidad de un formulado de PMG es
significativamente mayor (CL50-96h = 29 mg/L); este toxicidad provoc6 un aumento en la
actividad de catalasa e inhibicion de la actividad de acetilcolinesterasa, por otro lado, en O.
bonariensis disminuyé significativamente la Carga Energética de Adenilatos (CEA) en
higado y musculo, las branquias de ambas especies, fueron examinados por microscopia
electrénica de barrido (MEB) encontrando alteraciones ultraestructurales como hipertrofia
celular.

Algunas formulaciones pueden ser mas téxicas para peces y otras especies acuaticas como
anfibios debido a diferencias en cuanto a toxicidad entre sales y acidos o a surfactantes
utilizados en la formulacién (Duarte et al., 2003), por lo tanto se presentan los siguientes
datos:

Tabla 2. CL50 para diferentes especies expuestas a GP, a diferentes formulaciones
comerciales de GP, a surfactantes y metabolito principal de GP. Tomada de: (Nescovik et
al., 1996; Monheit, 2003; Sandrini et al., 2013).
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Compuesto Especie | CL50 (concentracién
letal 50) (mg/L)
Peces 5-26*
~ Trucha arco iris | 8.2-27 (NOELS = 6.4)**
Roundup® (Oncorhynchus mykiss)
' Carpa comiin (Cyprinus carpio) ' 15-26***
| Invertebrados ' 45-37 ppm*
Peces ' =1.000 ppm*
Rodeo® | Carpa (Cyprinus carpio ) | '600-1400 ppm***
Pulga de agua (Daphnia magna) 930 ppm*
Accord® | Peces . =1.000 ppm*
'Pulga de agua (Daphnia magna) | 930 ppm*
Glifosato ' Trucha arco iris ' 140 - 240**
_ (Oncorhynchus mykiss)
AMPA Trucha arco iris ’ 520**
(Oncorhynchus mykiss)
POEA¢ | Trucha arco iris ' 0.65 — 7.4**

(Oncorhynchus mykiss)

Los anfibios presentan gran interés para la realizaciébn de trabajos de investigacion en
toxicologia por sus notables caracteristicas anatOmicas, fisioldgicas, reproductivas y
ecoldgicas que ofrecen multiples posibilidades de estudio en diferentes disciplinas.

La palabra ‘anfibio’ significa ‘vida doble’ lo que hace referencia a su ciclo de vida que incluye
una parte acuatica y otra terrestre y es esta caracteristica la que clasifica a los anfibios como
organismos mas vulnerables a diferentes perturbaciones (Mattoon, 2000) y por lo tanto, son
excelentes modelos de estudio.

1.1.4 Los anfibios como bioindicadores de contaminacion ambiental y
modelos de estudio en ecotoxicologia

Los bioindicadores estan definidos como organismos que brindan informacion acerca de las
condiciones de calidad del ambiente y son estratégicos para determinar con mayor claridad
los efectos de los contaminantes que pueden llegar a afectar algun de la cadena trofica
(Campbell y Campbell, 2002; Alkorta et al., 2003; Moreno et al., 2006).

Los anfibios son tomados como bioindicadores de contaminacion ambiental debido a las
numerosas caracteristicas que poseen, este grupo entre esas caracteristicas se conoce que
estos organismos poseen una dependencia muy alta al medio donde viven por lo tanto sus
migraciones (si se presentan) son de poca distancia o no se conocen, la permeabilidad
cutdnea que es mas evidente en la parte ventral, huevos sin cascara. Los anfibios presentan
un ciclo de vida bifasico, es decir, son organismos dependientes del medio acuatico y
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terrestre (Blaustein et al., 2003).

Los anfibios son un grupo amenazado y con tasa de extincion alta de especies, por factores
entre los que se destacan: la pérdida de habitat, contaminacion ambiental, cambio climatico,
incremento en la radiacion UV-B, aumento de uso de fertilizantes, metales pesados y
contaminantes quimicos como plaguicidas (Brodeur et al., 2014; Svartz, 2014) siendo la
actividad agricola y la acuicultura son los factores de riesgo principales para los anfibios
segun la lista roja de especies amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion
de la Naturaleza (UICN), (2013) (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de especies de anfibios amenazadas segun distintos factores. Tomada
de: (IUCN, 2013).

Este grupo se caracteriza por actuar como controlador biologico en diversos ecosistemas
desempeiiando un papel fundamental en control de plagas de diferentes cultivos lo cual,
involucra su permanencia en areas con constante riego de Agroquimicos y los hace
excelentes modelos de estudio para los efectos postexposicion (Peltzer et al., 2010).

En cuanto a los anfibios como modelos de estudio en toxicologia, hay experimentos bajo
condiciones de laboratorio donde se han evaluado el efecto del glifosato en condiciones
naturales controladas de Roundup® Activo en diferentes familias de anfibios (Bufonidae:
Rhinella marina, R. Humboldti; Hylidae: Hypsiboas crepitans; Leptodactylidae: Engystomops
pustulosus) donde los resultados exponen que la mortalidad de estos individuos es mayor
cuando estan expuestos a herbicidas en condiciones de laboratorio (Henao-Mufioz et al.,
2013) esta diferencia de efecto se debe a que la capa vegetal ayuda en el proceso de
degradacion del Roundup® (Henao-Mufoz et al., 2015).
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Los autores anteriormente mencionados encuentran que en condiciones de laboratorio y
natural, la especie mas tolerante es Engystomops pustulosus y la mas sensible es Rhinella
marina, con cambios en el tamafo corporal y retraso en el desarrollo de los individuos, estos
resultados permiten suponer que el efecto del glifosato en otras especies sera mas evidente
ya que las especies evaluadas de la familia Bufonidae, es decir, los que presentan la piel
mMAs gruesa, que se supondria hace los especimenes menos susceptibles (Henao-Mufioz et
al., 2013).

En un trabajo realizado con larvas de ranas australianas (Crinia insignifera, Heleioporus
eyrei, Limnodynastes dorsalis, y Litoria moorei), los autores evaluaron el efecto del glifosato
en forma de sal acida de isopropilamina en larvas y adultos de ranas encontrando variacion
a través de las especies, siendo la especie de L. moorei la mas afectada, ellos también
proponen que el estado larval es mas sensible al glifosato que los estadios adultos (Mann et
al., 2009). Luego, al estudiar las larvas de Scinax nasicus expuestas a Roundup® se hallaron
malformaciones externas como deformidades de craneo, boca, ojos, cola y alteraciones en
el esqueleto hiobranquial de las larvas (Lajmanovich et al., 2003).

Se han hecho estudios del efecto del glifosato en las larvas y adultos de anfibios de
diferentes familias, sin embargo, los trabajos son escasos 0 presentan resultados de
mortalidad sin determinar alteraciones histopatolégicas (Bustos, 2012).

1.1.5 Impacto de agroquimicos en Anfibios

Se ha reportado que los pesticidas afectan de manera negativa diferentes organismos desde
microorganismos hasta vertebrados superiores (de Arcaute et al., 2020). Estas sustancias
afectan el medio ambiente debido a que los residuos quedan en el suelo y por escorrentia
pueden llegar a ecosistemas acuaticos (Martinez y Cruz, 2009) afectando a los anuros por
ser un taxén que posee diferentes etapas de vida, es decir, en su fase acuatica (huevos
embriones, renacuajos) y de adultos, los cuales pueden verse afectados frente a otras
problematicas por una exposicién crénica causando impactos negativos en la salud de la
poblacién (Greulich y Pflugmacher, 2003; Larramendy, 2017).

Actualmente hay diferentes trabajos que exponen consecuencias del uso de agroquimicos
(pesticidas y fertilizantes) en el medio ambiente, sin embargo, sin embargo, se desconoce si
la exposicidn y la sensibilidad de los anfibios terrestres son comparables a la exposicion y la
sensibilidad de mamiferos y aves (Brihl et al., 2011).

La disminucién global de anfibios se ha atribuido especialmente al hongo Batrachochytrium
dendrobatidis (Bd) que causa la enfermedad Quitridiomicosis (Daszak et al., 2003; Stuart et
al., 2004) sin embargo, diferentes autores exponen otras causas que promueven el declive
poblacional de anfibios (Brodeur et al., 2014; Svartz, 2014).

La exposicion a pesticidas tiene consecuencias negativas para los anfibios en sus etapas
embrionarias acuaticas, larvales, durante y después de la metamorfosis (Van Meter et al.,
2019). Se ha demostrado que el efecto de la constante exposicion de pesticidas en anfibios
generan deformidades, desarrollo lento o nulo, perturbacion endocrina e inmune, aumento
de la susceptibilidad y la muerte (Baker et al., 2013).
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Estudios in vitro de Brihl et al., (2011) demostraron que en anfibios existe una significativa
absorcion cutanea de productos quimicos ademas el paso percutaneo es mayor en anfibios
que en mamiferos que causa la inhibicién de la produccion de colinesterasa, generando
movimientos erraticos, cambios drasticos del peso corporal, por una baja o nula alimentacion
y finalmente pueden ocasionar la muerte como consecuencias a exposicion de pesticidas en
anfibios juveniles y adultos (Bruhl et al., 2011).

Se ha registrado que tan solo una aplicacion de pesticida influye en la migracién de
individuos por especie coincidentes (1 al 87%) y causa variaciones en las densidades
poblacionales y reproduccion (Lenhardt et al., 2015; Van Meter et al., 2019) es importante
resaltar que existen especies con bajas tasas de migracion lo que las hace especies
susceptibles con una mayor vulnerabilidad.

Un estudio de campo de Allran y Karasov, (2000) demostro6 que el herbicida Atrazina permitié
la abundancia de trematodos en estadios larvarios en Lithobates pipiens, estos trematodos
con debilitantes cutaneos en anfibios incrementando entre un 51 y 74% la abundancia de
estos parasitos porque permite huéspedes intermedios como algas y caracoles y al mismo
tiempo provoca una inmunosupresion en renacuajos y adultos de L. pipiens.

1.1.6 Alteraciones histopatoldgicas en anfibios por exposicidon a herbicidas

Un estudio realizado en Argentina por Bach et al. (2018) comparo histolégicamente efectos
subletales de la formulacién de glifosato Roundup Ultramax® y el ingrediente activo de
glifosato en higado de renacuajos de Leptodactylus latrans cominmente conocidos como
rana criolla o rana sapo llanera, las concentraciones evaluadas fueron (0.37 mg a.e./L) y de
glifosato (3 mg/L), encontrando que la exposicion a Roundup Ultramax® incrementd de
manera significativa el numero de células melanomacrofagicas y centros
melanomacrofagicos, las lesiones histolégicas fueron descritas como lipidosis y congestion
hepatica.

Otro estudio expuesto por Pérez-Iglesias et al., (2016) demuestra que al exponer individuos
de Leptodactylus latinasus a concentraciones de glifosato puro de 100, 1000, y 10,000 ug g
1 el higado incrementa el area de melanina desde la concentracion mas baja, cambia la
ocurrencia de pigmentos de catabolismo hepatico en melanomacrofagos, hay
hipervascularizacion hepéatica, vacuolizacion del citoplasma de hepatocitos y se promueven
las anormalidades nucleares de los eritrocitos desde la concentracion mas baja. El glifosato
altera la respuesta de los diferentes pigmentos hepéticos (melanina, hemosiderina y
lipofuscina) y esto se puede asociar con la respuesta de melanomacréfagos con los cambios
ambientales y las caracteristicas fisiol6gicas de cada especie (Pérez-Iglesias et al., 2016),
este aumento en los pigmentos de melanomacréfagos se ha evidenciado en peces y anuros
y se vinculan a una funcion protectora y de detoxificacion contra el glifosato (Pascoli et al.,
2011).

En Norte América Fuentes et al., (2011), han evaluado la toxicidad de dos formulaciones de
glifosato (Roundup® 1.80 a 4.22 mg de equivalente de acido (a.e) / L y Roundup®
WeatherMAX1 1.96 a 3.26 mg de a.e / L, en seis especies de anuros; rana toro (Rana
catesbeiana), rana verde, (R. clamitans), rana leopardo del sur (R. sphenocephala), rana
leopardo del norte (R. pipiens), sapo de Fowler (Bufo fowleri), y la rana arborea gris de Cope
(Hyla chrysoscelis), estas especies fueron seleccionadas debido a la coincidencia de su
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época reproductiva en estaciones con aplicaciones de herbicidas, los valores de LCso
determinaron que las especies mas sensibles a exposiciones de Roundup® WeatherMAX
fueron H. chrysoscelis y R. clamitans, mientras que R. catesbeiana y B. fowleri fueron mas
sensibles a la formulacién original (Roundup®).

En Colombia se combina el Roundup® Activo con Cosmo-Flux®411F para aumentar la
penetracion y la actividad del herbicida y asi facilitar la erradicacion de cultivos ilicitos
(Solomon et al., 2005). Henao et al., (2015) evaluaron los efectos téxicos y subletales agudos
en el desarrollo embrionario, tamafio y rendimiento natatorio en renacuajos de especies
Colombianas: Rhinella humboldti, Engystomops pustulosus, Hypsiboas crepitans y Rhinella
marina. En este estudio se determind que los embriones y los renacuajos de E. pustulosus
eran los mas resistentes a la aplicacion de la mezcla de Roundup ® Activo y Cosmo-Flux ®
411F (CLso = 3.904 pg a.e / L; ClLso = 2.799 pg a.e / L) mientras que los embriones y los
renacuajos de H. crepitans mostraron la mayor sensibilidad (LCso = 2.203 pug a.e / L; LCso =
1.424 pg a.e / L, respectivamente), sin embargo, al evaluar efectos en microcosmos no se
encontré toxicidad ni se observaron respuestas subletales en los embriones y renacuajos de
las especies evaluadas.

Los estadios tempranos de anfibios presentan branquias que se ven afectas por los
tensioactivos como lo evidenciado en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), porque
formulaciones de glifosato y sus tensioactivos causan lisis en las células epiteliales
branquiales y afectan la capacidad de las branquias para mantener el equilibrio osmético en
diferentes organismos acuéticos (Edginton et al., 2004; Henao et al., 2015).

En el afio (2020) Arcaute et al.,, evaluaron efectos toxicos agudos e interacciones
predominantes de diferentes presentaciones de glifosato o0 (100.0, 820.0 y 2.0 mg/L) de GLY,
DIC (glifosato-dicamba) y GLY-FLC (glifosato- flurocloridona) contenidos en Credit®,
Banvel® y Gold® en renacuajos de Rhinella arenarum, encontrando que las combinaciones
de GLY-DIC (glifosato-dicamba) y GLY-FLC (glifosato- flurocloridona) tienen efectos letales
en estos organismos y sefialan que es necesario andlisis adicionales que incluyan efectos
reales de mezclas de GP, efectos genotdxicos y bioquimicos.

1.1.7 Tejido Epitelial en Vertebrados (anfibios)

El tejido epitelial o piel recubre la superficie del cuerpo, reviste cavidades corporales y forma
glandulas; el epitelio se puede describir como simple, estratificado, plano 0 escamoso,
cubico y cilindrico (Ross y Pawlina, 2013). Este tejido esta conformado por tres capas: la
epidermis, dermis e hipodermis, siendo la epidermis (Fig. 2) la capa mas superficial cubierta
por diferentes estratos (Velasquez et al, 2008).
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Figura 2. Estructura de la epidermis y su division por estratos. Tomado de: (Velasquez et
al, 2008).

La dermis esta formada por tejido conjuntivo que se adhiere a la epidermis y contienen
células glandulares (mucosas y serosas) y células pigmentarias (Ross y Pawlina, 2013). En
anfibios, la dermis es la capa que le confiere caracteristicas Unicas a estos organismos y
puede estar influenciada por el periodo estacional, factores ambientales, oferta de alimento
0 por presencia de células pigmentarias que se encuentre en la region dérmica compacta
(Felsemburg y De Brito-Gitirana, 2008).

Finalmente la capa hipodermis que se caracteriza por ser la capa mas profunda del tejido
tegumentario con tipos celulares como fibroblastos, células adiposas y macréfagos (Ross y
Pawlina, 2013).

1.1.8 Generalidades y biologia de la Rana Sabanera (D. molitor)

Esta especie es reconocida como la rana altoandina neotropical ya que es endémica de los
Andes Orientales de Colombia y es posible obtener registros de abundancia (Guarnizo et al.,
2014) en cuerpos de agua permanentes y lénticos (Pinto-Erazo et al., 2016), habita en la
Cordillera Oriental de Colombia y Cordillera de Mérida en Venezuela. D. molitor se ha
registrado en los departamentos de Cundinamarca y Boyaca, es decir, entre 2000 y 3600
m.s.n.m. Esta especie cuenta con una amplia variacion de tamafio corporal llegando a tener
desde 29 a 55 mm de longitud dorso-cloacal, su coloracion puede ir desde marrén, marron
con manchas verdes, verdes con lineas oscuras o manchas negras (Figura 3) (Amézquita,
1999), también presentan dimorfismo sexual donde las hembras son mas grandes que los
machos, su reproduccion se lleva a cabo en cuerpos de agua lénticos rodeados por
pastizales y arbustos (Guarnizo et al., 2012).

Esta especie mantiene una estrecha asociacion con areas altamente perturbadas
antropogénicamente y se distribuye a lo largo de un amplio gradiente altitudinal (1950 a 3600
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msnm), sin embargo, se ha visto amenazada por las constantes aplicaciones de pesticidas
(Relyea, 2005). D. molitor es un modelo ideal para estudiar el nicho futuro relacionados a
cambio climético global y actividad antropogénica siempre y cuando se considere que su
presencia esta condicionada por la existencia de lagunas o charcas (naturales y artificiales),
y estos cuerpos de agua estén libres de contaminantes (Guarnizo et al., 2009; Guarnizo et
al., 2014).

Figura 3. Variacion en el patrén de coloracién en D. molitor. Tomado de: (Guarnizo et al.,
2014)

Los renacuajos estan presentes durante todo el afio debido a sus factores fisioldgicos
especializados para temperaturas bajas y fluctuantes (Navas, 2006), esta especializacion
hace de D. molitor un modelo de estudio adecuado para la caracterizacion histomorfologica
completa en las condiciones actuales y asi permitir reconocer cambios histomorfométricos
relacionados al uso de la tierra y contaminantes (Pinto-Erazo et al., 2016).

Esta especie en principio fue registrada como uno de los representantes del Género Hyla y
su nombre ha cambiado a lo largo del tiempo de la siguiente manera:

Hyla molitor (Schmidt, 1857)

Hyla labialis (Peters, 1863)

Hyla molitor marmorata (Schmidt, 1857)

Hyla molitor (Nieden, 1923)

Hyla molitor (Savage y Heyer,1969)

Hyla molitor (Duellman, 1970)

Hyla molitor molitor (Cochran y Goin, 1970)
Hyla labialis (Duellman, 1977)

Hyla molitor (Duellman, 1977)

Hyla labialis (Ruiz-Carranza et al., 1996)

Hyla molitor (Duellman, 2001)

Dendropsophus labialis (Faivovich et al., 2005)
Dendropsophus labialis (Guarnizo et al., 2012)
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e Dendropsophus luddeckei (Guarnizo et al., 2012)

Actualmente la taxonomia segun Jungfer, (2017) de esta especie es Reino: Animalia, Filo:
Chordata, Clase: Amphibia, Orden: Anura, Familia: Hylidae, Genero: Dendropsophus,
Especie: Dendropsophus molitor (Schmidt, 1857).

1.1.9 Tablas de desarrollo embrionario de anfibios/D. molitor

Las tablas de desarrollo embrionario son especialmente necesarias para aquellas especies
de animales que se emplean con mayor frecuencia en investigacion como los anfibios
(Sarria-Rendon, 2010) porque permiten establecer diferentes etapas de desarrollo indicando
el grado de madurez del embrion (Balinsky, 1983).

Tabla 3. Desarrollo embrionario de la rana sabanera D. molitor a una temperatura de 29° C
Tomada de: (Sarria-Rendon, 2010).

Numero Tamaiio
del Tiempo entre | Edad total en promedio del
estadio Nombre del estadio cada estadio horas embrion. mm

1 Oocito sin fertilizar 0.00' 1.32

2 Oocito fertilizado 0.4 0.4 1.44

8 Blastula media 4.03' 4.07 1.68

9 Blastula tardia 217 6.20' 1.72
10 Gastrula temprana 4.008 10.20' 1.9
11 Gastrula media 6.10' 16.30 1.94
12 Gastrula tardia 7.07T 2337 1.98
13 Placa neural 33 2510 2.02
14 Pliegue neural 1.55' 27.05' 2.04
15 Tubo neural 1.15' 28.200 2.6
16 Boton caudal 3.00 320 3.34
17 Contraccion muscular 11.000 42.200 5

18 Latido cardiaco 6.25' 4845 5.1
19 Circulacion branquial 6.35' 55.20 5.24
20 Apertura de boca 17.45' 73.05' 5.9
21 Circulacion caudal 19.55 93.00 6.92
22 Pliegue opercular 9.30 102.30' 6.96

Cierre del operculo
23 derecho 13.50 116.20' 8.2
Cierre del opérculo
24 completo 15.40' 132.00 9.3
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Segun Gosner (1960), existen 46 estadios que comprenden todo el desarrollo embrionario
de anfibios desde el oocito sin fertilizar hasta el estadio metamorfo completamente maduro,
a continuacion (Figura 3 y 4) se presentan los estadios y sus eventos principales.
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Figura 4. Eventos importantes a partir del estadio 25 hasta el estadio 41 (etapa final larva).
Tomado de: (Gosner, 1960).
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Figura 5. Eventos importantes a partir del estadio 42 hasta la 46, individuos metamorfos.
Tomado de: (Gosner, 1960).

1.2 Metodologia para larevisién
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Para responder interrogantes que se derivan de las teméticas propuestas para esta revision
se hizo un mapeo de diversos articulos cientificos relacionados con ecotoxicologia
reconociendo los diferentes enfoques de estudio. Las bases de datos usadas fueron
SCOPUS, Scielo, ScienceDirect y Springer. Esta busqueda se hizo entre marzo 2020 y
octubre de 2020.

1.3 Discusion

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), (2000),
expone que cada persona alcanza una ingesta diaria aproximada de 2700 kcal, esta
situacion hace que el acceso a los alimentos se convierta en una gran problematica y por
ello, la agricultura se convierte en el eje central de la economia mundial (Bustos, 2012).

En los ultimos afos la actividad agricola se ha dedicado a incrementar el rendimiento de los
cultivos lo que ha permitido una produccion masiva y uso de sustancias quimicas con el fin
de combatir diferentes enfermedades (Reyes et al., 2003). Esto no solo representa un
problema por la constante adicion de sustancias quimicas al ambiente, sino también a que
esta actividad solo es posible en grandes extensiones de tierras para satisfacer la demanda
del consumo humano lo que ocasiona pérdida y fragmentacion de habitat para especies
terrestres y acuaticas (Brodeur et al., 2014).

Los productos utilizados para erradicar o inhibir la actividad de un organismo son los
plaguicidas. Martinez y Cruz (2009), exponen gue los plaguicidas no solo representan un
problema en la Salud Publica mundial debido a que las intoxicaciones relacionadas con
estos productos son mas frecuentes en paises en desarrollo, sino que también afectan al
ambiente porque los residuos quedan en el suelo y por escorrentia llegan a ecosistemas
acuaticos por lo que los organismos presentes en estos son susceptibles a exposiciones de
plaguicidas (Yafez et al., 2002; Dung et al., 2012; Solomon, 2005).

Uno de estos pesticidas y especificamente el herbicida de glifosato, explica Sicard (2005),
tiene una persistencia mayor en tierra que en cuerpos de agua, sin embargo, mezclas como
Roundup (que contienen glifosato y surfactante), es decir, se le suma otro aditivo téxico como
(POEA), resultan ser mas peligrosas que el principio activo (Murtaza y Stallings, 2001), se
ha demostrado que la POEA que se encuentra en el Roundup® Activo interfiere con la
respiracion cutanea de las ranas y la respiracion branquial en renacuajos (Henao et al.,
2015). Ademas, la toxicidad de esta mezcla es mas peligrosa en ecosistemas acuaticos y no
solo esta limitada a anfibios sino también a insectos, peces e invertebrados (Georgieva et
al., 2018).

Existen estudios de anfibios en estadios larvales ya que son mas sensibles a algin cambio
en las condiciones del medio en que habitan (Hayes et al., 2010), sin embargo, estos
estudios no muestran alteraciones histopatolégicas en 6rganos de interés toxicoldégico como
la piel (Mann et al., 2009).

Los anfibios que se reproducen en campos agricolas estan expuestos a niveles altos de
fitosanitarios y pueden sufrir consecuencias a nivel poblacional, ademas, poseen una piel
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altamente permeable que los hace mas susceptibles que otros vertebrados a las variaciones
ambientales (Carabio, 2017).

Actualmente se conocen diferentes estudios y posturas sobre los efectos del glifosato y sus
productos formulados sobre organismos acuaticos, ademas de variadas revisiones en
diferentes partes del mundo sobre el destino ambiental del mismo (Veiga et al., 2001;
Battaglin et al., 2005; Sorensen et al., 2006), sin embargo, son necesario estudios que
evallen los efectos histopatoldgicos en organismos expuestos a este herbicida. Estudios de
persistencia de glifosato en suelo Pérez-Iglesias et al., (2016) exponen la necesidad de
ampliar conocimiento a nivel histologico en anuros, la mayoria de estudios se enfocan en
concentraciones letales y pocos de ellos en concentraciones subletales sin tener claro
conocimiento de efectos sistémicos del glifosato.

En recientes estudios se ha encontrado que los anfibios son organismos apropiados para la
realizacion de ensayos de toxicidad por su papel en las cadenas troficas y porque estan
directamente afectados por los contaminantes que se puedan llegar a encontrar en cuerpos
de agua (Boyer y Grue, 1995; Svartz et al., 2012). Linder et al., (2003) exponen que los
anfibios son fisioldgicamente Unicos y ecoldégicamente importantes, pero en la actualidad
ninguna agencia regulatoria exige datos de toxicidad en los mismos, por lo cual la
determinacién de los efectos directos e indirectos de los agroquimicos en estos organismos
se considera una necesidad general de investigacion.

Se hace esta propuesta porgue en la actualidad se conoce poco respecto a la toxicidad y el
efecto de los pesticidas, como el Glifosato y sus formulaciones sobre este grupo de
organismos (Mann et al., 2009; Hayes et al., 2010; Brodeur, 2011). Aunque se ha reportado
que la toxicidad en los anfibios de algunos productos formulados de glifosato es mayor que
la del ingrediente activo (Brodeur, 2011).

Diversos estudios han demostrado que el glifosato y sus presentaciones comerciales es
adsorbido por los componentes del suelo, como arcillas, 6xidos de hierro y acidos humicos,
pero en Colombia solo hay un estudio de glifosato y su permanencia en el suelo y como
resultado se ha obtenido que la persistencia del mismo en suelos de bosque y cultivos puede
llegar hasta los 11000 dias, esto sin considerar algun efecto negativo en organismos
dependientes de estos ecosistemas (Cuervo y Fuentes, 2014).

1.4 Conclusiones

De esta revision se concluye que hay diversos trabajos que atribuyen efectos negativos en
diferentes organismos especialmente en anfibios al usar pesticidas cuyo producto activo sea
glifosato y sus diferentes presentaciones comerciales a las cuales se les adicionan
compuestos mas toxicos como los surfactantes; lo anterior demuestra que persiste la
necesidad de profundizar diferentes estudios toxicoldgicos para determinar con claridad
efectos ecoldgicos, bioguimicos, genéticos, fisiologicos e histopatoldgicos, especialmente en
especies nativas, que continuamente estan interactuando con estos xenobioticos.
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CAPITULO II. ESCRITO TRABAJO DE GRADO

Efecto toxicolégico de una presentacion comercial de glifosato (Roundup Activo®) en piel
de rana Sabanera (Dendropsophus molitor)

2.1 RESUMEN:

Colombia ha aumentado el rendimiento de los cultivos incrementando el uso de herbicidas
como el Glifosato (GP) y sus formulaciones comerciales como Roundup Activo®, con el fin
de controlar diferentes arvenses. Este uso ha afectado ecosistemas terrestres y acuaticos,
causando malformaciones en anfibios. La rana Sabanera (D. molitor) habita en la Cordillera
Oriental de Colombia, donde se hace uso de GP para el rendimiento de los cultivos
horticolas. Se realizdé un estudio histopatologico y morfométrico por MOAR del efecto de
concentraciones subletales de Roundup Activo® en el tejido tegumentario de la rana
neotropical D. molitor. Se evaluaron cuatro concentraciones (0, 1.4, 3.6 y 5.6 a.e mg /L) con
dos repeticiones por tratamiento. Se encontraron alteraciones histopatolégicas y
morfométricas en la piel de D. molitor concentracién dependiente, siendo mayor los dafios
en las concentraciones mas altas y presentando hipertrofia e hiperplasia en dermis,
melanoforos y cimulos de melanina y aumento en el nimero de glandulas mucosas. Se
concluye que a pesar de usar concentraciones, renacuajos de D. molitor presentan
alteraciones histopatolégicas que podrian afectar el adecuado desarrollo de los mismos.

Palabras claves: Herbicida, alteraciones histopatoldgicas, cdmulos melanina, MOAR.

2.2 ABSTRACT:

Colombia has increased crop yield by increasing the use of herbicides such as Glyphosate
(GP) and its commercial formulations such as Roundup Activo®, in order to control different
weeds. This use has affected terrestrial and aquatic ecosystems, causing malformations in
amphibians. The Sabanera frog (D. molitor) lives in the Eastern Cordillera of Colombia, where
GP is used for the performance of horticultural crops. A histopathological and morphometric
study was performed by MOAR of the effect of sublethal concentrations of Roundup Activo®
in the integumentary tissue of the Neotropical frog D. molitor. Four concentrations (0, 1.4, 3.6
and 5.6 a.e mg / L) were evaluated with two repetitions per treatment. Histopathological and
morphometric alterations were found in the skin of D. molitor concentration dependent, the
damage being greater in the higher concentrations and presenting hypertrophy and
hyperplasia in the dermis, melanophores and melanin clusters and an increase in the number
of mucous glands. It is concluded that despite using concentrations, D. molitor tadpoles
present histopathological alterations that could affect their proper development.

Key Words: Herbicide, histopathological alterations, melanin clusters, MOAR.
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2.3 Introduccién

En los ultimos afos la actividad agropecuaria se ha dedicado al rendimiento de los cultivos
lo que ha permitido el incremento de la produccion y uso de sustancias quimicas con el fin
de combatir diferentes plagas (Reyes et al., 2003). Esto no solo representa un problema en
cuanto a la constante adicién de sustancias quimicas al medio ambiente sino también a que
esta actividad solo es posible con proporciones grandes de tierras para satisfacer la
demanda del consumo humano lo que ocasiona una pérdida de habitat para especies
terrestres y acuéticas y por lo tanto una disminucion de su diversidad y abundancia (Brodeur
et al., 2014).

El glifosato (N-fosfonometil glicina, GP) es un herbicida sistémico, no selectivo de amplio
espectro que se usa para el control de plantas anuales y perennes y ejerce su accion
mediante la inhibicion de la sintesis de aminoacidos aromaticos tales como el triptoéfano,
fenilalanina vy tirosina al suprimir la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)
de la via del shikimato afectando el desarrollo de las plantas; esta via (acido shikimico) esta
ausente en mamiferos, peces, aves, reptiles, anfibios e insectos (WHO, 1994; Williams et
al., 2000; Haney et al., 2002; Kaczewer, 2002;)

En Colombia, el glifosato se utiliza ampliamente en la agricultura y para la erradicacion de la
coca y la amapola (Solomon et al., 2007). Solomon (2005) expone que del 10% al 14% es el
uso total para el programa de erradicacion y entre el 76% al 90% es destinado para aspersion
de cultivos agricolas, la desecacion de granos y madurante de la cafia de azucar (Nivia y
Sanchez, 2001).

Los pesticidas representan un problema de salud publica especialmente en paises en
desarrollo, alterando también el ambiente, puesto que los residuos quedan en el suelo y por
escorrentia o infiltracibn contaminan ecosistemas acuaticos, afectando los organismos
presentes en los mismos (Yafiez et al., 2002; Martinez y Cruz, 2009; Di Fiori et al., 2012;
Dung et al., 2012; Solomon, 2005, Martinez et al., 2018).

La persistencia de glifosato, es mayor en los suelos (de 60 hasta 360 dias) (EPA, 2003)
dependiendo de las propiedades moleculares del herbicida y las caracteristicas superficiales
adsorbentes del suelo (Calvet et al., 2005), mientras que en el agua presenta un tiempo de
persistencia 12 a 60 dias (Cox, 1995). El herbicida con mayor espectro y por lo tanto, el mas
usado en Colombia y el mundo es el Roundup® que contiene (glifosato y surfactante) (Kolpin
et al., 2006), es decir se le suma otro aditivo téxico como la Polioxietilamina (POEA), la cual
es mas téxica que el principio activo (Murtaza y Stallings, 2001). Se ha demostrado que los
surfactantes que se encuentran en las presentaciones comerciales de glifosato resultan ser
mas toxico en anfibios (Georgieva et al., 2018), peces (Eslava-Mocha et al., 2007), reptiles
(Menéndez, 2017) y mamiferos (Kriger et al., 2013; Ackermann et al., 2015). Los
surfactantes interfieren con la respiracién cutanea de las ranas y la respiracion branquial en
renacuajos y peces (Eslava-Mocha et al., 2007). Ademas, la toxicidad de esta mezcla es
mas peligrosa en ecosistemas acuaticos y no solo esta limitada a anfibios sino también a
insectos, peces e invertebrados (Sicard, 2005; Rosas-Castillo, 2012; Georgieva et al., 2018).

Los anfibios son un grupo amenazado y presentan las mayores tasas de extincion de
especies, no solo por la pérdida de habitat sino también por la contaminaciéon ambiental, el
cambio climatico, incremento en la radiacion UV-B, uso excesivo de fertilizantes y pesticidas
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(actividad agricola y acuicultura), metales pesados y enfermedades (IUCN, 2013; Brodeur et
al., 2014; Svartz, 2014).

Este grupo se caracteriza desempefia un papel fundamental en el control de plagas de
diferentes cultivos como: soja, maiz, arroz, platano, etc; por lo que estan continuamente
expuestos a agroquimicos convirtiéndolos en excelentes modelos de estudio para los efectos
postexposicion de diferentes xenobioticos (Peltzer et al., 2010; Svartz et al., 2012).

La Rana Sabanera (Dendropsophus molitor) habita en la Cordillera Oriental de Colombia y
Cordillera de Mérida en Venezuela, entre los 2000 y 3600 m.s.n.m. Presenta una amplia
variacion de tamafo corporal (29 a 55 mm de longitud dorso-cloacal), su coloracién varia
desde marrén, marrén con manchas verdes, verdes con lineas oscuras o0 manchas negras
(Amézquita, 1999), D. molitor exhibe un dimorfismo sexual donde las hembras son mas
grandes que los machos y su reproduccion se lleva a cabo en cuerpos de agua lénticos
rodeados por pastizales y arbustos (Guarnizo et al., 2012).

Al evaluar el efecto de diferentes concentraciones de glifosato en el producto Roundup
Activo® y Cosmo-Flux®411F bajo condiciones naturales y de laboratorio en diferentes
familias de anfibios: Bufonidae (Rhinella marina, Rhinella Humboldti), Hylidae (Hypsiboas
crepitans) y Leptodactylidae (Engystomops pustulosus), se encontré una mayor mortalidad
en condiciones de laboratorio que en microcosmos, siendo la especie mas susceptible R.
marina, presentando una disminucion del tamafio corporal y retraso en el desarrollo, esta
diferencia de efecto se debe a que la capa vegetal ayuda en el proceso de degradacion del
Roundup® (Henao-Mufioz et al., 2013). Pérez-Iglesias et al., (2016), demuestran que al
exponer individuos de Leptodactylus latinasus a concentraciones de glifosato puro de 100,
1000, y 10,000 ug g-1 el higado incrementa el area de melanina desde la concentracion mas
baja, cambia la ocurrencia de pigmentos de catabolismo hepatico en melanomacrofagos,
hay hipervascularizacion hepatica, vacuolizacion del citoplasma de hepatocitos y se
promueven las anormalidades nucleares de los eritrocitos. Estudios experimentales
realizados en peces como Piaractus brachipomus (Cachama Blanca) indican que, la
exposicion a diferentes dosis de agroquimicos provocan alteraciones tegumentarias como
hiperplasia e hipertrofia de células planas de la epidermis, alteraciones en las células
mucosas, infiltracion leucocitaria epidermal y acumulacion subepidermal de pigmentos
(Ramirez et al., 2009), este trabajo expone que estas alteraciones en epidermis de P.
brachipomus también pueden presentarse en otros organismo acuaticos, no obstante en
anfibios no se hallaron resultados de investigaciones similares ni analisis estructurales con
microscopia Optica de alta resolucion (MOAR) en tegumento expuesto a diferentes
concentraciones de glifosato.

La piel representa el limite entre las condiciones externas y la proteccién del organismo, asi
como la interaccion con el medio ambiente (Maldonado, 2017). La piel de los anfibios es
Gnica dentro de los vertebrados porque su permeabilidad es mayor por sus propiedades
estructurales como la presencia de glandulas mucosas, glandulas serosas y la
vascularizacion variable de la dermis (Kaufmann y Dohmen, 2016), es importante sefialar
que la respiracion cutanea es una de las funciones fundamentales del tegumento en los
anfibios porque garantiza proteccion ante infecciones, evita la desecacion y por lo tanto es
organo de gran interés toxicolOogico porque esta en contacto directo con el ambiente acuatico
y es un blanco primario de xenobidticos irritantes como presentaciones comerciales de
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glifosato (Duellman y Trueb, 1994). El tegumento esta formado por la epidermis (compuesta
por tres estratos: corneo, granuloso y germinativo), dermis que esta constituida por una capa
esponjosa (donde se sitlan las glandulas exocrinas) y otra capa compacta (compuesta
principalmente por fibras de colageno) y una tercera capa hipodermis que varia en
morfologia y localizacién segun estadios de los organismos y la especie (Azevedo et al.,
2005) Garcia et al., 2011; Mangione et al., 2011;)

Los estadios larvales en anfibios son més sensibles al glifosato que los estadios adultos
(Mann y Bidwell, 1999), sin embargo, hay pocos estudios en estadios larvales donde se
conocen alteraciones histopatolégicas en diferentes 6rganos, por lo general se conocen
resultados de mortalidad y retraso en el desarrollo de los organismos (Bustos, 2012).

Este es el primer trabajo que evalla el efecto del Roundup Activo® en la piel de una rana
neotropical en estadios larvales y con concentraciones subletales. Por lo anterior, el objetivo
de este trabajo es determinar las alteraciones histopatoldgicas y morfométricas en tejido
tegumentario de renacuajos de D. molitor, expuestos a diferentes concentraciones de
Roundup Activo®.

2.4  Materiales y Métodos

2.4.1 Areade estudio y material biolégico

Este trabajo se realizé en el Laboratorio de Fisiologia Animal y Embriologia, sede Cajica,
Colombia, de la Universidad Militar Nueva Granada, (4 °56 '37 "N -74°00"'35" W, 2560
msnm) con una temperatura promedio anual entre 12 y 19°C y humedad relativa del 88%.

Se capturaron 80 renacuajos de D. molitor de los reservorios de la Universidad Militar Nueva
Granada con el permiso Res N° 1198 otorgado por el Ministerio de Ambiente de Colombia a
la institucion mencionada. Los especimenes fueron aclimatados durante una semana de
acuerdo a estudios en otros anfibios neotropicales (Pérez-Iglesias et al., 2016; Riafio et al.,
2020). Los renacuajos se encontraban en la etapa de desarrollo 24 de Gosner (Gosner,
1960) y se alimentaron con tetra color type® (47.5% de proteina) ajustado al 2% de la
biomasa. Se mantuvieron parametros fisico-quimicos controlados (pH 7.2, temperatura 16
°C, nitrégeno amoniacal total (TAN) <0.5 mg/L, nitrito <0.5 mg/L y oxigeno disuelto (OD)
>5mgl/L.

2.4.2 Disefio Experimental

Se evaluaron los efectos del glifosato en tejido tegumentario de D. molitor en cuatro
tratamientos con dos repeticiones, las concentraciones subletales de glifosato usadas fueron
(0, 1.4, 3.6 y 5.6 mg/L) acido equivalente (a.e)/L presentes en la presentacion comercial
Roundup Activo® (Bayer Cropscience). La composicién de esta formulacion comercial es
363 g/L de glifosato acido equivalente a 446 g/L de sal de potasio de N-fosfonometil-glicina
y un tensioactivo que no es especificado por la multinacional.
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Un total de 10 individuos fueron analizados por tratamiento (N=80). Los organismos se
mantuvieron en sistemas semiestaticos con un volumen total de 4L de agua de grifo por
unidad experimental durante 40 dias. La calidad del agua (temperatura, pH, oxigeno disuelto,
nitrito, nitrégeno amoniacal total se control6 diariamente con un medidor de calidad de agua
multiparamétrico® Hanna y el kit de prueba Merck Spectroquant®. Los renacuajos se
anestesiaron y sacrificaron con benzocaina al 0.5%, siguiendo los protocolos de Bioética y
experimentacion en animales expuestos por AVMA (2013). Posteriormente se tomaron las
secciones de tejido tegumentario dorso-craneal y en la cola en perfil lateral (500um) (Fig. 1)
de cada individuo sacrificado, llevando el adecuado registro y rotulacion de las muestras
bioldgicas. Estas secciones se seleccionaron por la importancia fisiolégica y ecologica que
desempefian en el organismo, la seccion dorso-craneal con estructuras como el tejido
tegumentario que protege el cerebro, érgano vital y la seccién cola perfil lateral porque
permite una respuesta de escape ante depredadores y contaminantes, busqueda de
alimento o pareja.

Figura 1. Secciones de tejido tegumentario evaluadas en D. molitor. A. Seccion dorso-
craneal B. Seccidn cola perfil lateral.

2.4.3 Procesamiento para MOAR

Los tejidos se fijaron en glutaraldehido al 2,5% a 4°C durante dos dias, luego se lavaron con
solucién salina tampén fosfato y posteriormente se fijaron con tetradxido de osmio al 2%
(Riafo et al., 2020). Los procesos de deshidratacion se realizaron con concentraciones
crecientes de etanol (50%, 70%, 90% y 100%) usando bafios de 10 minutos, luego se hizo
cambio de alcohol acetona y acetona pura con bafios de 15 minutos y finalmente la
impregnacion se hizo con cuatro lavados de 1 hora en mezclas homogéneas de resina
Poly/Bed 812® y acetona en proporciones: 1:2, 1:1, 2:1 respectivamente; se realizé la
imbibicion en resina pura por una 1 hora y 30 minutos, seguido de la inclusion y
polimerizacion por 24 horas en estufa a 70°C (Piloni et al., 2016).

Se realizaron cortes transversales de 1 um de espesor con un micrétomo de rotacién Slee
Cut 4060® para cada corte se usoO la tincion azul de toluidina. Las secciones fueron
observadas y fotografiadas con un microscopio 6ptico (ZEISS®) equipado con una camara
digital Axiocam (ZEISS®). Alteraciones histopatolégicas en el tejido tegumentario de D.
molitor se describieron como cambio de espesor de las capas del tejido tegumentario
(epidermis, dermis y capa hipodérmica-muscular) (Brthl et al., 2011; Bernal et al., 2013;
Henao et al., 2015). Por individuo se procesaron 6 laminas con cortes separados 50um entre
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si, se procedi6 al montaje permanente de laminas por tratamiento con laminillas y Entellan®.
Por cada imagen se obtuvieron medidas del area de cada capa del tejido tegumentario
mediante el software Image J 1.48v (http: // imagej.nih.gov/ij/, 2013) (Gémez, 2013).

2.4.4 Andlisis estadistico

A todas las variables respuesta del espesor de las capas del tejido tegumentario (epidermis,
dermis e hipodermis) se les evalud el supuesto de normalidad por medio de la prueba
(Shapiro-Wilk) y se realizé un analisis de varianza ANOVA de una via y la prueba de Tukey-
Kramer (P < 0.05 error tipo 1). Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el
Software R 3.5.0 (R Core Team, 2018) (Zar, 2010).

2.5 Resultados

El tejido tegumentario de D. molitor se caracterizé por presentar epidermis, dermis,
hipodermis y tejido muscular (Fig. 2-5). La epidermis esta constituida por tejido epitelial plano
estratificado, esta capa a su vez se compone de diferentes estratos de los cuales se
identificaron el estrato corneo formado por células planas y anucleadas y el estrato basal
que esta formado por una capa de células cubicas en diferenciacién por lo que fue habitual
observar dos nucléolos (Fig. 2).

La dermis estaba subdividida en dos estratos, el laxo o esponjoso y el compacto (Fig. 2). En
el primero se observo tejido conectivo laxo y glandulas exocrinas multicelulares compuestas
por células mucosas, serosas y un estrato compacto que esta conformado por tejido
conectivo denso donde se encuentran distribuidas células pigmentarias como melanéforos
(Fig. 2-5). En la dermis de D. molitor se identificaron los tipos glandulares anteriormente
mencionados en todos los individuos evaluados con mayor numero de glandulas mucosas
que serosas (Fig. 3). Se observo una hiperplasia e hipertrofia de las células glandulares
especialmente en los tratamientos T2 y T3 (Fig. 3 y 4). En los tratamientos T3 y T4 se
evidencio un aumento de cumulos de melanina y melanéforos los cuales estaban ubicados
en los estratos de la dermis.

La hipodermis se caracterizd por ser la capa mas profunda del tejido tegumentario y ser la
mas delgada por lo que estaba estrechamente relacionada al tejido muscular esquelético.
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Figura 2. Tejido tegumentario de D. molitor correspondientes al tratamiento 1 (T1: 0 mg/L). Se observa epidermis (Ep), capa cérnea
(El), estrato compacto (Ec), hipodermis-tejido muscular (H-Tm), células
multinucleadas (cm), melanéforos (ml), cimulos de melanina (m), glandulas mucosas (Gm), cuello glandular (cg), tejido conectivo

(Cc), estrato basal (Eb), dermis (D), estrato laxo

(Tc). Tincién azul de toluidina.
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Figura 3. Tejido tegumentario de D. molitor correspondientes al tratamiento 2 (T2: 1.4 mg/L). Se observa epidermis (Ep), dermis (D),
hipodermis-tejido muscular (H-Tm), células multinucleadas (cm), melanéforos (ml), cimulos de melanina (m), glandulas mucosas
(Gm), glandulas serosas (Gs). Tincion azul de toluidina.
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Figura 4. Tejido tegumentario de D. molitor correspondientes al tratamiento 3 (T3: 3.6 mg/L). Se observa epidermis (Ep), dermis (D),
hipodermis-tejido muscular (H-Tm), melan6foros (ml), cimulos de melanina (m), tejido conectivo (Tc), glandulas mucosas (Gm).
Tincion azul de toluidina.
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Figura 5. Tejido tegumentario de D. molitor correspondientes al tratamiento 4 (T4: 5.6 mg/L)). Se observa epidermis (Ep), dermis
(D) hipodermis-tejido muscular (H-Tm), melan6foros (ml), cdmulos de melanina (m), tejido conectivo (Tc), glandulas mucosas (Gm).
Tincion azul de toluidina.
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Se encontraron diferencias significativas en la longitud de la epidermis, dermis e hipodermis-
tejido muscular entre las secciones dorso-craneal y cola perfil lateral (Fig. 6). En el grosor
epidermal y dermal analizado en la seccion dorso-craneal de D. molitor se encontré que
aumentaba en tratamiento T2 en contraste con el tratamiento T1l. En cuanto al grosor
epidermal y dermal analizado en la cola perfil lateral de D. molitor se encontré6 que
aumentaba en el tratamiento T2y T3.
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Figura 6. A. Tejido tegumentario de la seccion dorso-craneal de D. molitor expuesto a
diferentes concentraciones de Roundup Activo®. (Figura 6A., F376=4.855, P=0.00383;
Figura 6A., F376=3.742, P=0.0145; Figura 6A., F 376=4.304, P=0.00737, respectivamente).
B. Tejido tegumentario de la seccion de cola perfil lateral de D. molitor expuesto a diferentes
concentraciones de Roundup Activo®. (Figura 6B., Fs76=4.154, P=0.00882; Figura 6B., F
3,76=23.36 P=8.12e-11 y Figura 6B, F37=13.9, P=2.58e-07, respectivamente). Cada valor
representa la media +/- error estandar. Letras diferentes representan diferencias
significativas (p> 0.05).

2.7 Discusioén

Este es el primer estudio que se hace en histopatologia por MOAR de la capa tegumentaria
de la rana neotropical D. molitor.

El tejido tegumentario de D. molitor presento tres capas constitutivas (epidermis, dermis e
hipodermis) similares a las reportadas en otras especies de anfibios como el sapo Epidalea
calamita y la rana ridibunda (Navas, 1978) y en diferentes anuros (Toledo y Jared, 1995;
Duellmany Trueb, 1994; Greven et al., 1995; Azevedo et al., 2005; Felsemburgh et al., 2007)
El tratamiento control T1 (Fig. 2) no exhibié ninguna alteracién histopatolégica y las células
de cada una de las capas se presentaron normales; epidermis con tejido epitelial estratificado
compuesto por mas de un estrato celular (cérneo y basal) cuyo estrato mas superficial
(corneo) contenia células aplanadas o escamosas seguido del estrato basal con células en
alta actividad mitética. La dermis presentaba un estrato laxo con abundantes glandulas
mucosas Yy serosas mientras que el estrato compacto que exhibia melanéforos y un tejido
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conectivo denso. La hipodermis era delgada asociada a una capa de musculo estriado
esquelético de mayor espesor.

En los tratamientos T2 y T3 (seccidn cola perfil lateral) se evidencié hipertrofia e hiperplasia
en la dermis, alteracion descrita en otros anfibios como Lithobates catesbeianus, Alytes
muletensis, Dendrobates azureus, Dendrobates tinctorius y Tylototriton shanjing lo anterior
se ha reportado en respuesta a factores externos como actividad antropogénica que afecten
al organismo (Juan-Sallés, 2020). Este hecho fue similar en Scinax nasicus donde se
presentaron alteraciones caracterizadas por deformidad craneal y bucal e hiperplasia en
epidermis al exponer los organismos a diferentes concentraciones de glifosato puro (3.07,
3.85,4.8,6y7.5mg/L) a 24, 48, 72 y 96h (Lajmanovich et al., 2003). La hipertrofia en capas
del tejido tegumentario puede provocar marcadas alteraciones en cuanto a la forma y
estructura del 6rgano, se ha evidenciado que la hipertrofia en epidermis y dermis genera
desarreglos celulares en los tejidos conectivos, epiteliales y glandulares lo que afecta
negativamente a los anfibios que estén expuestos a xenobibticos porque se reduce la
division celular (Sahin et al., 2014; Fernandez et al., 2017; Galante-Mulki, 2018). Neskovic
et al., (1996), identificaron hiperplasia en diferentes 6rganos (branquias, higado y epidermis)
de organismos acuaticos como peces expuestos a diferentes concentraciones de glifosato y
concluyen que si estos dafios epiteliales perduran como respuesta a pesticidas que se
encuentren en el ambiente se presenta un comportamiento anormal en anfibios y
alteraciones irreversibles que pueden causar una alta mortalidad en estos organismos
(Menéndez-Helman, 2020).

En el tejido tegumentario de D. molitor de todos los ejemplares analizados, se observd mayor
namero de glandulas mucosas que serosas lo que es normal en anfibios ya que esta glandula
funciona como reservorio de agua y sus diferentes secreciones (glicoproteinas y
polisacaridos) previenen el dafio mecanico, la desecacion y aislan al organismo parcialmente
del medio en el que se encuentren (Azevedo, 2005; Wells, 2007). En los tratamientos T2, T3
y T4 el numero de glandulas mucosas aumentd considerablemente, si se tienen en cuenta
que estas glandulas estan relacionadas con la respiracion y el equilibrio osmotico e hidrico
en anfibios, este aumento puede ser debido a que el glifosato y el surfactante presente en
Roundup Activo® generd una respuesta a estrés y hubo mayor secreciéon de mucus como
estrategia de aislar al organismo del xenobi6tico. Lo anterior, coincide con lo obtenido por
Henao-Muioz et al., (2015), donde especies de anfibios como Rhinella humboldti y R.
marina, presentaron mayor secrecion de mucus y una alta mortalidad cuando fueron
expuestos a concentraciones subletales de Roundup Activo® y Cosmo-Flux® 411F (106,25;
212,5; 425; 850 y 1700 mg/L) Un leve aumento de las glandulas serosas o granulares al
aumentar la concentracion, los anfibios pueden secretar en estas glandulas sustancias
toxicas (péptidos, esteroides y alcaloides) o repelentes bajo condiciones que le causen
estrés como depredacion o contaminacion antropogénica (Naya et al., 2004).

La presencia de pigmentos de diferentes tamafios observados es caracteristico de la
melanina por ser pigmentos oscuros los cuales son producidos por melanoforos
generalmente en la dermis (estrato compacto) de los anfibios. En este estudio se evidencio
un aumento en el numero de melandéforos y cimulos de melanina en la dermis de D. molitor
en los tratamientos T3 y T4 como posible respuesta al glifosato y surfactante Roundup
Activo®. Esta alteracion concuerda con lo descrito por Kalashnikova (2000) donde sugiere
que el origen de la melanina de las ranas puede proceder de la destruccion de eritrocitos y
la transformacion de la por la accion enzimatica de la tirosinasa (Kordylewski, 1984; Henson
etal., 1999). El aumento de melanocitos y melanina es un proceso normal en los organismos
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acuaticos debido a que es un agente antimicrobiano y desempefia un rol de proteccion al
disminuir la entrada de sustancias quimicas en el tejido tegumentario, es decir, la melanina
es utilizada como respuesta a factores externos que puedan afectar la forma y estructura del
tejido tegumentario de estos organismos (Cetina, 2018). Kordylewski (1984) demostro que
la principal funcion de la melanina es proteger al individuo de condiciones ambientales que
le puedan ser adversas, como lo es la radiacion ultravioleta y la contaminacion
antropogénica.

Las alteraciones estructurales (hipertrofia e hiperplasia) en las glandulas mucosas
observadas en esta investigacion causan un aumento en el grosor de la dermis y de su tejido
conectivo laxo. Estudios experimentales realizados en peces y anfibios indican que la
exposicion a diferentes dosis de agroquimicos a base de glifosato provocan alteraciones
tegumentarias como hiperplasia e hipertrofia de células planas de la epidermis, infiltracion
leucocitaria epidermal y acumulacion subepidermal de pigmentos (Ramirez et al., 2009).
También fue posible observar que en los tratamientos T3 y T4 se forma un festoneado celular
en la hipodermis-tejido muscular y esto es probablemente ocasionado por el efecto citotoxico
del glifosato, los surfactantes o el efecto sinérgico de ambos presentes en la presentacion
comercial como POEA y el Cosmoflux® 411F incrementando dafios sobre la epidermis e
hipodermis al ocasionar cambios estructurales en la membrana de las células epiteliales
(Monroy et al., 2005).

En cuanto a la morfometria, se observd que existen diferencias estadisticamente
significativas en el grosor de las capas que conforman el tejido tegumentario en individuos
de D. molitor. El espesor del tejido tegumentario y de las capas que lo conforman varia en
anuros segun la regién corporal analizada (Toledo y Jared, 1995). Se ha reportado que en
especies de Leptodactylus del grupo fuscus, existen diferencias en el grosor del tejido
tegumentario producto de la diferenciacién celular y cambios morfolégicos de las células
epidérmicas (Garcia et al., 2011).

Se conoce que la exposicion de diferentes organismos a productos quimicos puede
causarles alteraciones en tejidos y 6rganos como la piel. (Hayes et al., 2010). Diferentes
estudios evidencian aumento de parasitos debilitantes cutdneos en Lithobates pipiens
expuestos a la combinacion del pesticida Atrazina con fosfato, causando inmunosupresién
en renacuajos y adultos de esta especie, lisis en células epiteliales en diferentes 6rganos en
trucha arcoiris y otros organismos acuaticos como anfibios expuestos a tensioactivos, lo que
induce a pensar que las diferencias en el tegumento de los anfibios encontradas en este
estudio estan relacionadas a los niveles de perturbacién antrdpica a la que estan expuestos
los organismos (Partearroyo et al., 1991; Brock et al., 2000; Rohr et al., 2008; Bach et al.,
2018).

La dermis fue la capa mas gruesa del tejido tegumentario de D. molitor, esto puede ser
debido a que en esta capa se encuentran asociadas las células glandulares exocrinas
(mucosas y serosas) (Ross y Pawlina, 2013); Esto coincide con el estudio realizado por
Toledo y Jared (1995), donde manifiestan que estas glandulas son de gran tamafio en
respuesta a la sintesis y almacenamiento de multiples sustancias. Por lo que la hipertrofia e
hiperplasia en la dermis, explicaria el aumento de espesor en la seccion cola perfil lateral de
D. molitor.

Los resultados obtenidos para los individuos de D. molitor evidencian que las glandulas
mucosas estan presentes en ambas secciones (dorso-craneal y cola perfil lateral) y ademas
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son mas abundantes que las glandulas serosas o granulares, lo que se relaciona con el papel
protector de las mucosidades (Maldonado, 2017). Estas glandulas presentan diferentes
productos de secrecion como glicoproteinas, polisacaridos &cidos y neutros que segun
Wellls (2007), contribuyen a la entrada y almacenamiento de agua, disminuyen la friccion,
evitan desecacion y aislan al organismo.

Se observo que el espesor de la dermis era mayor frente a las otras capas evaluadas
(epidermis e hipodermis). Los resultados concuerdan con lo descrito por Garcia et al. (2011)
quienes indican que el grosor de la dermis laxa o estrato esponjoso, es mayor en las zonas
de piel que poseen glandulas que en aquellas que no la presentan y asi brindarle
estructuralmente un soporte (tejido conectivo laxo) a las glandulas presentes en esta capa
tegumentaria, el punto de vista funcional del aumento de glandulas mucosas a medida que
se aumentaban las concentraciones de Roundup Activo® era necesario incrementar la
secrecion de mucosa, para controlar controlar el pH de la piel y mantener una
termorregulacion optima (Kambic, 2016).

Es probable que el grosor de la dermis en la seccion dorso-craneal (15.90 um) de D. molitor
haya disminuido en comparacién con la dermis de la seccion de cola perfil lateral (19.00 pum),
porque en esta capa, como ya se ha mencionado, se producen las glandulas mucosas y al
disminuir su grosor es mas facil que este moco llegue a la epidermis con el fin de aislar el
organismo de la sustancia toxica o por responder al xenobidtico las células glandulares
expulsan rapidamente sus productos (Gines, 1959). El incremento de la produccion de moco
en las branquias y piel es una respuesta descrita en peces sometidos a ambientes
contaminados donde esta mucosa mejora la remocion, dilucion y/o neutralizacion de
compuestos téxicos y patdgenos reduciendo la difusion de agentes nocivos hacia la sangre.
(Bols et al., 2001; Speare y Ferguson, 2006).

Las alteraciones histopatolégicas que se evidenciaron en este estudio concuerdan con los
resultados obtenidos en otros trabajos donde se determina que al exponer anfibios a
diferentes concentraciones de pesticidas a base de glifosato, se presenta poco o nulo
desarrollo embrionario y por lo tanto morfolégico que impide que los organismos se adapten
al medio circundante, alteraciones que afectan la cola y por ende, la capacidad natatoria lo
que impide una respuesta de escape ante depredadores y contaminantes, busqueda de
alimento o pareja y finalmente la muerte contribuyendo a la rapida tasa de extincion de esta
poblaciones de organismos (Kats et al., 2000; Ezemonye et al., 2007; Sumanadasa et al.,
2008 Relyea, 2012; Henao-Muioz et al., 2015). En este estudio se observaron diferentes
alteraciones histopatologicas en concentraciones subletales de Glifosato y se apoya lo
encontrado por Solomon et al., (2007b) donde expone que los anfibios son organismos
ampliamente sensibles a las formulaciones de glifosato que otros animales acuaticos y es
necesario complementar este tipo de estudios con diferentes 6Organos y técnicas
histopatoldgicas para comprender de manera mas clara el efecto del glifosato y que puede
estar ocurriendo en ambiente natural.

2.8 Conclusiones

e Se evidenci6 un efecto concentracion dependiente del xenobidtico en las alteraciones
del tejido tegumentario de D. molitor.
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2.9

Las principales alteraciones histopatoldgicas encontradas en el tejido tegumentario
de D. molitor fue el hallazgo de hiperplasia e hipertrofia de las glandulas de mucosas,
aumento de melandéforos y cimulos de melanina.

La capa que presentd mayor espesor fue dermis tanto en la region dorso craneal como
en la cola perfil lateral.

La capa que presenté cambios de espesor en respuesta al xenobidtico fue la dermis,
en respuesta a la hipertrofia e hiperplasia de las glandulas mucosas y melanoéforos.

Recomendaciones

Se recomienda hacer estudios donde se evidencien alteraciones histopatoldgicas en
mas 6rganos de D. molitor para conocer en detalle la respuesta sistémica de estos
organismos al toxico (Roundup Activo®).

Realizar intoxicaciones experimentales con Glifosato puro, Surfactante, producto
comercial (Roundup Activo®) y AMPA para determinar los efectos histopatolégicos
de cada uno de ellos en organismos acuaticos como D. molitor.

Realizar estudios postexposicion al toxico para determinar si hay recuperacién de los

individuos o mantienen los cambios evidenciados al ser expuestos a Roundup
Activo®.
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