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Resumen. El uso de biomarcadores hematoldgicos es importante para poder evaluar riesgos ambientales y la exposicion a sus-
tancias quimicas potencialmente téxicas y asi poder desarrollar medidas que sirvan como sefiales de alarma temprana en am-
bientes contaminados. El objetivo de este trabajo fue determinar biomarcadores hematoldgicos en el sapo comun Bufo (Rhinella)
arenarum que proporcionen informacién para el diagnéstico de la salud de distintos ecosistemas de la provincia de Cérdoba. Un
total de 93 individuos adultos de Bufo (Rhinella) arenarum fueron capturados en cuatro sitios de la provincia de Cérdoba y distin-
tas variables ambientales del agua fueron medidas en cada sitio. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante la puncién de
la vena angularis. Luego fueron tefiidas con la tincién diferencial May Griinwald-Giemsa y fueron observadas mediante microsco-
pio Zeiss Primo Star iLED para realizar el conteo de glébulos blancos. Las variables ambientales del agua mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las poblaciones, se registraron valores menores en “Alpa Corral”, mientras que “Villa Dalcar”
presentd los mayores valores para dichas variables. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre localida-
des en el recuento de glébulos blancos (cada 1000 eritrocitos); sin embargo, en “Villa Dalcar” se registraron los ejemplares con
mayor cantidad de leucocitos en el conteo de glébulos blancos (425,48 + 481,34). Mientras que para la formula leucocitaria, los
linfocitos fueron las células méas abundantes para los ejemplares de todos los sitios; encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre cada localidad y “Alpa Corral”. Los ejemplares de “Villa Dalcar” presentaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en relacion a los monocitos y basofilos, registrandose altos valores para ambas células en los ejemplares de este sitio;
mientras que en los ejemplares de “Cultivo” las diferencias se encontraron en eosindfilos y la relacién neutréfilos/linfocitos. Estos
resultados revelaron que de las cuatro localidades analizadas, “Villa Dalcar” representa la mas afectada por las actividades an-
tropicas. Estas variaciones registradas en los parametros hematolégicos podrian considerarse evidencia de la posible presencia
de agentes contaminantes en el lago “Villa Dalcar”.
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Abstract. Hematologic biomarkers are important to assess the environmental and health risks of exposure to potentially toxic
chemicals, and for developing measures that serve as early warning signals in polluted areas. The aim of this study was to deter-
mine hematologic biomarkers of common toad Bufo (Rhinella) arenarum that provide information for the diagnosis of the health
of ecosystems of Cérdoba province. A total of 93 adult individuals of Bufo (Rhinella) arenarum were collected from four sites of
Cérdoba Province and hydric environmental variables were measured on each site. Blood samples were obtained by angularis
vein puncture, smears of fresh blood were stained with May Griinwald-Giemsa and observed by using a microscope Carl Zeiss
Primo Star (Pack 5), for white blood cell count. Water environmental variables showed statistically significant differences among
localities, with the lowest values in “Alpa Corral” and highest values in “Villa Dalcar”. There were no statistically significant differ-
ences among individuals of different sites for white blood cells count. However, individuals from "Villa Dalcar" showed the highest
number of white cells (425.48 + 481.34). In the leukocyte formula, lymphocytes were most abundant white blood cells in individu-
als from all study sites. The blood parameters of toads from all sites showed statistically significant differences with individuals
from “Alpa Corral”. "Villa Dalcar" Individuals exhibited significant differences in relation to monocytes and basophils with the high-
est values for both cell types. “Cultivo” locality showed significant differences for eosinophils and for the relationship neutrophils/
lymphocytes. These results revealed that “Villa Dalcar” represent the site most affected by human activities. In particular, changes
recorded in hematological parameters could be giving evidence of the possible presence of contaminants in Lake “Villa Dalcar”.

Keywords: Biomarkers; Leukocytes; Angularis vein; Bufo (Rhinella) arenarum.
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Introduccién

Las poblaciones de anfibios estan disminu-
yendo en todo el mundo, con un 32 % de es-
pecies en peligro de extincién y el 43 % de las
especies en riesgo (Stuart y col. 2004). Esta
creciente reduccion, advertida en las pobla-
ciones de anfibios (Collins y Crump 2009), ha
generado en los cientificos un interés acer-
ca de las posibles causas de dicho fenéme-
no (Burkhart y col. 2003; Blaustein y Dobson
2006; Henle y col. 2008). Entre las cuales se
pueden citar, las originadas por factores que
actuan de manera global y simultanea como el
aumento de la radiacion ultravioleta, relaciona-
da a su vez con el adelgazamiento de la capa
de ozono, el uso indiscriminado de plaguici-
das, los multiples y complejos procesos que
resultan en el cambio climatico, etc. (Lavilla
2001; Lavilla y Heatwhole 2010). Sin embargo,
las declinaciones poblacionales en anuros son
el resultado de la accién sinérgica de diversos
factores, no solamente a escala mundial sino
también algunos a nivel local, como la conta-
minacién del agua, fragmentacién de habitats
naturales, etc. (Ross y Stephen 1999; Branch
y Hokit 2000; Lavilla 2001; Belden y Blaustein
2002; Blaustein y Kiesecker 2002; Blaustein y
Belden 2003).

La pérdida de habitats originales que sufren
estas especies parece ser el factor mas im-
portante que lleva a disminucién de su tamano
poblacional, asi como también, su baja capa-
cidad de recolonizar areas después de extin-
ciones locales (por presentar baja movilidad y
filopatria), agregan mas factores a la declina-
cién de las poblaciones de anfibios (Blaustein
y col. 1994; Alford y Richards 1999; Houlahan
y col. 2000; Kiesecker y col. 2001), lo cual in-
dica que cada vez resulta mas esencial incre-
mentar el conocimiento de la diversidad de
anfibios y generar la informacién de base para
avanzar en acciones especificas de conserva-
cién (Vaira 'y col. 2012).

Sin embargo, muchas veces estas medidas
se encuentran limitadas por la falta de cono-
cimiento sobre las especies y su distribucion,
asignando un gran numero de ellas a la cate-
goria “insuficientemente conocida” (Ubeda y
Grigera 2003; Sanabria y Quiroga 2009).

En este contexto, varios trabajos indican que
la pérdida de habitat como resultado del de-
sarrollo de la agricultura puede contribuir a la
regresion de la diversidad de anfibios anuros
en algunos lugares debido al mayor laboreo
de los suelos y la consiguiente pérdida de ma-

teria organica, aumento de la compactacion,
disminucién de la capacidad de retencion por
pastoreo del ganado, erosion de cabeceras de
cuencas, y aumentos de contaminaciéon qui-
mica por plaguicidas y fertilizantes (di Tada y
col. 1996; Wake 1998; Lavilla 2001; Davidson
y col. 2002; Lajmanovich y col. 2002, 2003;
Stuart y col. 2004; Beebee y Griffiths 2005;
Peltzer y col. 2006; Stuart y col. 2008; Collins
y Crump 2009; Bionda y col. 2012).

En Argentina, la expansion de los sistemas
agricolas modernos y la urbanizacién extre-
ma, ha simplificado el paisaje (McLaughlin y
Mineau 1995) ademas de liberar una amplia
gama de pesticidas que se utilizan comun-
mente, afectando la biodiversidad de los an-
fibios anuros (Alford y col. 2001; Kiesecker y
col. 2001; Christin y col. 2003; Cabagna y col.
2005; De Sa 2005).

Los anfibios anuros, representan un grupo
particularmente sensible a contaminantes
ambientales debido a su doble ciclo de vida
(acuatico y terrestre) y su piel muy permeable
que intercambia materiales con el medio (Wel-
sh y Ollivier 1998; Manzanilla y Péfaur 2000;
Cabagna y col. 2005; Lascano y col. 2009;
Blaustein y col. 2011) por lo que resultan ser
buenos bioindicadores de la salud ambiental
(Young y col. 2004).

Los cambios en los parametros sanguineos
pueden ser Utiles en algunas especies como
marcadores bioquimicos de la toxicidad de
ciertos productos quimicos (Haratym-Maj
2002).

Entre los anfibios anuros, el recuento diferen-
cial de globulos blancos representa una aler-
ta temprana de exposicién a distintos agen-
tes contaminantes antes de que puedan ser
detectadas respuestas a nivel de comunidad
y ecosistema (Peri y col. 1998; Davis y col.
2004).

El objetivo de este trabajo fue determinar bio-
marcadores hematolégicos del sapo comun
Bufo (Rhinella) arenarum que proporcionen in-
formacién para el diagnostico de la salud de
los distintos ecosistemas de la provincia de
Cordoba.

Materiales y métodos

Se escogieron cuatro sitios, tres de ellos cons-
tituyen ambientes urbanos y periurbanos con
distintos tipos y grados de alteracion ambien-
tal. La importancia en la seleccion de dichos
ambientes para el presente estudio, se basa
en los antecedentes de estudios previos so-
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bre modificaciones en los parametros pobla-
cionales en distintas especies de anfibios, asi
como cambios en las propiedades de las co-
munidades, posiblemente por el grado de alte-
raciéon ambiental (Bionda y col. 2011a, 2011b;
Bionda y col. 2012a, 2012b; Pollo y col. 2012;
Bionda y col. 2013). El primer sitio de estudio
corresponde al Rio Barrancas (“Alpa Corral”,
32° 42° S 64° 42° O; 880 msnm) considerado
como el sitio de menor grado de alteracion.
La eleccion de dicho sitio se debié a que el
Rio Barrancas pasa por la localidad serrana de
“Alpa Corral”, donde por tratarse de un lugar
turistico, existen distintas politicas de conser-
vacion del ambiente con fines de preservar las
condiciones naturales autéctonas del lugar.
Otro aspecto a tener en cuenta es el hecho de
que los efluentes cloacales no se destinan al
rio, sino a pozos ciegos y ademas, actividades
antropicas como la agricultura y ganaderia se
encuentran alejadas de dicho sitio. El segundo
sitio pertenece al sistema de charcas, ubica-
do en el Campus de la Universidad Nacional
de Rio Cuarto, (“Charco de las Brujas”, 33° 10°
S- 64° 20" O; 420 msnm). El tercer sitio fue el
lago artificial “Villa Dalcar”, ubicado dentro del
ejido urbano de la ciudad de Rio Cuarto (33°
07" S, 64° 20" O; 438 msnm), y por ultimo, el si-
tio llamado “Cultivo”, que posee una pequefna
charca ubicada en un area de cultivo de 9 ha
de superficie en cercanias a la ciudad de Rio
Cuarto (33° 05’ S, 64° 26’ O; 467 msnm).

Los ejemplares de Bufo (Rhinella) arenarum
(Pyron y Weins 2011) fueron colectados en-
tre los afios 2010 y 2011 durante los meses
de septiembre y octubre, coincidiendo con el
periodo reproductivo de la especie. In situ se
registraron las siguientes variables ambienta-
les del agua: pH, temperatura, conductividad,
solutos disueltos totales y salinidad con equi-
po digital 35-Series TestsTM Multiparametro
35.425-10.

Luego se procedid a la extraccion de sangre
mediante la puncién de la vena angularis (N6-
ller 1959). Esta metodologia, contraria a la ex-
traccion de sangre mediante puncién cardia-
ca, elimina por completo la probabilidad de
muerte del individuo contribuyendo asi a la
conservacion de la especie.

Se realizaron frotis sobre portaobjetos, de-
jandolos secar a temperatura ambiente, para
luego ser tefidos con tincion diferencial May
Grinwald-Giemsa. Inmediatamente después
de la extraccion los animales fueron restituidos
al sitio donde fueron capturados. Los prepara-
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dos se observaron con microscopio Zeiss Pri-
mo Star iLED a 40X para realizar la descripcion
de leucocitos (Linfocitos, Monocitos, Neutro-
filos, Eosindfilos, Basofilos), considerando
las caracteristicas morfolégicas de acuerdo a
Hadji-Azimi y col. (1987); Coppo (2003) y Jill
Heatley y Johnson (2009).

Se calculdé el numero total de leucocitos en
relacion a 10.000 células rojas (eritrocitos) en
base a la metodologia usada por Davis y col.
(2004). Se determiné el indice neutrdfilos/lin-
focitos (N/L), propuesto como medida de los
individuos en repuesta al estrés (Davis y col.
2008) y el indice de lobularidad (IL=numero
de lébulos contados/numero de neutrofilos
contados) para evaluar el grado de madurez
leucocitario (Garcia y col. 1997). Ademas, se
realizé un recuento de neutrofilos con nucleos
ahorquillados de acuerdo a Davis y col. (2004,
2008).

Para el tratamiento de los datos, se utilizé el
programa Statgraphics Plus 5.0. Se probé la
distribucién normal de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilks. Luego se realiza-
ron analisis de ANOVA, con aquellas variables
donde se encontré normalidad y el analisis de
Kruskal-Wallis, para las variables que no pre-
sentaron una distribucién normal, para evaluar
diferencias entre sexos. Para la comparacion
del sitio control y los otros sitios se llevé a
cabo el Test Mann-Whitney.

Resultados

De todas las variables ambientales analiza-
das, la salinidad, conductividad y sélidos tota-
les del agua presentaron valores inferiores en
“Alpa Corral” con respecto al resto de los si-
tios estudiados; mientras que “Villa Dalcar” fue
el sitio que presentdé mayores valores (Figura
7). Los valores de pH del agua también fueron
altos en “Villa Dalcar”, de aproximadamente
9,775 con respecto al resto de los sitios. “Cul-
tivo” con valores de 9,000, “Alpa Corral” de
8,805 y “Charco de las Brujas” de 7,955.

No se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas (ANOVA y Kruskal-Wallis, p <
0,05) entre machos y hembras en el total de
leucocitos, ni en la formula leucocitaria, por lo
que los datos se analizaron sin diferenciacion
por sexo.

En la Tabla 1 se presentan los datos del total
de leucocitos para los sapos de cada sitio
de estudio. En la misma se observa que los
sapos de “Villa Dalcar” presentaron el mayor
promedio de leucocitos (425,48+481,34) con
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respecto a los sapos del resto de los sitios.
Sin embargo, no se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
valores hallados en cada uno de los sitios y
en “Alpa Corral” (Test Mann-Whitney: “Villa
Dalcar”, p = 0,783, W = 218; “Charco de las
Brujas”, p = 0,999, W = 189,5; “Cultivo”, p =
0,936, W = 114,5).

Los porcentajes de cada una de las células de
la formula leucocitaria para los ejemplares de
cada sitio de estudio se muestran en la Tabla 2.
El indice N/L resulté de 0,321+0,307 para los
ejemplares de “Alpa Corral”’; 0,216+0,207 para
los de “Charco de las Brujas”; 0,286+0,308
para los de “Villa Dalcar” y 0,097+0,058 para
los de “Cultivo”.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Salinidad (ppm)

Conductividad (1 5. em-1)
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E Charco de las Brujas
B Villa Dalcar
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Figura 1. Grafico de salinidad, conductividad y sélidos
totales para cada uno de los sitios de muestreo.

4

Figura 2. a) Neutrdfilo unilobulado, b) neutréfilo bilobulado con
caracteristico puente de union entre los I6bulos, c) neutrdfilo trilobulado,
d) neutrdfilo tetralobulado y e) neutréfilo con nucleo ahorquillado.
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Tabla 1. Promedios, desvios y rangos
del conteo de glébulos blancos/10000
eritrocitos para cada sitio de estudio.

SITIOS x+DE Rango

Alpa Corral 351,0+230,9 15-916

Charco de las Brujas 345,24+203,39 14-731
Villa Délcar 425,48+481,34 82-2418
Cultivo 345,7+208,6 83-795

En la comparacion de los tres sitios de estudio
con “Alpa Corral”, se observaron diferencias
estadisticamente significativas con las mues-
tras de los animales de “Cultivo” para los eo-
sindfilos y el indice N/L (p = 0,021, W = 175;
p = 0,014, W = 179); y con los ejemplares
de “Villa Dalcar” para basofilos y monocitos
(p =0,007, W =103,5; p = 0,001, W = 62,5).
En este estudio se registraron distintos tipos
de lobularidad para los neutrdfilos: unilobula-
do, bilobulado, trilobulado, tetralobulado y con
nucleo ahorquillado (Figura 2); pudiendo ob-
servarse también en baja proporcion formas
pentalobuladas.

Para la comparacién entre sitios, respecto al
indice de lobularidad, los ejemplares de “Char-
co de las Brujas” y “Cultivo” tienen valores si-
milares entre si (1,86 y 1,83, respectivamente)
mayores a los valores que presentan los ejem-
plares de “Alpa Corral” y “Villa Déalcar” (1,48 y
1,46, respectivamente). “Villa Dalcar” represen-
t6 el sitio con ejemplares de mayor cantidad

Acta Toxicol. Argent. (2015) 23 (1): 25-35

de nucleos ahorquillados (6 nucleos) respecto
al total de neutrdfilos; para los ejemplares de
“Cultivo”, 5 nucleos ahorquillados; y para los
de “Charco de las Brujas” y “Alpa Corral” 3.

Discusion

Los estudios realizados sobre los parametros
hematoldgicos de anfibios se han intensifica-
do en las Ultimas décadas debido a su capaci-
dad para determinar la calidad de un ambien-
te. Dichos parametros hematoldgicos regis-
tran cambios a nivel molecular y celular de or-
ganizacion bioldgica (interaccién inicial de los
contaminantes con el organismo) y en base a
los cuales podemos desarrollar medidas que
sirvan como sefales de alarma temprana para
los niveles de organizacion superior (Bucheli y
Fent 1995; Cajaraville y col. 2000).

En lo que respecta a las variables ambienta-
les, los valores de pH para “Charco de las Bru-
jas” y “Alpa Corral” se encuentran aproxima-
damente dentro del rango éptimo (entre 6,5 a
8,5) de agua dulce para la sobrevida vy fisiolo-
gia en la mayoria de los organismos acuaticos;
mientras que para los sitios “Cultivo” y “Villa
Dalcar”, los valores resultan muy alcalinos.
Fuera del rango antes mencionado, los efec-
tos toxicos directos pueden ocurrir y los nive-
les de estrés seran altos (Addy y col. 2004).
En anfibios, los valores limites de pH para el
desarrollo normal se consideran un poco mas
acotados, en algunas especies se ha mencio-
nado un limite inferior de 6,3 y superior de 7,7
(Garcia y Fonturbel 2003).

Tabla 2. Promedios, desvios, rango y porcentajes de la formula leucocitaria para cada
sitio. (L=Linfocitos, N=Neutrdfilos, E=Eosindfilos, B=Basdfilos, M=Monocitos)

Charco de

Alpa Corral las Brujas Villa Dalcar Cultivo

x+DE 511,17+383,37 653,81+467,75 585,48+456,31 473,23+347,29
L Rango 9-1269 11-1684 33-1744 61-1135

% 76,10 77,65 68,00 84,73

x+DE 103,11+103,51 119,95+123,42 130,65+128,38 50,31+54,34
N Rango 6-396 1-493 10-482 5-190

% 15,35 14,25 15,17 9,01

x+DE 35,56+33,06 36,19+66,76 80,91+128,00 11,46+13,33
E Rango 0-122 1-304 1-427 1-48

% 5,29 4,23 9,40 2,05

x+DE 10,22+9,91 16,67+14,67 19,22+12,11 14,15+£9,94
B Rango 0-36 0-43 3-45 2-37

% 1,52 1,98 2,23 2,53

x+DE 11,67+8,56 15,38+12,78 44,74+32,72 9,38+8,70
M Rango 0-29 0-40 2-118 0-27

% 1,74 1,83 5,20 1,68
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La conductividad, por otro lado, es un para-
metro relacionado a los Sdlidos Totales. En
general, a medida que los Sdlidos Totales y la
conductividad se incrementan, aumenta la Sa-
linidad. De acuerdo a la OMS, la CEE (Comu-
nidad Econdmica Europea) establece para la
conductividad un valor guia para el agua po-
table de 400 uS/cm (OMS 2004). Esto indica
que los sitios “Charco de las Brujas” y “Alpa
Corral” presentan valores admitidos, mientras
que “Cultivo” y “Villa Dalcar” presentan valo-
res mayores.

Al igual que la mayoria de los trabajos relacio-
nados a hematologia sanguinea, no se regis-
traron diferencias estadisticamente significati-
vas con respecto al sexo (Atatlr y col. 1999;
Sevinc y Ugurtas 2001; Arserim y Member
2008; Davis y Durso 2009; Arikan y col. 2010;
Cabagna y col. 2011). En cuanto al conteo de
gldbulos blancos, si bien no se registraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre
los distintos sitios de estudio y “Alpa Corral”,
el elevado numero de leucocitos (leucocitosis)
en los individuos de “Villa Dalcar”, podria estar
relacionado con el transporte de sustancias
por escorrentias de las zonas aledanas que in-
gresan al lago (Pollo y col. 2012).

La formula leucocitaria para Bufo (Rhinella)
arenarum en este estudio fue similar a la publi-
cada en otros trabajos (Varela y Sellares 1937;
Peri y col. 1998; Rosenberg y col. 2003; Ca-
bagna y col. 2005; Chiesa y col. 2006). Sien-
do la férmula leucocitaria de los individuos de
“Alpa Corral” la que mas se asemeja a los va-
lores considerados como basales o normales
para la especie (Varela y Sellares 1937). No se
registraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre sexos para cada tipo de células
en relacidon al conteo diferencial de glébulos
blancos al igual que lo observado en otros tra-
bajos (Davis y col. 2004; Cabagna y col. 2005;
Zhelev 2007; Cabagnay col. 2011).

Los linfocitos fueron los leucocitos mas abun-
dantes, sin embargo, una marcada disminu-
cién en el numero de los mismos (linfopenia)
se registro en las muestras de animales prove-
nientes de “Villa Dalcar” donde, esta combina-
cién con el aumento en el nimero de neutro-
filos (neutrofilia), puede ser interpretada como
signo de estrés (Davis y Durso 2009). Asocia-
do a esto, las muestras de “Cultivo” presenta-
ron la menor neutropenia.

Se ha demostrado que la exposicion a plagui-
cidas provoca alteraciones en la funcion inmu-
ne de los anfibios llevando a los individuos a

estar mas vulnerables a las infecciones bacte-
rianas y fungicas (Carey y col. 1999; Gilbertson
y col. 2003; Cabagnay col. 2005; Arikan 2010).
Las elevadas proporciones de monocitos y ba-
soéfilos encontradas en los individuos de “Villa
Dalcar” respecto a los de “Alpa Corral” puede
deberse a una respuesta a infecciones bacte-
rianas y a otros patdgenos, asi como también
al estrés (Turner 1988; Campbell 1996; Nava
y col. 2001; Davis y col. 2004). De acuerdo a
Zhelev (2007), una exposicion a largo plazo de
contaminantes produce necrosis que gene-
ra una mayor cantidad de desechos tisulares.
Consecuencia de esto, aumenta en el orga-
nismo la cantidad de monocitos en el torrente
sanguineo con un incremento en la fagocitosis
para eliminar dichos desechos. Mientras que
no esta claro el papel de los basdfilos en el
sistema inmune de los anfibios, por razones
desconocidas su numero varia en gran medida
entre las especies de anfibios en todo el mun-
do, desde el 57 % en el tritdn japonés Cynops
pyrrhogaster (Pfeiffer y col. 1990) hasta el 1 %
en Bufo alvarius (Cannon y Cannon 1979).

Los individuos de “Cultivo” presentaron el me-
nor porcentaje de eosindfilos respecto a los
ejemplares de los otros sitios, con diferencias
estadisticamente significativas respecto a los
de “Alpa Corral”. Los eosindfilos, se piensa
que estan involucrados en la respuesta inmu-
ne ante parasitos, siendo en los anfibios la me-
jor evidencia de esto (Turner 1988; Kiesecker
2002; Thrall 2004). Cuando no existen eleva-
das cantidades de parasitos para una deter-
minada especie, los eosinodfilos también pue-
den actuar para prevenir infecciones, al igual
que como medidas de estrés (Hills y col. 1948;
Gordon 1955; Cardinet y col. 1964). Trabajos
como el de Cabagna y col. (2005), registran
una disminucion en el nimero de eosinoéfilos
en sitios donde se practica cultivo intensivo
con soja transgénica; al igual que Kiesecker
(2002) quién también registra una supresion
del numero de eosindfilos por un pesticida,
causando un aumento en la susceptibilidad de
una especie de rana a infecciones generadas
por trematodos.

Los valores de N/L bajos para los individuos
de “Cultivo” pueden indicar inmunodepresion
(Harmon 1998). En los restantes sitios, a pe-
sar de no presentar diferencias significativas
respecto a “Alpa Corral”, presentaron valores
altos de N/L comparados con “Cultivo”. Esto
puede deberse a la manipulacion de los indi-
viduos, que provoca la liberacién de una gran
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cantidad de hormonas como producto del es-
trés. Dichas hormonas, como la corticosterona,
se sabe varian considerablemente los valores
de N/L (Davis y col. 2004, 2008). Otra causa,
se relaciona con el periodo reproductivo de la
especie, momento altamente estresante para
los anfibios (Davis y Maerz 2008b).

Con los aportes realizados por el presente es-
tudio, podemos indicar que “Villa Dalcar” y
“Cultivo” representarian los sitios mas altera-
dos por las actividades antropicas. Varios es-
tudios se han realizado en el lago “Villa Dalcar”,
relacionados con la muerte masiva de peces
(Mancini y col. 2000), el crecimiento de algas
(Novoa y col. 2011), registros de altas frecuen-
cias de micronucleos y anormalidades nuclea-
res en peces (Pollo y col. 2012) y altas tasas de
anormalidades morfolégicas en Bufo (Rhinella)
arenarum (Bionda y col. 2012) lo que estaria
demostrando el grado de contaminacion que
este sitio ha sufrido en los ultimos afos.

El numero de glébulos blancos en la especie
Bufo (Rhinella) arenarum parece ser un buen
biomarcador hematoldégico para ambientes
contaminados. Ademas, esta especie por pre-
sentar una amplia distribucién y por lo tanto
registrarse en una amplia variedad de am-
bientes, brinda una herramienta muy eficien-
te para la medicion de la calidad de distintos
ambientes.
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