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1. Introduccién

La incorporacion de genéticamente modified (GM) resistentes a plaguicidas
ha convertido el modelo agricola en dependiente de agroquimicos (Raman, 2017).
Desde la introduccién de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas de amplio
espectro como el glifosato (GLY) y el glufosinato de amonio (GA) en la década de
1990, la superficie de tierra plantada y, en consecuencia, el riesgo ambiental
ecotoxicoldgico y la exposicion humana a estos herbicidas han aumentado
drasticamente (Sang y col., 2021). El uso masivo de herbicidas reduce la
biodiversidad y disminuye la provisién de servicios ecosistémicos que mantienen
la seguridad alimentaria (Almeida et al., 2017). Aunque este es un problema
mundial, mas del 95% de los cultivos transgénicos en el mundo son producidos
solo porficinco paises (Estados Unidos, Brasil, Argentina, Canadd y China).
Después de Estados Unidos y Brasil, Argentina es el tercer pais del mundo con
mayores cantidades de cultivos transgénicos, y la tasa de incorporacién de
tecnologias transgénicas se ha estimado cercana a la saturaciéon (Pengue, 2005).
De acuerdo con laBase de datos ArgenBio (2021)Actualmente existen 61 eventos
transgénicos aprobados (evaluados y aprobados para agricultura por las
autoridades), principalmente para maiz, soja y algodén. Aproximadamente el
60,65% de estos eventos incluyen tolerancia a GLY, GA o ambos. En particular, los
eventos tolerantes a GA han crecido mucho en la Gltima década. GA es un
herbicida clave para el manejo de malezas resistentes a GLY principalmente
porque tiene un amplio espectro. Actualmente, existe una gran variedad de
cultivos transgénicos resistentes a GA, entre los que se encuentran el trigo, la
soja, el algodén y el maiz (Ay et al., 2012; Ayala et al., 2019;

Takano y Dayan, 2020).

Es ampliamente conocido que el uso indiscriminado de plaguicidas afecta a
los organismos acudticos, y no es de extrafiar que una de las principales hipétesis
del declive global de las poblaciones de anfibios sea que se deba a los efectos de
estos quimicos (Egea-Serrano et al., 2012). En particular, muchos de los efectos
adversos del uso de herbicidas basados en GLY (GBH) se han observado en
anfibios (Berger y col., 2018). Ciertamente, los renacuajos de anfibios, que son un
grupo emblematico dentro de los vertebrados, se han utilizado ampliamente para
estudiar los efectos de los GBH (p. Ej.,Mann y Bidwell, 1999; Relyea y Jones, 2009;
Howe et al., 2004; Lajmanovich et al., 2003, 2011; Wagner et al., 2013; Bach y col.,
2016; Miké et al., 2017; Riafio et al., 2020; Herek y col., 2021, entre otros). Los
resultados de estas investigaciones han mostrado varios efectos adversos de los
GBH, que incluyen dafio en la morfologia de las branquias, pérdida de estabilidad
osmética o mortalidad, efectos teratogénicos e histolégicos, inhibicién de B-
esterasas y desintoxicacion.fienzimas catiénicas, alteraciones nucleares de los
eritrocitos, dafio del ADN y alteraciones de la hormona tiroidea. Las larvas de
anfibios también se han utilizado para investigar los efectos de los herbicidas a
base de GA (GABH), que también incluyen la inhibicién de B-esterasas, anomalias
nucleares de eritrocitos, embriotoxicidad y alteracién de la tiroides (Peltzer et al.,
2013;
Lajmanovich et al., 2014; Babalola et al., 2020a, 2020b). Los microplasticos (MP),

es decir, particulas de plastico con didmetros inferiores a 5 mm, amenazan la
biodiversidad y la salud ambiental mundial en todo el mundo (Akdogan y Guven,
2019). Debido a su pequefio tamafio y baja biodegradacién, los PM pueden ser
ingeridos por organismos silvestres y, por lo tanto, pueden incorporarse a la
cadena alimentaria y acumularse en las matrices del suelo y el agua durante
mucho tiempo (Cole et al., 2013; Brodhagen et al., 2017). En los agroecosistemas,
estos compuestos ingresan por fabricacién primaria (por ejemplo, aplicaciones
médicas, pinturas a base de agua, productos electrénicos, adhesivos,
revestimientos) o como MP secundarios generados por la descomposiciéon de
desechos plasticos mas grandes (Ng et al., 2018). Uno de los polimeros de
hidrocarburos de diferentes grados de plastico mas fabricados en masa es el
polietileno (PE); asi, el PE se puede encontrar en grandes cantidades tanto en
sistemas acuaticos como terrestres (Huffer et al., 2019). Ademas, el mantillo de
plastico se usa cominmente para aumentar el rendimiento de los cultivos; sin
embargo, produce grandes cantidades de desechos de PEmicroplasticos (PEMP),
que contaminan los suelos agricolas y los ecosistemas acuaticos circundantes (
Bandopadhyay et al., 2018). Esto contribuye a la contaminacién plastica masiva en
todo el mundo y plantea una seria preocupacién ambiental que sigue sin estar
clara (Zhang et al., 2020; Serrano-Ruiz et al., 2021). Ademas, en los Ultimos afios, el
uso de bolsas de silos (plastico PE extruido laminado grueso sobre
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230-235 pm de espesor) para el almacenamiento de granos (trigo, soja, maiz y
flower) ha sido adoptado con éxito en varios paises de América Latina (Casini et al., 2014
). En Argentina, los sacos de silos son ampliamente utilizados y han llevado a un
aumento en el almacenamiento de granos de 5 millones de toneladas en 2000 a 40
millones de toneladas en 2008 (Bartosik, 2012).

A pesar del declive global de anfibios, los riesgos potenciales de los MP para
estos organismos aun son practicamente desconocidos (Boyero et al., 2020).

Hu'y col. (2018)MP reconocidos en el tracto digestivo de varias especies de anuros
(Pelophylax nigromaculatus, Rana limnochari, Microhyla ornata,

y Bufo gargarizans), demostrando que los anfibios pueden ingerir MP de sus
habitats (sedimentos y agua). También,Hu y col. (2016)

encontraron PEMP en el tracto digestivo y branquias de Xenopus tropicalis
renacuajos después de 1 h de exposicion, yAraujo y Malafaia (2020) toxicidad
conductual reportada en Physalaemus cuvieri renacuajos después de una corta
exposicion a PEMP. A pesar de los numerosos estudios experimentales (Bhagat y
col., 2021) centrada en las interacciones de los PM con hidrocarburos aromaticos
policiclicos, metales pesados, organohalégenos, productos farmacéuticos,
pesticidas y otros contaminantes emergentes, solo unos pocos han investigado
cémo los PM alteran la toxicidad general de otros contaminantes comunes como
los herbicidas en la fauna silvestre. NematdoostHaghi y Banaee (2017), por
ejemplo, investigé los efectos potenciales del herbicida paraquat y los MP sobre
los biomarcadores bioquimicos de la sangre en la carpa comun (Cyprinus carpio), y
Zocchiy Sommaruga (2019) informé que los MP modifican la toxicidad de GLY en
Daphnia magna. Sin embargo, se desconoce si los MP pueden alterar la toxicidad
de los herbicidas en los renacuajos de anfibios.

El riesgo ambiental de las diferentes especies quimicas que se encuentran en
el suelo o el agua y su potencial interaccién requieren un estudio profundo. Por
tanto, es importante determinar la affinidad de los PM hacia los plaguicidas, que
podrian estar vinculados a los grupos funcionales de la superficie plastica (es
decir, residuos de carboxilo) (Bergbreiter, 1994; Bao et al., 2011; Chua et al., 2014).
Ademas, los PM juegan un papel como vectores de plaguicidas ya que se ha
demostrado que los PM transportan plaguicidas a través de largas distancias en
humedales o después de aplicaciones de plaguicidas seguidas de lluvias (
Seidensticker et al., 2018; Huffer et al., 2019; Rodriguez-Seijo et al., 2019; Wanner,
2021). El affiLa unién entre dos o mas especies quimicas y su interacciéon

molecular fisico-quimica se puede determinar mediante la técnica de quimica
computacional denominada Teoria funcional de la densidad (DFT) (Lener et al.,
2016). Esta técnica permite la evaluacién de aspectos termodinamicos, como la
energia de enlace, la densidad y estructura electrénica, de este tipo en la
interaccién.Stathi y col. (2006), por ejemplo, estudid la affinidad y propiedades
adsortivas de plaguicidas de tiuramdisulfato en la superficie de arcilla de Al-
montmorillonita, Belzunces et al. (2019)determind la interaccién entre pesticidas y
fungicidas en interfaces Camontmorillonita, y Ahmed y col. (2018)exploré la
interaccion entre el grupo funcional de GLY y superficies de goethita.

Los objetivos del presente estudio fueron evaluar la toxicidad de un GBH,
aGABH y PEMP, ya sea solo o en combinacién, en biomarcadores bioquimicos de
la rana arboricola de hocico rayado (Scinax squalirostris) renacuajos. Ademas, se
simularon modelos de quimica computacional para obtener las energias de
enlace y la estructura electrénica de las interacciones entre los herbicidas y los
PEMP. Se esperaba que la mortalidad de los renacuajos y las actividades
enzimaticas fueran mayores en presencia combinada de herbicidas y PEMP
debido a la formacién de nuevas estructuras quimicas y compuestos que pueden
aumentar su toxicidad.

2. Materiales y métodos

2.1. Ensayos de toxicidad

2.1.1. Sustancias de prueba

Para los experimentos con GLY y GA, utilizamos formulaciones comerciales
(basadas en ambos principios activos), ya que esta es la forma en que se
introducen al medio ambiente (Relyea y Jones, 2009). Las formulaciones
comerciales elegidas fueron: GBH Mifos®, Chemotecnica Co., Argentina (48% de
ingrediente activo [ai] GLY,NORTE-
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fosfonometilglicina) y GABH Liberty®, Basf Co., Argentina (20% ai GA, amonio-dI-
homoalanin-4-il (metil) fosfinato). Se sabe poco acerca de otros compuestos que
integran formulaciones ademas de

ai (defined como "coformulantes”), ya que la composicién quimica de las formulaciones
se considera confiinformacién comercial diferencial. Por esta razén, la clase de seguridad
fication de formulaciones es definido por su ia a pesar de que los coformulantes pueden
aumentar o modificar la toxicidad de la ia (Milesi y col., 2021). Los datos técnicos
disponibles de ambos herbicidas se resumen en la Tabla 1 del anexo. Los PEMP se
compraron a Sigma-Aldrich (niUmero CAS 9002-88-4, 40-48 um tamafio de particula,
densidad 0.9215-0,9255 g / ml; pureza

> 99%).

2.1.2. Organismos

Los organismos de prueba modelo fueron Scinax squalirostris (Anura:
Hylidae) renacuajos. Esta rana tiene una distribucién extensa en regiones
neotropicales, incluyendo el medio oeste, sur y sureste de Brasil, ademdas del sur
de Uruguay, Paraguay, noreste de Argentina y este de Bolivia, y esta catalogada
como"no amenazado" en la categorizacién de anfibios de Argentina (Vaira et al.,
2012). Esta especie se encuentra en bosques, pastizales y ecosistemas agricolas, y
utiliza estanques rodeados de soja y otros cultivos (Peltzer y col., 2006).
Renacuajos premetamorficos (estadios de Gosner 26-30; Gosner, 1960)

fueron recolectados de un sitio no contaminado sin actividades agricolas, situado
en un entorno natural flllanura del rio Parana (31 ° 36’ 50,6” S, 60 ° 35’ 52,9”"W),
Santa Fe, Argentina, con permiso de recaudacién del Ministerio del Ambiente de
la Provincia de Santa Fe (EXP. N © 02101-0018518-1). Los renacuajos se
aclimataron en condiciones de laboratorio durante 48 h en un ciclo de luz /
oscuridad de 12 h enflpregunta con agua del grifo sin cloro (DTW) (pH: 7,4 + 0,05;
conductividad: 175 + 20 pmhos cm-1; concentracién de oxigeno disuelto: 6.5 + 1.5
mg L-1; dureza: 55,5 mg L-1 de CaC03), a 24 + 2 ° C. La lechuga hervida se
administré ad libitum como alimento. La longitud total media de los renacuajos al
comienzo del experimento fue de 9,66 +

0,24 mm, mientras que su peso fue de 0,09 + 0,02 g. Los renacuajos utilizados en
los bioensayos fueron tratados de conformidad con el procedimiento de
laboratorio experimental estandarizado delSociedad Estadounidense de
Ictidlogos y Herpetélogos (2004) y ASTM (2007), con ajustes minimos para
especies silvestres, como se describié anteriormente (Attademo et al., 2016). Los
renacuajos fueron sacrificados siguiendo la Guia de Eutanasia Animal propuesta
por el Comité de Bioética y el Comité Institucional de Cuidado y Uso Animal de la
Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral,
Santa Fe, Argentina (Res. CD N: 388/06).

2.1.3. Disefio experimental

Para examinar el efecto combinado entre las dos formulaciones de herbicidas
y los PEMP, se realizé un ensayo de toxicidad aguda a corto plazo. Las
concentraciones nominales de GBH y GABH utilizadas para probar toxicidades
individuales fueron: 1,56, 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 y 100 mg L-1 para la comparacién
ecotoxicolégica, como se indicé anteriormente en Lajmanovich y col. (2011,
2014). Estas concentraciones se prepararon con DTW, y cony sin 60 mg L-1 de
PEMP. Un tratamiento con PEMP solo (60 mg L-1)también fue probado. La
concentracién elegida de PEMP se ha indicado como una condicién de
contaminacion realista para los renacuajos de anfibios (Araujo et al., 2020;
Anbumaniy Kakkar, 2018). También se afiadié un tratamiento de control negativo
con DTW.

Tanto las concentraciones de control como las de prueba se evaluaron por triplicado. Vidriofl
Se utilizaron preguntas (13,5 cm de alto; 12,5 cm de didmetro) que contenian 1 L de solucién de
prueba y diez renacuajos por ensayo (N = 30 renacuajos por tratamiento). Las pruebas se
realizaron a 24 ° C + 2 ° Cy bajo un ciclo de luz / oscuridad de 12 h. Se controlé la mortalidad de
los renacuajos y se recuperaron los animales muertos.
movido cada 24 h. Concentracion letal media (LC50)y las concentraciones sin
efecto observado y las mas bajas (NOEC y LOEC, respectivamente)
fueron calculados. Tanto las soluciones de control como las de prueba se hicieron por
triplicado. Las tasas de mortalidad acumulada para cada tratamiento se calcularon a las
24y 48 h de exposicion. Para obtener una distribucién homogénea de las PEMP durante
el bioensayo, la solucién en cada vasoflpreguntar fue continuamente
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aireado para mantener la dispersién de las particulas en agua y evitar la
agregacion de PEMP (Yifeng et al., 2016).

Al final del ensayo (48 h), siete renacuajos de los tratamientos control y PEMP,
asi como de los tratamientos con las tres concentraciones mas bajas de ambos
herbicidas con y sin PEMP, que presentaron tasas de supervivencia superiores al
85% (Lajmanovich et al., 2010;

Attademo et al., 2021), se utilizaron para la determinacién bioquimica de las
actividades de acetilcolinesterasa (AChE), carboxilesterasa (CbE) y glutatién-
estransferasa (GST).

2.2. Actividades enzimaticas

Los renacuajos (n = 7 por tratamiento) se pesaron (g) y luego se
homogeneizaron (1:10, p / v) en sacarosa 25 mM enfriada con hielo y tampén Tris-
HCI 20 mM (pH 7,4) que contenia EDTA 1 mM, utilizando un molinillo de tejido
Polytron. Los homogeneizados se centrifugaron a 10.000gramo durante 15 min a
4+ 1°C,yalmacenado a -80 ° C hasta la medicién. La concentracién de proteina
total se determiné mediante el método de Biuret (Kingsley, 1942) para calcular los
niveles de actividad enzimatica.

Las actividades enzimaticas se midieron a 25 ° C, utilizando un
espectrofotémetro JENWAY 6405 UV-VIS, siguiendo las especificacionesficationes
de los métodos para medir AChE, CbE y GST en anfibios, utilizados habitualmente
en nuestro laboratorio (Attademo et al., 2021; Lajmanovich et al., 2019; Peltzer et
al., 2019).

La actividad de AChE se determiné colorimétricamente siguiendo Ellman y col.
(1961)y expresado como nmolmin-1mg-1 proteina (coef de extincién molarficiente
(MEC) = 13,6 x 103 METRO-1 cm-1).

La actividad CbE se midié mediante el método de Bunyan y Jennings
(1968), utilizando a acetato de naftiloa-NA) (1.04 mg mL-1 en acetona) como
sustrato. Hidrélisis dea-NA se expresé como nmol de sustrato hidrolizado min-1
mg-1 proteina (MEC = 3.225 x 103 M-1 cm-1).

La actividad de GST se midi6 espectrofotométricamente de acuerdo con
Habig y col. (1974)andmodificationes de Habdous y col. (2002)para la actividad de
la GST en suero de mamifero. La actividad de GST total se expresé como nmol min.
-1mg-1 proteina (MEC = 9,61 x 103 METRO-1 cm-1).

2.3. Determinacién quimica de herbicidas

Para estafarfirm las concentraciones de exposicién de las formulaciones
comerciales utilizadas, las concentraciones de GLY mas su metabolito acido
aminometilfosfénico (AMPA) y GA se determinaron segun lo descrito por
Demonte y col. (2018). Las concentraciones de los dos herbicidas mostraron
variaciones bajas en comparacién con las concentraciones nominales previstas
(Cuadro 2 del Anexo).

2.4. Quimica cudntica computacional de la interaccién entre los herbicidas y el PE

Las interacciones entre los dos herbicidas y los PEMP se caracterizaron
computacionalmente considerando los ingredientes activos del herbicida (GLY y
GA) y la molécula de PE. Es importante sefialar que simular la interaccién de todos
los componentes de un sistema real es tan complejo como no factible, ya que hay
muchas sustancias no informadas (surfactantes, micelas, metales, etc.) de
formulaciones herbicidas comerciales que se encuentran bajo secreto industrial.
Ademas, dado que el estado de la técnica de la formulacién de plaguicidas es
dindmico (Jibriny col., 2001; Liu y col., 2021), la asignacién de combinacién
quimica requeriria una caracterizacién completa para cada formulacién, lo cual
estd prohibido por las leyes de patentes.

La aproximacién de gradiente generalizada en el Perdew-Burke-
Versién Ernzerhof (Perdew y col., 1996) se utilizé para realizar los célculos de DFT
y proporcionar informacién sobre las propiedades termoquimicas y de la
estructura electrénica, segun lo implementado en el cédigo SIESTA (Soler et al.,
2002). De hecho, el Troullier-Pseudopotenciales conservadores de normas de
Martins (Troullier y Martins, 1991) se utilizaron para representar el nucleo y los
electrones centrales de las especies consideradas. El conjunto de bases
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utilizado para la expansién del Kohn-Shameigenstates se compone de un conjunto de
orbitales atémicos numéricos que incluyen orbitales de polarizacién. Se eligié un cambio
de energia de 50 meV como un compromiso entre la precisién y el efecto computacional.
fieficiencia. Tomamos un corte de energia de 200 Ry y un conjunto de base orbital de
polarizacién doble f mas. Usamos el punto k de 6 6 6 y el punto k de 6 1 6 para la zona de
Brillouin para volumen y losa respectivamente. Las coordenadas se optimizaron
mediante gradientes conjugados, y todas las geometrias se optimizaron utilizando el
método de gradiente conjugado hasta que la fuerza en cada atomo fue inferior a 0,01

eV /A. En entornos reales, la EP se ha observado comofiber como consecuencia de la bio
y fotodegradacién (Cole et al., 2016; Lambert y Wagner, 2016; Song et al., 2019). Aqui, los
marcos de PE se modelaron como 1Dfiber, construido a partir del monémero de etileno.
Ademés, como consecuencia de la degradacién natural de la superficie y los residuos
que quedan después de su sintesis quimica, los plasticos tienen grupos funcionales en
su superficie (Bergbreiter, 1994; Hakkarainen y Albertsson, 2004). Para describir estas
propiedades superficiales y evaluar la interaccién de los grupos funcionales PE con
moléculas GLY y GA, el grupo carboxilo

(EDUCACION FISICAcooH) fue propuesto como material adsorbente de moléculas GLY y GA.

Para estudiar la interaccién herbicidas-PE, los calculos se realizaron de la siguiente manera:
minimos.

Primero, cada estructura de herbicida y PE fiber se optimizaron como
fotogramas aislados. Luego, se estudiaron las interfaces herbicidas-PE colocando
pesticidas en las losas de PE frente a los grupos funcionales, seguido de la
dindmica cuantica usando un termostato a 300 K para 1 ps. Finalmente, las
geometrias obtenidas se optimizaron mediante relajacion mediante el algoritmo
de gradiente conjugado.

Se obtuvieron las energias de adsorcién de las interacciones herbicidas-PE.
contenido por la siguiente ecuacién termodindmica:

Mie % MIDEDUCACION FISICA-Herbicida-b-DMIEDUCACION FISICA b MikerbicidaP D1p
donde EBes la energia de adsorcién del sistema herbicida-PE, EEDUCACION Fisica es el
energia de la losa de PE, y EHerbicida es la energia de la molécula de plaguicida
aislada.

La diferencia de densidad de pseudocarga An era defined de la siguiente manera
(Lener et al., 2016):

D2p

Anorte % AnortepeoucAcIo D, ACION FiSICA b

dénde An es la densidad de pseudocarga del sistema, Anorte (PE-herbicida) €s
la densidad de pseudo-carga del fisistema final de PE / herbicida, Anorteebucacion Fisica es el
densidad de pseudo-carga de la losa de PE, y Anorte Herbicida es la densidad de
pseudocarga del pesticida. Los graficos moleculares fueron creados

con el paquete XCRYSDEN (Kokalj, 2003).

2.5. Anélisis de datos de toxicidad

El LCsovalores y su respectivo 95% confiLos intervalos de diferencia se
calcularon mediante el método Trimmed Spearman-Karber (Hamilton y col.,
1977). Signifidiferencias de cantopag < 0.05) entre LCso Los valores fueron
determinados por el criterio de no superposiciéon del 95% confiintervalos de dencia
(APHA, 1989; Wheeler y col., 2006). Los datos de los pardmetros bioquimicos (actividad
enzimética) se expresaron como media + error estandar (EE). La prueba de Kolmogorov-
Smirnov y la prueba de Levene se utilizaron para estafar.finormalidad

tabla 1
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y homogeneidad de varianzas, respectivamente. Las diferencias en la actividad
enzimatica de los renacuajos del control y los tratamientos se analizaron con ANOVA de
una viay la prueba de Dunnett para comparaciones post-hoc. Los resultados se
analizaron estadisticamente utilizando GraphPad InStad ©. Los valores se consideraron
signifino puedo en p < 0,05. Dado que no signifiSe encontraron diferencias de canto
entre las réplicas (p> 0,05), se agruparon las réplicas de cada tratamiento.

3. Resultados

3.1. Toxicidad

Los resultados del bioensayo de toxicidad aguda para CLso, LOEC y NOEC se
resumen en tabla 1. Se observé nomortalidad en el control o PEMP
tratamiento (60 mg L-1). A las 48 h, el LCso los valores para GBH variaron de
43,53 (35,61-53,21) mg L-1 para el herbicida solo a 38,56
(30,08-49,41) mg L-1 para el herbicida en mezcla con PEMP
(Tratamiento GBH + PEMP), mientras que el LCs0 Los valores de GABH fueron 7,69
(6,45-9.17) mg L-1 para el herbicida solo y 6.25 (5.02-7,68) mg
L-1 para el herbicida en mezcla con PEMP (tratamiento GABH + PEMP).
Diferencias entre GABH y GABH + PEMP LCso fueron estadisticamente significativosfino
puedo a las 24 h. Los valores de LOEC y NOEC fueron los mismos a las 24y 48 h
para tratamientos GBH y GABH + PEMP (50-25y 6.25-3.12, respectivamente). Para
los tratamientos GBH + PEMP y GABH, los valores de LOEC y NOEC a las 24 h (50-
25y 12,5-6.25 mg L-1 respectivamente para cada tratamiento) disminuyé en un
50% a las 48 h (25-12,5y 6,25-3,12 mg L-1).

3.2. Biomarcadores enzimaticos

Al final del ensayo (48 h), el valor medio de la actividad de AChE en los
renacuajos de control fue 43,97 + 6,77 nmol min.-t mg-1, mientras que en los
renacuajos tratados fue significativofialterado ligeramente (F = 16.889, p < 0,05;
Figura 1). Las tres concentraciones de GBH disminuyeron en gran medida la actividad de
AChE (en un 45% y un 36,5% a 1,65 y 6,25 mg L-1, respectivamente), mientras que
6.25 mg L-1 GBH + PEMP lo redujo en un 25%. La concentracién mas alta de GABH
(6.25 mg L1y también signifidisminuyé significativamente la actividad de AChE (en
un 45%), mientras que el tratamiento con GABH + PEMP la redujo de
24,45 a 50%.

La actividad CbE, que en los renacuajos control fue de 2,34 +
0,35 nmol min-1 mg-1, fue significativofireducido en un 33% en los renacuajos
tratados con PEMP y en los tratados con 6,24 mg L-1
GABH + PEMP (F = 4,92, p < 0,05; Figura 2).

Con respecto a la actividad de GST, los renacuajos de control registraron una media de
106,74 + 30,47 min-1 mg-1, mientras que los renacuajos tratados con PEMP
mostraron una signifino puede aumentar (en un 40%; F = 21,546; p < 0,05; Fig. 3).
La actividad de GST también aument¢ a la concentracién més alta de GBH (6.25
mg L-1) con'y sin PEMP (en un 110% y 64%, respectivamente), a 6.25 mg L1

GABH (96%) y a 1,56 mg L-1 GABH + PEMP (37%).

3.3. Quimica cudntica computacional de la interaccién entre los herbicidas y el PE

Las geometrias optimizadas, asi como el den-

sity, para el herbicida-PEcooH interaccién se muestran en Figura 4. En ambos
casos, la energia de enlace fue exotérmica (-67,6 k] mol-1y

Comparacién de la concentracién letal mediana (LCs0(95% de estafafiintervalos de dependencia)), la concentracién minima de efecto observado (LOEC) y los valores de concentracion sin efecto
observado (NOEC) (mg L en Scinax squalirostris renacuajos expuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH) y un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) con y sin polietileno

microplasticos (PEMP).

24h 48h

LCso LOEC NOEC LCso LOEC NOEC
GBH 61,56 (55,66-73,36) 50 25 43,53 (35,61-53,21) 50 25
GBH + PEMP 47,54(35,77-63,17) 50 25 38,56 (30,08-49,41) 25 12,5
GABH 10,15 (8,52-12.01) 12,5 6.25 7,69 (6,45-9.17) 6.25 3.12
GABH + PEMP 6.25 (5.02-7,68) 6.25 3.12 6.25 (5.02-7,68) 6.25 3.12

Los valores en negrita indican LCso significamente diferente entre GABH y GABH + PEMP (sin superposicién de 95% confiintervalos de dencia).
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Figura 1. Actividad de AChE (nmol min-1 mg-1 de proteina) en Scinax squalirostris renacuajos expuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH) y un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH)
con y sin microplasticos de polietileno (PEMP). Los datos se expresan como media + SE. Signifiligeramente diferente del control (CO): * p < 0,05, ** p < 0,01; Prueba de Dunnett).

-100,6 k] mol-1 para GLY y GA, respectivamente), siendo mas fuerte en GA que en

GLY. La densidad electrénica diferencial (Figura 4) mostré un rojo
16bulo en las interfaces herbicida-PE, especifically entre el PEcooH
marco y los grupos fosfénicos de ambos herbicidas.

4. Discusion
El mercado de herbicidas ha crecido a nivel mundial, siendo responsable de

un incremento del 50% en el consumo total de pesticidas, alcanzando una tasa
anual del 17% durante 1990 y 2005 (Zhang y col., 2011). En

Argentina, los dos herbicidas aqui evaluados (GLY y GA) aumentaron
aproximadamente un 250% entre 2000 y 2015 (Scursoni et al., 2019). En cuanto a
los MP,Blettler y col. (2017)realizaron estudios pioneros sobre contaminacién por
macro, meso y MPs en ecosistemas de agua dulce de la llanura aluvial del rio
Parandy encontraron un promedio de 4654 MP fragmentos / m2 (que van desde
131 a 12,687 MPs / m2) en sedimentos de los humedales de su orilla (Blettler et al.,
2019). De la misma forma, mediante el uso de espectrometria,Mitchell y col. (2021)
verified la naturaleza plastica de los MP presentes en estos ecosistemas, que
presentaban caracteristicas de PEMP. Estos humedales son una de las regiones de
Argentina con el
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Figura 2. Actividad CbE (nmol min-1 mg-1 de proteina) en Scinax squalirostris renacuajos expuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH) y un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) con y
sin microplasticos de polietileno (PEMP). Los datos se expresan como media + SE. Signifiligeramente diferente del control (CO): * p < 0,05 prueba de Dunnett).
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Fig. 3. Actividad de GST (nmol min.1 mg-1 de proteina) en Scinax squalirostris renacuajos expuestos a un herbicida a base de glifosato (GBH) y un herbicida a base de glufosinato de amonio (GABH) con y
sin microplasticos de polietileno (PEMP). Los datos se expresan como media * SE. Signifiligeramente diferente del control (CO): * p < 0,05, ** p < 0,01; Prueba de Dunnett).

5



RC Lajmanovich, AM Attademo, G. Lenery col.

GLY
carboxylic
group

carboxylic

carboxylic
group

Ciencia del medio ambiente total 804 (2022) 150177

GLY
<«—— Phosphonic
group

PE carboxylic

GA
phosphonic

/ group
/4

Figura 4. Geometrias optimizadas y densidad pseudoelectrdnica diferencial para (A) la interaccién glifosato (GLY) y (B) glufosinato de amonio (GA) con polietileno (PE). Los Idbulos rojos indican acumulacién de densidad

electrénica; los l6bulos azules indican el agotamiento de la densidad electrénica. Densidad de carga en la isosuperficie 1.10-4 e / Bohrs. (Para la interpretacion de las referencias a

color en esto fileyenda de la figura, se remite al lector a la versién web de este articulo).

la mayor biodiversidad de anfibios donde habitan los renacuajos (Peltzer y
Lajmanovich, 2007).

Los anfibios anuros a menudo se reproducen en cuerpos de agua adyacentes al cultivo.
ficamposBishop y otros, 1999; Peltzer y col., 2006). Por esta razén, laboratorio yfi
Investigaciones de campo han resaltado la fuerte relacién entre herbicidas y
exposicién a anfibios, reforzando el riesgo ecotoxicoldgico de los pesticidas para
estos vertebrados (EFSA, 2018). El GLYfiLas concentraciones de campo que
pueden ser particularmente relevantes para los renacuajos de anfibios no son
solo las observadas en el medio ambiente, sino también las directamente
relacionadas con los habitats de los anfibios (pequefios estanques temporales).
Mann y Bidwell (1999) midi6 el peor de los casos para los renacuajos silvestres
después de la pulverizacién directa con GBH en un pequefio superficuerpo de
agua cial (5-10 cm de profundidad) a la tasa de aplicacién maxima autorizada y
valores registrados de =21 mg L-1 de GBH. Ademés, considerando que GBH y
GABH se aplican a tasas similares (aproximadamente 600-980 g ae ha-1; Costa et
al., 2018) y que tienen un potencial similar para contaminar las aguas
superficiales (0.031 y 0.064%o del ingrediente activo aplicado, respectivamente;

Screpanti y Accinelli, 2005), los rangos de exposicién en el peor de los casos en
estanques temporales para renacuajos serian similares.

El presente estudio es el fiPrimero, examinar simultdneamente los efectos de
la exposicién a GBH y GABH y su interaccién con los PEMP en
renacuajos phibian. Los resultados basados en LCso mostrar que GABH es ficinco veces
maés téxico que GBH. losfiPrimera investigacién sobre la toxicidad de GBH realizada por
Mann y Bidwell en 1999 en varias especies de renacuajos de anfibios informaron
una amplia gama de LCso valores entre 8.1y 48.7 mg L-1 por

el GBH Roundup® y hasta 911 mg L-1 para el resumen de GBH

Bioactive®. Al respecto, se ha informado que la LCso El valor de GBH para los
renacuajos depende fundamentalmente de la estructura quimica de

los tensioactivos utilizados en cada marca comercial, que pueden tener una
toxicidad intrinseca (Mann y col., 2009; Vincent y Davidson, 2015). En el presente
estudio, el LCso valor obtenido para el GBH utilizado (Mifos®) en tratamiento

S. squalirostris renacuajos a las 48 h fue 43.53 mg L-1, similar a la anterior
encontrado por nosotros para el GBH Roundup Ultra-Max® en tratamiento
Rhinella arenarum renacuajos en las mismas etapas de desarrollo (45.95 mg L-1)
(Lajmanovich et al., 2019). Por el contrario, con respecto a GABH, hay pocos datos
disponibles sobre su toxicidad aguda en anfibios. En el presente estudio, el

LCso obtenido para el GABH utilizado (Liberty®) en tratamiento S. squalirostris
renacuajos fue de 7,69 mg L-1a las 48 h, que es similar a los valores reportados
en otras especies de renacuajos expuestas al mismo herbicida. Dineharty col.
(2010), por ejemplo, determinado LCso valores para GABH Ignite® (Bayer Crop
Science) de 3,55y 5,55 mg L-1 para tratar Spea

bombifrons y S. multiplicata renacuajos, respectivamente, a las 48 h. Sin embargo,
en la rana hylid simpatricaBoana pulchella, también expuesto a la

GABH Liberty®, el LCs0 encontrado fue considerablemente mayor
(21,47 mg L-1 a las 48 h) (Peltzer et al., 2013). Un valor similar (LCs0 =

24,9 mg L-1 a las 96 h) fue informado por Babalola y van Wyk (2018)

por Xenopus laevis renacuajos expuestos al GABH Basta® (Bayer Crop Science). El
intra o interespecificofic La variabilidad téxica de los herbicidas es un fenémeno
bien conocido que se observa en los anfibios (p. ej., Holcombe y col., 1987; Howe
et al., 2004; Jones y col., 2009; Lajmanovich et al., 2010).
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Las sinergias entre los PM y los plaguicidas representan una amenaza asombrosa
para los organismos acuaticos en todo el mundo, porque pueden exacerbar
potencialmente la toxicidad de varios contaminantes en las aguas superficiales (Zocchiy
Sommaruga, 2019). Agathokleous et al. (2021)destacé que el estudio de las interacciones
contaminantes puede contribuir a una mejor comprension y prediccién de los efectos de
los PM, teniendo en cuenta que los organismos estan expuestos a multiples factores
estresantes en el medio ambiente. Los parlamentarios podrian interactuar con otros
factores ambientales estresantes (pesticidas, metales pesados y varios elementos
toxicos) y exacerbar el declive de los anfibios (Boyero et al., 2020). Es importante sefialar
que la concentracién de PEMP probada en el presente estudio (60 mg L-1)no es letal para
Scinax acuminatus renacuajos después de una corta exposicién (48 h). Aratjo y Malafaia
(2020) también usé una concentracion de PEMP de 60 mg L-1 para simular una condicién
de contaminacion realista para renacuajos de anfibios neotropicales (Physalaemus
cuvieri) a los 7 dias de ensayo experimental, e informé que, al final de la exposicién a
PEMP, los renacuajos tratados mostraron alteraciones de la locomocién,
comportamientos similares a la ansiedad y respuesta anti-depredadora deficitaciones.
En nuestro caso, basado en
nuestro LCso Resultados, ambas formulaciones de herbicidas en mezcla con PEMP fueron
mas ecotdxicas que individualmente y mas téxicas a los 24 afios que a los
48 h. De hecho, a las 24 h, el LCso Los valores de la mezcla GABH + PEMP fueron
estadisticamente significativosfiNo puedo respetar a los del tratamiento GABH.
Para esta mezcla, LOEC y NOEC disminuyeron al 50% a las 24 h en comparacién con el
tratamiento con GABH. Varios autores han informado que los MP, especialmente las
particulas de PE, aumentan la toxicidad de los plaguicidas (p. Ej.,Garrido
etal., 2019; Bellas y Gil, 2020), lo que puede explicar la LC inferiorso
valores obtenidos en este estudio para las mezclas. Es més,Zocchi
y Sommaruga (2019) revelé que los MP modifican la toxicidad de GLY,
aumentando la mortalidad de Daphnia magna expuestos a la formulacién
Roundup® y dos MP diferentes (microperlas y tereftalato de PE o poliamida fi
bers). Segun estos autores, la toxicidad de GBH causada por MP puede estar
relacionada con las diferentes propiedades de sorcién de las formulaciones
quimicas basadas en GLY.

En cuanto a los efectos subletales, es importante evaluar la respuesta del
organismo a bajas concentraciones de plaguicidas, ya que pueden inducir efectos
deletéreos en individuos. fitness y alterar la supervivencia de los renacuajos de
anfibios y adultos (Svartz et al., 2016). A pesar de las diferencias en toxicidad
icidad basada en LCso, los efectos subletales basados en actividades enziméticas
fueron bastante similares en los tratamientos con los herbicidas individuales.

Los dos herbicidas redujeron la actividad de AChE de los renacuajos, siendo
pronunciada en todas las concentraciones de GBH y solo en la concentracién mas
alta de GABH, lo que indica una mayor respuesta al efecto de GBH. Tanto la
exposicién a GBH como a GABH aumentaron la actividad de GST solo en las
concentraciones mas altas evaluadas. De acuerdo, varias investigaciones han
informado resultados similares en larvas de anuros y otros organismos expuestos
a los mismos herbicidas (p. Ej.,Lajmanovich et al., 2011, 2019; Takano y Dayan,

2020). En términos puramente quimicos, GLY y GA son herbicidas
organofosforados que contienen carbono y fésforo, lo que indica que podrian
inhibir las colinesterasas. En base a esto, en 2011, tanto nuestro grupo (
Lajmanovich et al., 2011) y el de Ruamthum y col. (2011)fueron la fiPrimero para
documentar los efectos de GBH sobre la actividad de AChE en renacuajos de
anfibios. Ademas, informamos que las concentraciones subletales de GABH
inhibieron la actividad de AChE enB. pulchella renacuajosPeltzer et al., 2013).
Dicha inhibicién de la actividad de AChE por exposicién a GBH y GABH refuerza la
toxicidad potencial de dichos herbicidas para las poblaciones de anfibios y otras
comunidades de estanques que rodean los cultivos donde estos herbicidas se
usan masivamente (Lajmanovich et al., 2014). En general, nuestros resultados
actuales mostraron que la mezcla de GABH + PEMP disminuyé las actividades de
AChE y CbE en comparacién con los tratamientos con el herbicida solo. Dado que
se sabe que CbE y otras varias hidrolasas degradan los polimeros sintéticos (por
ejemplo, PE, polipropileno, poliestireno, cloruro de polivinilo y otros) (Kawai et al.,
2019), esto probablemente explica la evidente disminucién de la actividad CbE en
el tratamiento con PEMP (60 mg L-1). Sin embargo, la actividad de CbE se inhibi6
solo a la concentracién mas alta de GABH, mientras que la actividad de AChE fue
significativa.fireducido en todas las concentraciones de mezcla de GABH + PEMP.
En estudios previos en pacientes tratados con GBHR. arenarumrenacuajos,
encontramos que las actividades de AChE y CbE estaban inhibidas
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respeto a los controlesLajmanovich et al., 2011). Hasta donde sabemos, no hay
datos que respalden estos resultados y expliquen como estas enzimas
desintoxican ambos herbicidas. En este sentido, los niveles de actividad de CbE
medidos pueden explicarse en términos de resultados falsos positivos ya que no
existen datos que aseguren que los herbicidas o MPs sean potentes inhibidores
de CbE. Se necesitan mas investigaciones para demostrar la forma en que CbE
contribuye a la desintoxicaciénfication de GLY y GA individualmente o en mezcla
con MP, teniendo en cuenta su interaccién quimica.

Con respecto a la actividad de GST, GST es una enzima importante de la fase II
de biotransformacién, un proceso que protege a las células de los xenobiéticos (p.
Ej., Pesticidas) al catalizar la conjugacién de una amplia variedad de sustratos
electrofilicos (van der Oosty col., 2003). En el presente estudio, la actividad de GST
aumento tanto por la exposicién a GBH como a GABH, pero solo a la
concentracién mas alta evaluada. Por tanto, el aumento de la actividad de GST
indica una buena defensa de los renacuajos contra los efectos téxicos de los dos
herbicidas (Lajmanovich et al., 2011; Cuzziol-Boccioni et al., 2021). La induccién de
la actividad GST en el tratamiento PEMP mostré una respuesta precisa del
proceso de biotransformacién. Esto representa un punto clave en lafitness de los
renacuajos de anfibios en su entorno natural debido al papel crucial de GST en la
desintoxicaciénfiproceso catiénico de xenobidticos y proteccién contra el estrés
oxidativo (p. ej. Freitas et al., 2017; Pal et al., 2018; Carvalho et al., 2020). Nuestros
resultados muestran que el efecto sobre la actividad de GST se incrementé con la
exposicién a la mezcla de GBH + PEMP, ya que fue mayor a la concentracién
maxima de la mezcla que a la misma concentracién de GBH solo. Estos resultados
sugieren que los MP interactdan con GBH, aumentando el sistema antioxidante
de los renacuajos. En general, la exposicion a pesticidas y otras mezclas
contaminantes aumenta la actividad de GST en condiciones de estrés oxidativo (
Gulingordu et al., 2016). Por ejemplo, en la almejaScrobicularia plana, La actividad
de GST aumenta después de la exposicién a PEMP con varios contaminantes
quimicos adsorbidos (O'Donovan et al., 2018). Por el contrario, a las
concentraciones mas bajas aqui estudiadas, la mezcla de GBH + PEMP disminuyd
ligeramente el efecto de GBH solo, con respecto a las actividades de GST y AChE.
Esto podria indicar que la interaccién de ambos compuestos a bajas
concentraciones altera los procesos en los que estan involucradas ambas enzimas
y afecta su adecuada respuesta.

Los resultados de nuestro bioensayo demostraron una respuesta
ecotoxicoldgica diferencial de S. squalirostris renacuajos a los dos herbicidas
evaluados (GLY y GA) cuando se mezclaron con PEMP, lo que sugiere una gran
interaccién entre estos compuestos. El andlisis de quimica computacional confi
Confirmé la interaccién de los principios activos de los herbicidas con el PE. Seguin
el analisis DFT, la alta solubilidad de la combinacién herbicidas-PE puede conducir
a un efecto de interaccién sobre el mecanismo de toxicidad que indica una
posible interaccion. Asimismo, se ha informado que los PM pueden absorber y
concentrar diferentes contaminantes (p. Ej., Plaguicidas) presentes en el medio
ambiente (Antunes et al., 2013) y, por lo tanto, aumentan su toxicidad (por
ejemplo, en un escenario de agroecosistema).

Bellas y Gil (2020), por ejemplo, descubrié que los PEMP aumentaban la toxicidad
del pesticida clorpirifos en los copépodos. El hecho de que las dos mezclas
estudiadas en el presente trabajo tengan energia de enlace exotérmica muestra
una interaccién electrénica favorecida entre las interfaces, lo que posibilité la
generacién de un nuevo compuesto quimico. Mas lejos-

mas, la interaccién mas fuerte obtenida para GA-PEcooH respeto a la

moderado para GLY-PEcooH puede estar relacionado con lo estadisticamente significativofiNo se
puede detectar un aumento de la toxicidad a las 24 h para GABH + PEMP. Para nuestro
conocimiento, este es el fiprimer enfoque para analizar las interacciones
herbicida-MP. Es importante sefialar que, en nuestro estudio, usamos el término
"Interaccién" porque no hicimos una evaluacién cuantitativa. En consecuencia, se
necesitan mas estudios para dilucidar la forma en que estos compuestos
interacttan (sinergismo, antagonismo, otros).

Finalmente, el andlisis de densidad electrénica diferencial para ambas
mezclas evaluadas evidencié la acumulacién de densidad electrénica entre
el PEcooH marco y los grupos fosfénicos de plaguicidas. Estos resultados indican
la formacién de un enlace quimico en la interfaz y
sugieren que los sistemas de PE pueden adsorber estos herbicidas, generando puntos
calientes de concentracién de pesticidas que podrian ingresar a un organismo como
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un nuevo contaminante. Ademas, las mayores energias de desorcién observadas
para GA-PE con respecto a GLY-PE indican que, una vez formada, es mas difficulto
para frenar el vinculo PE con GA que con GLY. Asi, la formacién de un nuevo
contaminante a partir de las interacciones entre plaguicidas y plasticos, que
parece potenciar los efectos toxicolégicos individuales, representa un grany
nuevo riesgo medioambiental, especialmente en el caso de la AG.

5. Conclusion

En general, el aumento de la ecotoxicidad y las alteraciones de los pardmetros
bioquimicos en S. squalirostris Los renacuajos expuestos a GBH y GABH en mezcla
con PEMP reforzaron nuestra expectativa de que la co-ocurrencia de MP y
herbicidas en cuerpos de agua representa un riesgo ecotoxicolégico para los
renacuajos de anfibios. Los célculos de DFT hicieron evidente que la principal
tendencia de GA a unirse al PE, lo que permite que la concentracién de pesticida
ingrese al organismo, aumenta drasticamente la toxicidad, como se observé en
los experimentos de la mezcla GABH + PEMP. Por tanto, los PM presentes en
estanques agricolas y masas de agua contaminadas pueden aumentar la
toxicidad y biodisponibilidad de los plaguicidas. Nuestros resultados demostraron
la mayor af electrénicafinidad y toxicidad de GA-PE en comparacién con los de
GLY-PE. Debido al aumento exponencial de la evidencia de los efectos negativos
en la vida silvestre de herbicidas como GLY y GA, que se utilizan con frecuencia en
cultivos transgénicos, y los modelos agricolas de ecocidio que se dispersan en
todo el mundo, es imperativo aplicar requisitos reglamentarios y principios de
precauciéon mas estrictos en la uso de GBH y GABH. También recomendamos la
disminucién urgente en el uso de materiales plasticos en la agricultura (por
ejemplo, bolsas de silos) y la implementacién de mas effisistemas de reciclaje
cientes y obligatorios para la mitigacién de estos productos (fuente potencial de
contaminacién por MP) mediante el uso de politicas innovadoras y estrategias de
concienciacién ambiental entre los agricultores. Finalmente, destacamos la
importancia de abordar un cambio en el modelo productivo a través de la
compensacién socioeconémica. Urge transformar el actual modelo agroindustrial
basado en el uso de herbicidas como GLY y GA para cultivos transgénicos, que
genera miles de toneladas de granos que se acumulan debido afiespeculacién
nanciera en silo-sacos plasticos, en un modelo agroecolégico que salvaguarde la
salud de los ecosistemas.
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