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Resumen

La exposicion crénica de organismos a bajas concentraciones de pesticidas puede
tener efectos acumulativos subletales que influyen en el metabolismo energético, la
aptitud fisica y el éxito reproductivo. Para evaluar el impacto del glifosato, 2,4-D e
imidacloprid, tanto de manera individual como en combinacién, en concentraciones
ambientalmente relevantes, se utilizaron branquias de peces cebra adultos (Danio re-
rio), exponiéndolos a los diferentes pesticidas y su mezcla durante 96 horas. Se reali-
zaron analisis de comportamiento, examenes histolégicos, analisis de dafio en el ADN
y perfilado de la expresion génica. Las investigaciones de comportamiento mostraron
una mayor locomocién exhibida por los peces control en comparacién con los anima-
les expuestos al glifosato, 2,4-D, imidacloprid y principalmente aquellos expuestos a
la mezcla de pesticidas. Todos los grupos expuestos a los pesticidas individualmente,
mostraron una disminucién en el tiempo de tigmotaxis, lo que indica una reduccién
en el comportamiento de proteccién de depredadores. El analisis histologico revelod
disparidades significativas en las estructuras de tejido. La exposicion al imidacloprid
produjo dafo leve (G1), el glifosato produjo dafio moderado (G2) a grave (G3), el 2,4-D
y la mezcla de todos ellos en las mismas concentraciones generaron lesiones graves
(G3). Los plaguicidas de forma individual y su mezcla, produjeron dafio oxidativo a
nivel del ADN de forma muy significativa. Los estudios de expresiéon génica mostraron
una sobreexpresion tanto de los genes involucrados en las vias de estrés oxidativo y
apoptosis celular, mientras que en todos los casos disminuyé la expresién del gen ogg1,
involucrado en la reparacion del ADN.

Palabras clave: contaminacién ambiental, estrés oxidativo, apoptosis, plaguicidas,
Danio rerio
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Introduccion

Se estima que aproximadamente se utilizan 2 millones de toneladas de pesticidas en
todo el mundo cada afio, y esta cantidad esta aumentando rapidamente (Sharma et al,
2019). El glifosato es un herbicida sistémico de amplio espectro ampliamente utilizado
en la agricultura, asi como en la silvicultura, la jardineria y la industria maderera, para
el control no selectivo de malezas anuales y perennes, mientras que el acido 2,4-diclo-
rofenoxiacético (2,4-D) es un herbicida hormonal auxinico sistémico utilizado para el
control de malezas de hoja ancha. Por otro lado, el imidacloprid es un neonicotinoide,
un tipo de insecticida neuroactivo a base de nicotina y una sustancia con actividad in-
secticida sistémica. Investigaciones previas han demostrado que estos pesticidas o sus
productos de degradacién tienen un impacto directo o indirecto en la contaminacién
del aire, agua y/o suelo, lo que conduce a perturbaciones en los ecosistemas. Ademas,
la presencia de pesticidas en aguas superficiales y subterraneas ha sido ampliamente
documentada en diversos continentes, planteando un problema significativo a nivel
local, regional, nacional y global (Sharma et al.,, 2019). Las consecuencias de los pestici-
das en las poblaciones naturales se subestiman con frecuencia o permanecen comple-
tamente desconocidas (Kock et al., 2023).

Entre las especies de peces utilizadas en la investigacion, el pez cebra (Danio rerio)
ha surgido como un sistema modelo prominente en diversas areas de investigacion
(Silva Brito et al., 2022). Se ha utilizado ampliamente en estudios de genotoxicidad (Ca-
nedo y Rocha, 2021), inmunotoxicidad (Zanandrea et al,, 2020; Cheng et al., 2021), car-
diotoxicidad (Zakaria et al., 2018), hepatotoxicidad (Goessling y Sadler, 2015; Vernetti
et al,, 2017), neurotoxicidad (d’Amoray Giordani, 2018), y ha demostrado su valor en es-
tudios toxicologicos y ecotoxicolégicos mediante el uso de lineas transgénicas (Garcia
et al, 2016; Lai et al,, 2021). Ademas, el pez cebra ha sido reconocido como un modelo
alternativo ético basado en los principios éticos de los 10Rs (Canedo et al., 2022).

Las branquias de los peces son 6rganos vitales para el transporte de iones en am-
bientes acuaticos expuestos a contaminantes quimicos (Evans et al., 2005). El epitelio
branquial sirve como la principal interfaz entre los organismos acuaticos y su entorno,
lo que lo convierte en un objetivo importante para los contaminantes. Estos contami-
nantes tienen el potencial de atravesar las laminas branquiales, ingresar al torrente
sanguineo y causar diferentes grados de dafio al organismo (Evans et al,, 2005). En
consecuencia, el epitelio branquial se ha utilizado ampliamente en diversos estudios,
tanto en ecosistemas acuaticos naturales como en laboratorios (Rohani, 2023). Las al-
teraciones histolégicas comunmente observadas en las branquias después de la ex-
posicion directa a contaminantes incluyen edema, hiperplasia epitelial de las laminas
secundarias, infiltracion de células epiteliales, fusién lamelar y necrosis de las laminas
secundarias (Rohani, 2023).

Se han informado varios estudios de comportamiento en diferentes etapas de la
vida del pez cebra para analizar contaminantes toxicolégicos (Dutra Costa et al,, 2020).
El andlisis del comportamiento motor y no motor es un método rentable, no invasivo
y eficiente que utiliza tecnologia simple para proporcionar una amplia gama de apli-
caciones que incluyen el descubrimiento y cribado de medicamentos, la identificacion
de trastornos neuroconductuales y la toxicologia quimica (Selvaraj et al., 2019). La lo-
comocion como comportamiento motor proporciona informacién cuantitativa que se
puede utilizar como biomarcador general del estrés toxico (Dutra Costa et al., 2020). La
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tigmotaxis, también conocida como “comportamiento de preferencia por la pared”, es
un patrén de comportamiento observado en animales en el que tienden a evitar el area
central de una camara de pruebay, en cambio, pasan la mayor parte de su tiempo cer-
ca de las paredes (Richendrfer et al, 2012; Baiamonte et al,, 2016). Esta caracteristica
de comportamiento puede utilizarse como un mecanismo para el aprendizaje espacial
de un nuevo entorno o un comportamiento defensivo desencadenado por una respues-
ta al estrés. La relacion entre la tigmotaxis y el comportamiento no motor, como la an-
siedad, ha sido validada farmacolégicamente tanto en etapas adultas como larvarias
del pez cebra (Richendrfer et al., 2012; Baiamonte et al,, 2016). En consecuencia, los
ensayos que miden la tigmotaxis en el pez cebra tienen un poder predictivo significati-
vo en los campos de la neurofarmacologia y la neurotoxicologia.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), incluidos los radicales anion superoxido, el
peroxido de hidrégeno y los radicales hidroxilo, se generan constantemente en organis-
mos que consumen oxigeno (Jin et al,, 2010). Cuando los organismos estan expuestos
a xenobioéticos o contaminantes quimicos téxicos, puede producirse un desequilibrio
entre ROS endégenos y exdgenos, lo que conduce a una reduccién en los mecanismos
de defensa antioxidante y, potencialmente, causa dafio oxidativo y apoptosis en los
organismos (Valavanidis et al., 2006).

En el presente estudio, realizamos una investigacion in vivo para evaluar los posi-
bles efectos de los pesticidas individuales, asi como de su mezcla. El estudio abarcé
una duraciéon de 96 horas. Realizamos analisis de comportamiento motor y evaluacio-
nes de comportamiento no motor tanto en los peces expuestos como en los de control.
Ademas, realizamos un examen histologico, un examen de dafio al ADN utilizando el
ensayo de cometas y examinamos la expresion de ARNm de genes asociados con vias
de apoptosis celular y/o reparacion del ADN, incluidos los genes clave involucrados en
la via de estrés oxidativo, especificamente en las células branquiales de peces cebra
adultos.

Materiales y métodos

Configuracion experimental y tratamientos

Empleamos ejemplares de pez cebra de ocho meses de edad de sexo mixto y tipo
silvestre. Los individuos fueron criados en nuestro laboratorio a partir de peces repro-
ductores y se mantuvieron utilizando el mismo sistema descrito por Paravani et al,
(2019, 2023).

Previo a la exposicién a los pesticidas, los peces cebra adultos se aclimataron du-
rante 48 horas en tanques de vidrio bajo un fotoperiodo de 14 horas de luz y 10 horas
de oscuridad (Westerfield, 2007). Luego, se colocaron diez individuos en cada tanque
para cada grupo experimental (N=50, Tabla 1). En todos los casos, las soluciones se re-
novaron diariamente y las exposiciones duraron 96 horas. Los peces se utilizaron para
el estudio de comportamiento y luego se los sacrificé enfriandolos en hielo, se les ex-
trajeron las branquias y se procesaron para los estudios de histologia, ensayo cometay
biologia molecular (Paravani et al., 2019).

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las directrices para la inves-
tigacion con animales de laboratorio, de granja y silvestres del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas de Argentina (CONICET, 2005).
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Tabla 1: Grupos experimentales expuestos a formulaciones de pesticidas a base de glifosato, 2,4-D, Imidacloprid y
su mezcla ternaria.

Tratamientos Compuestos Concentracion Namero de individuos
Control Aguadecanilla 10
Glifosato Roundup®fullll (66.2%) 0.5mg/L 10
24D Hexil®-Adama (50%) 0.8 mg/L 10
Imidacloprid Imistar ®(35%) 5.5mg/L 10
Mezcla Glifosato +2,4-D + Imidacloprid 0.5mg/L+0.8mg/L+55mg/L 10

Test de comportamiento

Todos los videos se grabaron en un dispositivo fabricado en nuestro laboratorio ba-
sado en trabajos anteriores (Selvaraj et al., 2019). El dispositivo tiene una fuente de luz
blanca fria que cubre toda la superficie a filmar. Se ha colocado un vidrio opaco sobre
esta fuente de luz que permite que la luz se difunda desde abajo y que sea uniforme
en toda la superficie. Se coloca una caja oscura sobre la superficie del vidrio para evitar
que entre luz exterior y se ha hecho una pequefia apertura en la parte superior para
instalar la camara. El contenedor donde se observa el pez cebra se coloc6 dentro de la
caja, siempre en la misma posiciéon y con el mismo volumen de agua. La temperatura
del agua era de 25 + 2 °C. Se obtuvo un video de un minuto para cada pez utilizando
una camara de 13 MP.

El video se preprocesé utilizando el software Free Studio - Free Video to JPG con-
verter para obtener 10 fotogramas por segundo. Los fotogramas se redimensionaron
a 768 x 432 pixeles utilizando el software Free Studio - Free Image convert and resize
y se guardaron. Posteriormente, utilizando el software Imagel, se importaron los 600
fotogramas, se convirtieron a 8 bits y se ajustaron los umbrales. Luego, se ejecuté el
complemento wrMTrck de ImageJ utilizando la configuracion optimizada para anali-
zar el comportamiento locomotor de los peces cebra adultos de cinco meses de edad
(Selvaraj et al., 2019). Las coordenadas X e Y (datos en bruto, en pixeles) se obtuvieron
como salida en wrMTrck. La distancia recorrida por el pez se calculé entre fotogramas
consecutivos utilizando la formula:

Distancia entre fotogramas (pixeles) =

La distancia en pixeles entre fotogramas consecutivos se convirtié a milimetros (mm)
multiplicandola por un factor de conversion, calculado dividiendo el tamafio real del
tanque en mm entre el tamafo del tanque en pixeles medido a partir del fotograma de
video, utilizando la herramienta de medicion en ImageJ. Si el desplazamiento del pez en
0.1 s resulté en 1 mm o menos, se clasificé como comportamiento de congelacion; si fue
de 10 mm o mas, se clasific6 como comportamiento de movimiento rapido (Selvaraj et
al, 2019).

Otros resultados obtenidos con wrMTrck, como la longitud total, la velocidad maxi-
ma y promedio en pixeles, se convirtieron a cm o mm multiplicando los valores de
pixeles por el factor de conversion, calculado como se mencion6 anteriormente.

Ademas, el comportamiento basado en el angulo se calculé evaluando el angulo
de giro para cada fotograma utilizando la formula descrita por Selvaraj et al. (2019),
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el angulo de giro negativo indica Movimiento en Sentido Antihorario (CCWM, por sus
siglas en inglés), mientras que el angulo de giro positivo sugiere Movimiento en Sentido
Horario (CWM, por sus siglas en inglés).

Para analizar el comportamiento de tigmotaxis, se obtuvieron las trayectorias ge-
neradas por wrMTrck en cada caso. Ademas, para proceder a un analisis cuantitativo,
se utilizaron las coordenadas X e Y en una hoja de calculo de Excel para calcular la
distancia a cada pared del contenedor para cada fotograma, y este valor se utilizé para
obtener la distancia minima a la pared (MWD, por sus siglas en inglés). Si el MWD fue
menor a una cuarta parte de la longitud del contenedor, se colocaba la palabra “pa-
red” en la celda siguiente; de lo contrario, “centro”. Luego, se contaron los fotogramas
que contenian la palabra “pared” y se calcularon los segundos de tigmotaxis como el
namero de fotogramas dividido por 10.

Extraccion de branquias

Se extrajeron las branquias de ambos lados de cada espécimen y posteriormente se
procesaron y utilizaron para analisis histolégicos, ensayo cometa y biologia molecular
(Paravani et al., 2019).

Preparacion de tejidos para evaluacion histologica

Las muestras de branquias se lavaron con solucién salina fosfato 0.1 M (PBS 1X, pH
7.4) y luego se fijaron con paraformaldehido al 4%. Posteriormente, se deshidrataron
en etanol y se incluyeron en parafina. Finalmente, se realizaron secciones seriadas uti-
lizando un microtomo ReichertUltracut-S. Para el analisis morfolégico, las secciones
sagitales de 5 ym de grosor se desparafinaron, rehidrataron y tifleron con hematoxili-
na-eosina (HE).

Basandose en las imagenes obtenidas de diferentes secciones histologicas de las
branquias de los peces cebra expuestos individualmente a los pesticidas y a la mezcla
de pesticidas, se analiz6 cada muestra (n = 10) para observar las diferentes alteracio-
nes producidas y cuantificarlas. Se registré la frecuencia de cada dafio histopatolégico
y la gravedad del dafio, y luego se calculé el indice de alteracion. El tipo y la gravedad
de las lesiones se clasificaron seglin Poleksic y Mitrovic-Tutundzic (1994). El dafio se
clasificd en tres grados de gravedad: lesiones leves que no afectan la funcion del 6r-
gano (G1); lesiones moderadamente graves que pueden afectar la funcion del érgano
y pueden ser irreversibles, pero generalmente estan localizadas (G2); y lesiones muy
graves e irreversibles que afectan la funcion del érgano (G3). Posteriormente, se calcu-
L6 el indice de alteracion como la suma de los tipos de lesiones en cada una de las tres
etapas de gravedad y se multiplicé por el indice de cada etapa (1, 10 y 100, respectiva-
mente) (Poleksic y Mitrovic-Tutundzic, 1994).

Analisis de la expresion génica
En el estudio, se extrajo ARN total de las branquias utilizando el Kit de Purificacién
de ARN GenelET (Thermo Scientific®) siguiendo las instrucciones del fabricante. La

calidad del ARN en cada muestra se evalu6é midiendo la relacion de absorbancia a 260
nmy 280 nm. Posteriormente, el ARN se desnaturaliz6 a 65 °C durante 15 minutos. Para
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la sintesis de cDNA, se empleé el Kit de sintesis de cDNA Revert Aid First Strand (Ther-
mo Scientific®). EL cDNA resultante se utilizé directamente para la PCR utilizando un
termociclador Ivema T-18 (Llavallol, BA, Argentina) con el siguiente programa: desnatu-
ralizacion inicial a 95 °C durante 10 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion
a 95 °C durante 1 minuto, alineacién a 50 °C durante 90 segundos y extensién a 72 °C
durante 90 segundos. Los cebadores oligonucleotidicos utilizados para detectar los ni-
veles de expresion de los genes especificos se describieron en la Tabla 2. Los niveles de
expresion de ARNm se normalizaron utilizando transcritos de p-actina como referencia
(Jin et al,, 2011; Paravani et al., 2018, 2019, 2023). Para determinar los niveles de ARNm,
cada gen de interés y el ARNm de B-actina se coamplificaron utilizando ARN de células
branquiales extraidas como plantilla tanto de los peces tratados como de control. Los
productos resultantes de la PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2.5% tefido
con bromuro de etidio. Las bandas de cDNA se visualizaron utilizando un transilumi-
nador UV (Spectroline TE-312S, Spectronics Corporation, Westbury, NY) y se registraron
con una camara digital. Después de visualizar las bandas de cDNA, se cuantifico la
intensidad de cada banda, incluido el control interno (B-actina) y los genes de interés,
utilizando el software ImageJ. Las relaciones de intensidad se calcularon comparando
la intensidad de cada banda de gen con la del control interno (B-actina). Al grupo con-
trol se le asigno el valor de 1 para servir como referencia. Posteriormente, los valores
de cada grupo tratado se analizaron en relacién con el grupo control. Estos valores se
representaron en un grafico de barras para ilustrar los niveles de expresién relativos de
los genes cada grupo tratado en comparacién con el grupo de control.

Tabla 2. Secuencias de los pares de cebadores utilizados en las reacciones de PCR.

Gen target Secuencia de los cebadores (5'a 3) Longituddelpro- | Vol(ul) | Tm(°C)
ducto (pb)

Mnsod F: CCGGACTATGTTAAGGCCATCT 22 18 54,5
R: ACACTCGGTTGCTCTCTTTTCTCT 24 18 53,3
Cat F: GGGCAACTGGGATCTTACA 20 18 46,5
R: TTTATGGGACCAGACCTTGG 20 18 45,1
p53 F: GGGCAATCAGCGAGCAAA 18 18 55,6
R:ACTGACCTTCCTGAGTCTCCA 21 18 52,4
Oggl F: TCGGATTGTATTAGCCC 17 18 50,0
R: AAACCCAAAGATGGAGG 17 18 50,0
Bcl-2 F: AGGAAAATGGAGGTTGGGATG 21 18 57,9
R:TGTTAGGTATGAAAACGGGTGGA 23 18 59,6
Bax F: GGCTATTTCAACCAGGGTTCC 21 18 58,9
R: TGCGAATCACCAATGCTGT 19 18 58,0
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Caspase-9 F: AAATACATAGCAAGGCAACC 19 18 53,9
R: CACAGGGAATCAAGAAAGG 20 18 53,2

Caspase-3 F: CCGCTGCCCATCACTA 16 18 55,5
R:ATCCTTTCACGACCATCT 18 18 52,7

B-actin F: ATGGATGAGGAAATCGCTGCC 21 18 56,9
R: CTCCCTGATGTCTGGGTCGTC 21 18 56,1

Determinacion del indice de daiio al ADN: Ensayo Cometa.

La electroforesis en gel de células individuales, (SCG: Single Cell Gel Electrophore-
sis Assay) conocida como Ensayo Cometa (EC). El EC ofrece la posibilidad de estudiar
dafos y reparaciones del ADN tanto in vitro como in vivo, en diferentes tipos celulares
y organismos, ya que no requiere que las células se encuentren en fase de divisién. En
el presente proyecto, la técnica del EC a pH alcalino fue implementada en bioensayos
desarrollados por triplicado, para las células branquiales de peces cebra, con el fin de
evaluar el indice de dafio al ADN tanto en los peces control, como en los expuestos a
los plaguicidas y a la mezcla, en un estudio in vivo.

Las branquias fueron extraidas desplazando hacia adelante ambos opérculos. Los
arcos y peines fueron separados y los filamentos branquiales lavados en tubos Eppen-
dorf conteniendo 1 ml de PBS 1X y sometidas a una agitacion suave durante 3 minutos
para su disociacién. Los sobrenadantes conteniendo las células libres fueron transfe-
ridos a un segundo tubo con 1 ml de PBS 1Xy centrifugados a 45 g durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Los homogenatos celulares fueron mezclados con 200 pl de
agarosa de bajo punto de fusion (Sigma®) 1% y extendidos sobre portaobjetos. Poste-
riormente los vidrios fueron sumergidos inmediatamente en buffer de lisis enfriada en
hielo (NaCl 2,5 M; Na2EDTA 100 mM; 10 mM de Trizma base; Triton X-100 1% y DMSO
10%, pH 10), durante 1 h y sumergidos en solucion de corrida (NaOH 300 mMy EDTA 1
mM, pH 13) durante 10 minutos. A continuacion, sometidos a electroforesis en la mis-
ma solucién a 300 mA'y 25 V (0,90 V/cm), durante 10 minutos, en frio. La basicidad fue
neutralizada con tres cambios de Tris 0,4 M (pH 7,5), 5 minutos cada uno. Por Gltimo,
los portaobjetos fueron deshidratados en etanol 96% durante 5 minutos, secados a
temperatura ambiente y codificados para el analisis a doble ciego con el fin de conferir
confiabilidad a la cuantificacién.

Inmediatamente antes de proceder al analisis, los portaobjetos fueron tefiidos con
naranja de acridina (100 pg/ml, Sigma®). Las imagenes fueron analizadas utilizando un
microscopio de fluorescencia Olympus BX50, identificando y contabilizando un total
de 100 células por cada animal. Estas fueron seleccionadas al azar, superponiendo una
cuadricula sobre el portaobjetos, para evitar la repeticion del registro de las células.
Las células fueron clasificadas en 5 grupos de acuerdo con el tamafio, intensidad y lon-
gitud de la cola (clase 0 = células normales, mientras que el dafio maximo corresponde
a la clase 4). El indice de dafo del ADN fue calculado mediante la siguiente ecuacion:

Donde: nl, n2, n3 y n4 constituyen el nimero de células en las clases 1, 2, 3 y 4 del
dafio, respectivamente.
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Analisis estadistico

Todo el analisis estadistico se llevé a cabo utilizando el software SPSS 17.0 (SPSS Inc.
Chicago, EE. UU.). Para realizar todo el analisis estadistico, se compararon los grupos
expuestos con el grupo control utilizando un analisis de varianza de un factor (ANOVA)
o la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seglin si se cumplian los supuestos de
homogeneidad y homocedasticidad. Los resultados de la prueba de comportamiento
se presentaron en un grafico de caja. Los resultados de la expresion génica se presen-
tan como medias + error estandar. Las diferencias con p < 0.05 (*) se consideraron es-
tadisticamente significativas, p < 0.01 (**) se consideraron muy significativasy p < 0.001
(***) se consideraron altamente significativas.

Resultados

Efectos de los pesticidas en las pruebas de comportamiento

El patron de comportamiento locomotor fue diferente entre los peces expuestos
a pesticidas y los de control. La longitud total y la velocidad promedio de todos los
grupos de peces expuestos disminuyeron significativamente en comparacién con el
control. Los peces expuestos a la mezcla de todos los pesticidas mostraron el patron
de locomocién mas diferente. Mostraron una disminucién altamente significativa en la
longitud recorrida (cm), la velocidad promedio (mm/s) y la velocidad maxima (mm/s) en
comparacion con los peces control. Ademas, los peces control exhibieron un comporta-
miento de movimiento rapido mas alto (datos no mostrados) y un comportamiento de
congelacion significativamente menor (menor tiempo congelado) en comparacién con
aquellos expuestos a la mezcla de pesticidas (Figura 1). Ademas, el movimiento en sen-
tido horario y antihorario no mostré diferencias en ningn caso (datos no mostrados).

La figura 2 muestra las trayectorias generadas por wrMTrck para un espécimen del
grupo control y uno expuesto representativo de cada grupo experimental. Las pertur-
baciones que se muestran en las trayectorias se analizaron como tigmotaxis. Los re-
sultados mostraron diferencias entre las preferencias hacia la pared entre el grupo de
control y los peces expuestos a glifosato, 2,4-D e imidacloprid, pero no en el caso de la
mezcla.
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Figura 1. A) Longitud del desplazamiento, b) tiempo congelado, c) velocidad media, d) velocidad maxima en los
grupos control y expuestos (n = 7).

Figura 2. a) Trayectoria representativa de nado de un pez de control y un individuo de cada grupo expuesto. b)
Segundos por minuto que el grupo control y los grupos expuestos pasaron cerca de la pared del contenedor en la
prueba de comportamiento, expresados como medias + desviacién estandar (n = 6).
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Evaluacion histologica

La estructura branquial de D. rerio, al igual que en otros teledsteos, consta de cuatro
arcos branquiales en ambos lados de la cabeza. Cada arco branquial esta compuesto
por dos filas de filamentos branquiales o laminas primarias, donde cada lamina prima-
ria posee laminas secundarias que estan regularmente espaciadas entre si, por encima
y por debajo del eje horizontal del filamento. Las laminas secundarias contienen pe-
quefos capilares sanguineos y la sangre fluye en direccién opuesta al agua, por lo que
el oxigeno se absorbe a lo largo de toda la longitud de las ldminas secundarias.

El andlisis histologico de las branquias de los peces cebra adultos control no reveld
alteraciones ni lesiones observables en ninguna de las areas examinadas, lo que indica
que el tejido puede considerarse histolégicamente normal en general (Figura 3a). En
cuanto a las branquias de los peces cebra expuestos a imidacloprid, las lesiones obser-
vadas pueden ser categorizadas como G1. Estas incluyen dilataciones de capilares en
el apice de las laminas, hiperplasia epitelial en la base de las laminas secundarias y
congestion (Figura 3b). Se observaron lesiones significativas en las branquias expues-
tas a glifosato. Entre ellas se encuentran la fusion de las laminas secundarias (Figura
3¢, flecha roja), ldminas secundarias con focos de necrosis y presencia de leucocitos
(Figura 3c, flecha negra), sectores con hiperplasia epitelial en la base de las laminas
(Figura 3d, flecha amarilla), y presencia de dilataciones capilares en el apice de las
laminas y canal marginal dilatado (Figura 3d, flecha rosa). En conjunto, estas lesiones
observadas indican un grado de lesién que varia entre G2 y G3 para este tejido (Figura
3d). En las branquias de los peces cebra expuestos a 2,4-D, se observaron diversos tipos
de lesiones. Estas incluyen la dilatacion de capilares en el apice de las ldminas (Figura
3e, flecha azul), congestion, focos de hiperplasia epitelial en la base de las ldminas (Fi-
gura 3f, flecha verde), fusion de las laminas secundarias, presencia de células mucosas
en las laminas secundarias y, en algunas laminas, un cierto grado de necrosis. Seglin
estas observaciones, el grado de lesion para este tejido se clasific6 como G3 (Figura 3e
y f). Después de la exposicion de los peces cebra a la solucion que contiene la mezcla,
se observaron las siguientes lesiones en las branquias: congestion, hiperplasia en las
células epiteliales en la base de las laminas, fusién y ausencia de ldminas secundarias,
y dilatacién capilar en el apice de las laminas. Basandose en estas observaciones, el
grado de lesion en las branquias podria clasificarse como G3 (Figura 3g y h).
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Figura 3. Tejido branquial tefiido con H&E de peces cebra adultos: a) control, no
se observaron cambios morfolégicos, b) expuesto a imidacloprid, lesion leve (G1), c)
y d) expuesto a glifosato, lesion moderada a severa (G2 y G3), fusién de las laminas
secundarias (flecha roja), laminas secundarias con focos de necrosis y presencia de leu-
cocitos (flecha negra), sectores con hiperplasia del epitelio en la base de las laminas
(flecha amarilla), canal marginal dilatado (flecha rosa), e) y f) expuesto a 2,4-D, lesion
severa (G3), dilatacién de capilares en el apice de las laminas (flecha azul), focos de hi-
perplasia epitelial en la base de las laminas (flecha verde), g y h) expuesto a la mezcla
de pesticidas, lesion severa (G3). Las barras de calibracion se indican en cada imagen.

Efecto de los pesticidas en la expresion génica

Basandose en los resultados obtenidos del analisis y cuantificacién de la expresion
génica en las branquias de peces cebra adultos expuestos a pesticidas individuales, asi
como a la mezcla, se puede observar un patrén consistente en todos los genes proba-
dos, incluidos aquellos involucrados en las vias de estrés oxidativo (cat y sod) y la via de
apoptosis celular (p53, Bcl-2, Bax, caspasa-9 y caspasa-3), en comparacion con el grupo
de control. Es notable que hay una regulacién al alza de los genes asociados con la via
de estrés oxidativo y la via de apoptosis celular, mientras que el gen oggl, responsable
de la reparacion del ADN, muestra una regulacion a la baja en todos los casos (Figura 4).

Figura 4: Expresion de ARNm de genes involucrados en el estrés oxidativo (cat y sod), vias de apoptosis celular
(053, Bcl-2, Bax, caspasa-9 y caspasa-3) y reparacion del ADN (oggl) medida en las branquias de peces cebra
expuestos a a) Imidacloprid, b) glifosato, c) 2,4-D y d) la mezcla de ellos durante 96 h. Los niveles de expresion de
ARNm se expresaron en relacion a la expresion del gen de normalizacién $-actina.
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Evaluacion del indice de daiio del ADN

Como paso previo al comienzo del estudio de los posibles efectos de los plaguici-
das de forma individual como de su mezcla, se determinaron los valores del indice de
Dafo Basal (IDB) del ADN en las células branquiales de peces cebra sin tratamiento.
Para cumplir con este objetivo, se empleod la técnica del ensayo cometa en las células
branquiales.

Los valores del IDB obtenidos en las células branquiales para los peces cebra ma-
chos y hembras no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
sexos (p > 0,05) siendo respectivamente 186 + 15 y 183 + 32; por lo que se verifica que
los valores de IDB exhiben un alto grado de homogeneidad en el dafio del ADN (Figura
5) de los peces no tratados. Estos resultados permitieron conducir los siguientes ensa-
yos, independientemente del sexo de los animales.

Figura 5.Diagrama de caja de los valores de IDB en células branquiales de peces cebra sin tratar. Puede
observarse la alta homogeneidad y sin diferencias significativas en los valores del IDB para peces ma-
chos y hembras.

Con el objetivo de determinar si las células branquiales de los peces cebra son sen-
sibles a los genotoxicos y si esta sensibilidad se puede cuantificar por medio del ensayo
cometa, se disefid un ensayo in vitro dénde las células branquiales se sometieron al
posible efecto del peréxido de hidrégeno. La exposicion de las branquias a las diferentes
concentraciones de H,O, causaron incrementos del ID muy significativos, con respecto
al control (**p < 0,01, Figura 6). En términos porcentuales los aumentos del ID respecto
al control fueron respectivamente: 22,2% (2,5 uM); 51,1% (5,0 uM) y 58,6%, (10,0 uM)
para las células branquiales.
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Figura 6. Histograma representando el indice de dafio del ADN en las células branquiales de los peces cebra des-
pués de la exposicion in vitro al H,0,. Control; 2,5 yM de H,0,; 5,0 uM de H,0,;, 10,0 yM H,0,,

2 2

Una vez establecida la sensibilidad de células branquiales a un agente genotéxico
in vitro se realiz6 el bioensayo in vivo, exponiendo a los peces, a los plaguicidas de
forma individual y a la mezcla de ellos, segun las concentraciones antes mencionadas
y durante 96 h (Figura 7).

Figura 7. Histograma mostrando los valores del ID del ADN en las células branquiales de peces cebra
expuestos a los plaguicidas (2,4-D, glifosato e imidacloprid) y su mezcla en contracciones ambiental-
mente relevantes durante 96 h, y células branquiales de peces cebra control.

Como se observa en la Figura 7, los plaguicidas de forma individual y su mezcla, pro-
ducen un dafio oxidativo a nivel del ADN de forma muy significativa, luego de las 96 h
de exposicion bajo condiciones ambientalmente relevantes.

Discusion
Al evaluar los procesos de contaminacion en los cuerpos de agua, los pesticidas

emergen como uno de los grupos mas cruciales de xenobioticos. La utilizacién de di-
versas especies de peces para delinear la porcién bioaccesible de la contaminacion en
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un ecosistema se justifica por su participacion en diferentes niveles tréficos, su sensibi-
lidad a bajas concentraciones de sustancias toxicas y su capacidad para acumular di-
rectamente sustancias perjudiciales del agua contaminada, asi como indirectamente a
través del consumo de organismos acuaticos contaminados (Cavas y Ergene-Go6zikara,
2005). La contaminacion ambiental, especialmente la contaminacién acuatica, no solo
afecta la supervivencia y reproduccién de los organismos acuaticos, sino que también
tiene un impacto negativo en la salud humana, principalmente a través de procesos de
bioconcentracion.

La sensibilidad a diferentes contaminantes convierte al pez cebra en un organismo
modelo para el monitoreo ambiental. Se pueden observar cambios en la morfologia, la
expresion génica, el comportamiento y la fisiologia como indicadores biolégicos. Mu-
chos contaminantes ambientales interfieren con las funciones del sistema endocrino,
afectan el desarrollo, causan dafo al ADN e inducen estrés oxidativo en el pez cebra
(Jin et al, 2010, 2011; Shao et al,, 2012).

Efectos de los pesticidas en el comportamiento

Las interacciones presa-depredador abarcan la percepcion de agentes depredado-
res, estimulos peligrosos, habitats riesgosos y estimulos benignos (no depredadores o
lugares seguros), que son imperativos para aumentar la probabilidad de supervivencia
de los organismos (Lopes et al,, 2022).

El presente estudio observé una disminucién significativa en el tiempo que los peces
expuestos a glifosato, 2,4-D e imidacloprid pasaron en proximidad a la pared, lo que in-
dica una reduccion en el comportamiento de tigmotaxis en comparacioén con los peces
de control. La exposicion al glifosato puede llevar a una serie de cambios neuronales
que interfieren con las habilidades cognitivas del cuerpo para reconocer un entorno
hostil. Como resultado, la presencia de glifosato en el entorno impide que los peces
exhiban comportamientos aversivos y se protejan de los depredadores. Los peces ce-
bra expuestos a Rondup® pasaron mas tiempo en el area de riesgo de depredacién en
comparacion con los peces que no estuvieron expuestos (Pompermaier et al.,, 2020).
Normalmente, cuando los peces detectan la presencia de un depredador, buscan re-
fugio cerca de la periferia de su entorno, reduciendo la probabilidad de depredacioén.

Otra forma de estudiar las interacciones presa-depredador es el paradigma del tan-
que novel, que se basa en el comportamiento innato de escape de los peces cebra en un
entorno nuevo, donde se espera que los peces cebra se sumerjan en el fondo y perma-
nezcan inmoviles por un periodo para luego explorar mas su entorno (Kysil et al,, 2017).
Los peces cebra adultos expuestos a 2,4-D aumentaron la distancia total recorrida (3
y 300 pg/L) y las cruzadas entre las zonas del tanque (0.3 pg/L). Ademas, los peces ce-
bra expuestos a 2,4-D a 0.3 pg/L pasaron mas tiempo en la zona superior del aparato
y recorrieron una larga distancia en la zona superior, lo que sugiere que la exposicién
a concentraciones de 2,4-D detectadas en el entorno interrumpe su comportamiento
defensivo innato para pasar mas tiempo en el fondo (Thiel et al,, 2020). Ademas, la reac-
cién conductual ante un ataque simulado de depredador de aves en peces cebra adultos
expuestos a concentraciones subletales de glifosato, 2,4-D y metilbenzoato fue evaluada
por Pompermaier et al. (2020). En ese estudio, se observé que los peces expuestos a gli-
fosato y 2,4-D pasaron mas tiempo en un area riesgosa, lo que sugiere que los pesticidas
interfirieron en su capacidad de percepcién del riesgo (Pompermaier et al., 2020).
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Una investigacién reciente encontré que la exposicion al imidacloprid disminuyé la
distancia recorrida y aumenté el tiempo pasado sin movimiento (congelacion) en pe-
ces expuestos a 45 pg/L. Estos peces mostraron locomocion deficiente en parametros
de comportamiento que podrian estar relacionados con la reduccion de AChE en el
cerebro. En este contexto, observaron hiperlocomocion que podria ser un sintoma de
toxicidad por imidacloprid (Guerra et al., 2021).

En el presente estudio, mientras que los peces expuestos a los pesticidas individual-
mente exhibieron comportamiento de tigmotaxis, los peces expuestos a la mezcla no
lo hicieron. Presumimos que la ausencia de tigmotaxis observada en los peces expues-
tos a la mezcla podria ser consecuencia de su movilidad limitada, caracterizada por
una baja distancia recorrida, baja velocidad y un periodo prolongado de inmovilidad.

Evaluacion histologica

En relacion con la morfologia branquial, la hipertrofia, el levantamiento del epite-
lio lamelar e hiperplasia que conducen a la fusién completa o parcial de las lamelas,
como se observo en este estudio, son mecanismos de defensa comunes que aumentan
la distancia para la difusién agua-sangre, reduciendo asi la transferencia de agentes
estresantes como los pesticidas desde la superficie lamelar al torrente sanguineo (Lins
et al, 2010; Fernandes y Moron, 2020; Viana et al,, 2022). La congestién sanguinea esta
relacionada con trastornos del flujo circulatorio e implica la dilatacién de los espacios
sanguineos formados por los bordes de las células pilares adyacentes en la lamina,
lo cual puede ocurrir debido a varios factores relacionados con el flujo sanguineo; la
congestién sanguinea puede progresar hacia un aneurismay la ruptura del aneurisma
puede provocar hemorragias locales. Ambas condiciones interrumpen el intercambio
de gases, la captacion de oxigeno y la excrecion de didxido de carbono, especialmen-
te cuando afectan areas grandes de las branquias. Los cambios observados ayudan a
reducir la absorcién por las branquias, pero en un escenario de exposicion continua, la
histopatologia puede progresar y afectar la eficiencia del intercambio de gases, lo que
conduce a hipoxia interna (Fernandes et al.,, 2007; Viana et al,, 2022).

Anteriormente se inform6 que los herbicidas a base de glifosato inducen lesiones
histopatolégicas en las branquias e higado de Jenynsia multidentata (Hued et al,
2012). Observaciones similares en las branquias de D. rerio se publicaron recientemen-
te, mediante una exposicion de 15 dias a Roundup 10ppm. En el informe, los autores
investigaron ademas el efecto toxicolégico del pesticida temefés y el surfactante SDS,
y diferentes combinaciones de estos (Santos-Silva et al.,, 2022). Los efectos de Roundup
y las formulaciones de glifosato en el transporte intracelular, microtabulos y filamen-
tos de actina se analizaron en Xenopus laevis, lo que sugiere que la desintegracién del
citoesqueleto, asi como los cambios en la morfologia celular y la adherencia, estan
relacionados con su capacidad para interferir con el equilibrio del Ca?+ intracelular
(Hedberg y Wallin, 2010). Un informe de impactos toxicolégicos de formulaciones co-
merciales de fipronil y 2,4-D (en forma individual y en mezcla) en D. rerio, en exposi-
ciones de 96 horas tanto individuales como en mezcla, encontré un levantamiento del
epitelio lamelar en peces expuestos a 2,4-D y mezcla de pesticidas, hiperplasia, fusion
parcial y total de las lamelas en todos los grupos expuestos, congestién y aneurisma
solo en peces expuestos solo a 2,4-D (Viana et al,, 2022). Branquias y musculos de D.
rerio expuestos a tres concentraciones subletales diferentes de endosulfan (0.1, 0.5y 1
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pg/L), cada una combinada con imidacloprid (1 ppm), durante 21 dias, mostraron lesio-
nes marcadas, principalmente en los grupos de alta concentracién después de exposi-
ciones prolongadas, lo que indica que una exposiciéon constante a pesticidas durante
un periodo prolongado conduce a efectos perjudiciales (Muazzam et al,, 2019).

En este trabajo, se inform6 de un mayor grado de alteraciones histopatolégicas con
la mezcla de glifosato + 2,4-D + imidacloprid, lo que indica un posible efecto sinérgico.
Aunque varios estudios han informado sobre efectos toxicos de los pesticidas estudia-
dos en este trabajo, ya sea solos o en combinacién con otros compuestos, no encon-
tramos informacién ecotoxicolégica sobre esta combinaciéon particular, por lo que se
necesitan mas estudios para comprender los mecanismos por los cuales esta mezcla
genera efectos toxicos.

Analisis de la expresion génica

Uno de los efectos mas importantes que la exposicion a pesticidas puede producir
es el desequilibrio entre ROS endbdgenos y exdgenos, generando estrés oxidativo. La
exposicion a estos agentes puede provocar tanto una disminucién en la defensa an-
tioxidante como dafo oxidativo en el cuerpo (Valavanidis et al., 2006). En condiciones
fisiologicas normales, los ROS son rapidamente eliminados en peces y otros vertebra-
dos por enzimas antioxidantes, incluyendo la superéxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (Abele y Puntarulo, 2004; Zhang et al., 2009; Juan et
al,, 2021). El estrés oxidativo producido por la generacién de ROS puede desencadenar
la activacion de la apoptosis celular. Estos eventos, a su vez, activarian la expresion
del gen supresor de tumores p53, responsable de inducir la activacion de proteinas
proapoptoéticas como Bcl2 y Bax, que conducen a la liberacién de citocromo c en el
citoplasma. Alli, debido a su interaccion con Apaf-1 (factor de activaciéon de apoptosis
1), se forma un apoptosoma, activando caspasa-9, que a su vez activaria caspasas (-3 y
-7), desencadenando la muerte por apoptosis (Galluzzi et al., 2016).

Para comprender el mecanismo genotoéxico de los pesticidas individuales y su mezcla
en las células branquiales de peces cebra adultos, este estudio evalud la expresion de
los genes p53, Bax, Bcl-2, caspasa-9, caspasa-3, oggl, cat y sod. Los genes p53, Bax, Bcl-
2, caspasa-9 y caspasa-3 son conocidos por estar involucrados en la via de la apoptosis
celular. En particular, el factor de transcripcion p-53 desempefia un papel crucial en la
defensa celular contra el estrés (Wang et al, 2019), activando respuestas celulares como
la reparacién del ADN, la detencion del ciclo celular y/o la apoptosis, que proporcionan
proteccion contra el dafio del ADN (Wang y Sun, 2010; Hientz et al,, 2016).

En el presente estudio, observamos que todos los genes involucrados en la via de la
apoptosis celular aumentaron significativamente su expresion. Estos resultados sugie-
ren que la via de la apoptosis celular se vio afectada después de la exposicién tanto a
pesticidas individuales como a la mezcla. Jin et al. (2011) demostraron que los niveles
de ARNm de algunos genes de apoptosis, como p53, puma, bax, apafl, caspasa-9 y
caspasa-3, aumentaron significativamente después de la exposicion a 3 0 10 pg/L de
cipermetrina, un pesticida piretroide tipo Il ampliamente utilizado.

El sistema de reparacién del ADN desempefia un papel vital en la proteccion contra
el dafo oxidativo. Por esta razén, se analizé el nivel de expresion del gen oggl, impor-
tante en la reparacién de productos de guanina oxidativa (Hazra et al, 2007; Wang et
al,, 2018), para determinar si este gen podria estar involucrado en la toxicidad de los
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peces cebra. En nuestro estudio, pudimos observar una regulacion negativa en los ni-
veles de ARNm del gen oggl, tanto para pesticidas individuales como para la mezcla.

Se puede hipotetizar que la sobreexpresion de p-53 esta involucrada en la activa-
ciéon de caspasa-3 (Jiang et al, 2016). p-53 puede desencadenar respuestas celulares
(reparacién o apoptosis) dependiendo de la intensidad del estrés quimico (Chiang et
al,, 2013). Si las alteraciones del ADN persisten y los mecanismos de reparaciéon son in-
suficientes, se desencadenara la apoptosis celular dependiente de caspasa. Varios es-
tudios han informado sobre la regulacion transcripcional de p53 y caspasa-3 en larvas
de pez cebra después de la exposicion a pesticidas (Zhu et al,, 2015; Jiang et al., 2016;
Zhao et al, 2016; Li et al., 2018; Islam et al., 2018). Sin embargo, este estudio es el prime-
ro en demostrar la alteracion de las vias de reparacién del ADN y apoptosis utilizando
los genes p53, Bax, Bcl-2, caspasa-9, caspasa-3, oggl en las branquias de peces cebra
adultos bajo concentraciones ambientalmente relevantes de los pesticidas glifosato,
2,4-D e imidacloprid, tanto individualmente como en mezcla.

Ademas, el analisis de la expresién génica de cat y sod se ha utilizado para detectar
toxicidad y monitorear los efectos de contaminantes quimicos (Sheader et al., 2006;
Woo et al,, 2009). En este estudio, se demostrdé una sobreexpresién en los niveles de
ARNm de estos genes en las células branquiales de peces cebra adultos tratados tanto
con pesticidas individuales como con la mezcla. Esto sugiere que las vias CAT y SOD
también estan directamente involucradas como respuesta al estrés oxidativo causado
por la exposicién a estos pesticidas. Un trabajo anterior demuestra que el imidacloprid,
a varias dosis (0.3, 1.25 y 5 mg/mL), induce estrés oxidativo y dafio en el ADN en peces
cebra después de 7, 14, 21 y 28 dias de exposicion (Ge et al,, 2015). Esta exposicion al
imidacloprid altera los niveles de actividad de CAT y SOD, indicando la participacién de
estas enzimas en la respuesta al estrés oxidativo causado por el pesticida.

Evaluacion del indice de daiio del ADN

Los plaguicidas estudiados de manera individual y su mezcla, producen un dafo oxi-
dativo a nivel del ADN de forma muy significativa, luego de las 96 h de exposicién bajo
condiciones ambientalmente relevantes.

Estos resultados son coincidentes con los arrojados por los estudios anteriores, tanto
histolégicos como moleculares, por lo que se puede apreciar una correlacion entre los
estudios a lo largo del tiempo de ensayo.

Conclusiones

Basandonos en los resultados encontrados en nuestro estudio, se puede concluir
que la exposicion a los pesticidas de forma individual y, especialmente, en su mezcla,
podria tener un efecto potencialmente téxico en los peces cebra expuestos durante 96
horas a concentraciones subletales. Se evidenciaron consecuencias negativas a nivel
conductual, incluyendo diversos grados de alteraciones histolégicas y modificaciones
en los niveles de genes clave involucrados en las vias de estrés oxidativo y apoptosis
celular en el tejido branquial. Los efectos a corto plazo encontrados podrian tener
consecuencias significativas a largo plazo para la poblacién de peces y el ecosistema
acuatico en general. Por lo tanto, nuestros hallazgos refuerzan la necesidad de utilizar
marcadores tempranos para estar alerta ante posibles alteraciones.
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