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Introducción

En una escala mundial, las actividades antropogénicas como la minería, han generado un impacto significativo sobre la sostenibilidad de los recursos hídricos. Estas actividades mineras son consideradas como una fuente importante de residuos que afectan los sistemas acuáticos, debido a la gestión inadecuada de estos y contribuyen a la contaminación de sustratos del suelo, destrucción del paisaje ecológico y el agua superficial y subterránea (Othmani et al. 2015), representado un alto riesgo para la fauna, flora y  calidad del agua (Eisler & Wiemeyer, 2004), alterando el hábitat de organismos como los anuros que realizan parte de su ciclo de vida en el agua.

Para la evaluación de los efectos de los contaminantes en hábitats acuáticos se ha demostrado la eficiencia del uso de larvas de anuros, debido a que presentan una gran sensibilidad a la concentración de sustancias toxicas (Rowe et al. 1996). A pesar de que no existe consenso acerca de la elección de un grupo como bioindicador, los anuros se presentan como un excelente opción para la evaluación de contaminantes ya que tienen algunas de las siguientes características: están disponibles en grandes cantidades,  son fáciles de trabajar en el laboratorio, tienen comportamientos que pueden ser fácilmente supervisados y son buenos representantes de los ambientes de agua dulce y terrestre (Burger & Snodgrass 1998).

En los últimos años los trabajos que utilizan los anuros como modelos experimentales en la evaluación de contaminantes químicos derivados de actividades humanas han sido reportado por diferentes autores (Lascano et al., 2009; Peltzer et al. 2013; Attademo et al. 2014). 
Por lo anterior este trabajo, revisa las ventajas  e importancia de los anuros como bioindicadores, ya que estos permiten observar el efecto de sustancias toxicas en laboratorio o campo dando respuestas de aspectos fisiológico, comportamental, ontogénico y ecológico  con su entorno, lo que brinda la posibilidad de monitorear los efectos de contaminantes provenientes de la minería sobre las poblaciones.
Impacto ambiental de la Industria minera: Marco teórico

La actividad minera desempeña un papel importante para el hombre contribuyéndole principalmente en lo social y económico; sin embargo, para el desarrollo de estos procesos de extracción de recursos minerales se requieren grandes extensiones de tierra y la circulación de millones de litros de agua, lo cual provoca muchos problemas ambientales (Gardner et al. 2007). La contaminación ambiental derivada de la minería y las operaciones de fundición son una preocupación en todo el mundo, y los ambientes han sido gravemente contaminados con cianuros, ácido sulfúrico y metales como mercurio (Hg),  arsénico (As), cadmio (Cd), cobre (Cu), plomo y zinc (Zn), a partir de la extracción de los minerales y su procesamiento (Dong et al. 2015). 

En los últimos años las compañías mineras internacionales han multiplicado sus inversiones en exploración y explotación en todo el mundo.  (FEDESARROLLO 2008). Por lo cual la industria minera, requiere de gran atención por los costes ambientales que pueden ser generados al darse una mala administración de estos procesos de extracción de minerales, reconociendo el daño a poblaciones humanas, la vida silvestre y los ecosistemas relacionados a estos (Beasley & Levengood 2007).
Debido al aumento del uso de productos químicos contaminantes en este tipo de industrias, se hace necesario el desarrollo de técnicas como la medición de la ecotoxicidad. Para ello en diferentes investigaciones se han utilizado como bioindicadores  peces, macroinvertebrados y anfibios (Fleeger et al. 2003, Connon et al. 2012, Plötner & Matschke 2012, Pander & Geist 2013). Dentro de estos últimos se encuentran los anuros que nos pueden servir como un modelo de bioindicador apropiado para obtener una apreciación más cercana del verdadero impacto del factor estresor sobre el ambiente a evaluar (Dube & Hossetti 2010).

Anuros como Bioindicadores

Los anuros son bioindicadores de la calidad ambiental de los ecosistemas acuáticos, cumplen un papel importante en la cadena trófica, siendo depredadores de insectos y presa de algunas especies de serpientes, aves y mamíferos (Ferreras 2008). Estos ocupan un rol importante en la transferencia de energía y nutrientes a través de las redes tróficas acuática y terrestre (Beard et al. 2002). Además de estas características relacionadas a la ecología de este grupo, también se han utilizado como modelos en investigaciones ecotoxicologicas (Hopkins 2007). Diversos trabajos sugieren que características fisiológicas como: piel permeable sin presencia de escamas o pelo y huevos que sin cubierta de cascarón los hace sensibles a cambios de temperatura, humedad y presencia de agentes contaminantes en el ambiente (Duellman & Trueb 1986, Plötner & Matschke 2012, Peltzer et al. 2013), por lo tanto la explotación de los hábitats acuáticos y terrestres representan alto riesgo, ya que cualquier tipo de contaminación en alguno de estos podría afectar la supervivencia de las poblaciones. (Junges et al. 2010)

Por otra parte, informes de la Unión Internacional para la Conservación de la Naturaleza (UICN) indican que un tercio de las especies de anfibios han sido sometidas a extinción o severos descensos poblacionales (Stuart et al. 2004). En los últimos 25 años el porcentaje de anfibios ha disminuido de manera considerable en muchas zonas del mundo, situándolos en mayor vulnerabilidad frente a mamíferos o aves. Entre las causas de esta disminución se encuentran los contaminantes ambientales, la radiación UV, enfermedades infecciosas, la introducción de especies exóticas, la explotación directa,  el cambio climático y la perdida de hábitat (Beebe & Griffiths 2005).  A pesar de todo esto la comunidad científica coincide en que este declive está más relacionado a un efecto ambiental principalmente antropogénico que afecta no sólo a estos organismos, sino a otros y hasta al hombre, hecho que situaría a los anfibios como especie bioindicadora  de severos problemas ambientales (Hopkins 2007). 

Dentro del ciclo de vida de los anfibios, la fase acuática, especialmente los cambios que se presentan en el desarrollo embrionario y larval, pueden ser aprovechados para medir el impacto de sustancias contaminantes en los ecosistemas, debido a que estos son un vector de la contaminación, por presentar parte de su ciclo de vida en el agua y terminando su desarrollo en la tierra, dando así señales de zonas afectadas por contaminantes, como los desechos de la industria minera (Hernández et al. 2013)

Pruebas de toxicidad 
4.1.  Desarrollo ontogénico
Un aspecto importante es la descripción en el desarrollo  embrionario y larval de anuros de acuerdo a la tabla de Gosner (1960), pues permite analizar rasgos morfológicos su relación con aspectos fisiológicos de los organismos. Se han realizado investigaciones en anuros que muestran el efecto de sustancias provenientes de la industria minera como por ejemplo el efecto de diferentes concentraciones de zinc (Zn) y cobre (Cu) en Bufo arabicus. Barry (2011), el efecto de uranio en renacuajos de Pelophylax perezi (Marques et al. 2013), el cadmio (Cd) en embriones y renacuajos de Xenopus laevis (sharma & Patiño 2009)  y  Acidos naftalenicos en Lithobates pipiens (Melvin et al. 2013), en los cuales se reporta  la reducción en la tasa de crecimiento de las especies de  renacuajos estudiadas.
4.2.  Sensibilidad 
Se ha encontrado que la mayor sensibilidad a contaminantes se encuentra en los primeros estadios de desarrollo o por lo menos antes de la formación de las extremidades (Burger & Snodgrass 2000). Un estudio de toxicidad aguda de metales pesados en Microhyla ornata, mostro una alta sensibilidad de renacuajos a estos contaminantes. (Rao & Madhyastha 1987). En concordancia con estas ideas, Hernández y colaboradores (2013), evaluando el impacto de mercurio en larvas de anuros en Colombia, reportan que individuos en estado de desarrollo avanzado no reflejan ningún efecto subletal, después del estadio 30 según la clasificación de Gosner (1960).

4.3.  Comportamental
En cuanto a efectos comportamentales, estudios realizados por Adlassnig et al. (2013), en los cuales observaciones de anfibios como Rana ridibunda, R. temporaria, Bufo viridis en hábitats gravemente contaminados por la minería de metales pesados, sugieren que estos pueden estar presentes en los zonas mineras, siendo capaces de reconocer y alejarse de lugares  extremos de contaminación, evitando así la absorción de los contaminantes y  parecen poseer una tolerancia limitada contra los metales pesados.

4.4  Bioacumulacion
Por otro lado se han desarrollado estudios que miden la bioacumulación de diferentes sustancias como metales pesados en anfibios, pues se presumen que  son más propensos a acumular cargas corporales debido a que las sustancias tóxicas pueden entrar en su cuerpo por dos rutas: a través de la ingesta en la dieta, y por absorción a través de su piel semipermeable (Rowe et al. 1996). Algunos ejemplos de investigaciones de bioacumulacion son: el análisis de la concentración de talio (Tl) en el desove de Bufo bufo, se puede utilizar como un indicador sensible de la presencia de este elemento en el medio ambiente (Dmowski et al. 2015) y  Hernández y colaboradores (2013) reportan la bioacumulacion de mercurio (Hg) en larvas de anuros en el rio dagua en Colombia. Todos estos reportes nos sirven como señales de efectos en los ecosistemas, dada la importancia de los anuros en las redes tróficas. 

4.5  Pruebas de Citotoxicidad
Los efectos tóxicos de las sustancias también pueden ser evaluados a nivel celular, De acuerdo a Nikoloff (2013) los parámetros más utilizados son:

4.5.1 Índice mitótico: Es una medida de porcentaje de células que se encuentran atravesando la fase M (mitosis) del ciclo celular en un tiempo determinado y cuyo registro se realiza en preparados cromosómicos. Esto se puede alterar al exponer estas celular a contaminantes que pueden afectar su desarrollo.

4.5.2 Cinética de proliferación celular: Este parámetro permite conocer cuántas veces una célula determinada ha atravesado por la fase S del ciclo celular en un tiempo dado. Permite establecer si un agente es capaz de inducir variaciones en la cinética del ciclo celular. 
4.5.3 Viabilidad celular: El fundamento de la técnica es utilizar colorantes que permitan detectar si la célula sometida al agente bajo estudio se encuentra viva o muerta después de un tiempo dado de exposición a un determinado agente. 
4.5.4 Muerte celular programada: El mecanismo de apoptosis o muerte celular programada por el mismo organismo  para controlar su desarrollo y crecimiento, siendo controlado por distintas señales celulares, evitando la proliferación celular. Una de las técnicas para cuantificar y determinar el fenómeno apoptótico, es la técnica de marcación de membrana plasmática con Anexina V-FITC. Esta metodología se basa en los eventos tempranos de la apoptosis.
Algunos autores han utilizado estas pruebas en la evaluación del efecto de sustancias contaminantes en anuros (Balboni et al. 1992, Meyer et al. 2010, Vera et al. 2010)
4.6 Pruebas Genotoxicidad

4.6.1 Micro núcleos: Estos son fragmentos o cromosomas completos que quedan fuera del núcleo durante la mitosis, se puede realizar el conteo de micronúcleos en cualquier tejido que se divida, debido a su alta confiabilidad y bajo costo son utilizados en pruebas de evaluación de contaminantes (Torres & Ramos 2013). Diversos autores han realizado estudios que muestran la valiosa herramienta que pueden ser los micronúcleos en la evaluación del efecto de contaminantes en anuros, aunque se ha investigado principalmente en sustancias agro toxicas, sirven como modelo para la evaluación de contaminantes propios de la industria minera, algunos ejemplos son: Se reportó una correlación entre el número de micronúcleos y el aumento de la concentración de glifosato en Odontophrynus cordobae y Rhinella arenarum (Bosch et al. 2011). Por otra parte Vera y colaboradores (2010) reportan el aumento de micronúcleos evaluando el efecto de un insecticida en Rhinella arenarum. También se ha reportado el efecto de pesticidas mediante el uso de la prueba de micronúcleos en los eritrocitos de renacuajos Hyla pulchella (Lajmanovich et al. 2005). 
4.6.2 Electroforesis en gel de una célula única o Ensayo Cometa: Permite evaluar distintos niveles de daño ejercido en la molécula de ADN y también de su reparación sin la necesidad de trabajar con células en proliferación. La técnica consiste en lisar las células de interés para liberar al ADN del sistema de endomembranas, luego las mismas son embebidas en un gel de agarosa y sometidas a un campo eléctroforético. Si hay daño, se formarán fragmentos de ADN capaces de migrar hacia el ánodo del campo eléctrico al cual se encuentra sometido  (Nikoloff 2013). Valencia et al. (2011) han reportado el uso de esta prueba evaluando el daño genético en Eleutherodacty lusjohnstonei 
4.7 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un estado de la célula en la cual se encuentra alterada la homeostasis óxido-reducción intracelular. Las Especies reactivas de oxigeno (EROs) son moléculas esenciales en el control fisiológico de diversas funciones celulares, por lo tanto el efecto de distintos contaminantes sobres los organismos puede provocar un incremento en la producción de EROs, lo que afecta el estado redox celular y pueden activar señales moleculares que conducen tanto a la apoptosis como a la proliferación celular, alterando la fisiología de los organismos (Mardirosian 2015).
Para combatir los efectos nocivos de las EROs, los organismos han desarrollado un sistema de defensa antioxidante, desencadenando una situación de estrés oxidativ  (Davies 1995). Dentro de los componentes enzimáticos del sistema antioxidante se encuentran: 
4.7.1 Catalasa: Esta es una de las enzimas antioxidantes claves en la defensa contra la toxicidad potencial del peróxido de hidrogeno, producido en distintas reacciones redox del metabolismo aeróbico normal.  Investigaciones recientes han demostrado como la actividad de esta enzima aporta información clave para evaluar el efecto de distintos contaminantes producto de la industria minera, por ejemplo Muniswamy y colaboradores (2008) demostraron como el cianuro de sodio (NaCN) inhibe la actividad de la catalasa, en el pez Cyprinus carpio, en donde una concentración subletal de 0.066 mg/L conlleva a la acumulación del peróxido de hidrogeno que puede conducir a daños celulares y perturbación fisiológica. 
4.7.1 Glutatión S-transferasa: La glutatión S-transferasa (GST) es una familia de enzimas que catalizan la conjugación del glutatión endógeno a una variedad de compuestos electrofílicos, protegiendo las macromoléculas biológicas como las proteínas y los ácidos nucleicos de las consecuencias tóxicas de una reacción covalente (Díaz et al. 2004). El efecto de esta reacción, generalmente, es convertir una molécula lipofílica reactiva en una soluble en agua mediante la formación de un conjugado no reactivo que puede ser excretado fácilmente (Mardirosian 2015).
El uso de pruebas de actividad enzimática para ver el efecto de los contaminantes en los parámetros bioquímicos de los organismos ha sido ampliamente reportado por diferentes autores (Attademo et al. 2014, Peltzer et al. 2013, Lascano et al. 2009). Por lo anterior, se considera que la actividad enzimática es una buena herramienta para el diagnóstico de la toxicidad provocada por sustancias provenientes de la minería.
Conclusiones

El buscar herramientas que nos permitan evaluar objetivamente el impacto de sustancias químicas provenientes de la industria minera en los distintos ecosistemas, ha llevado a los investigadores a utilizar bioindicadores y los anuros son un modelo experimental efectivo e interesante utilizado para identificar efectos adversos de etiología ambiental, ya que los cambios en el ambiente pueden generar disminución en las poblaciones de estos organismos con el tiempo y alterar las relaciones tróficas del sistema entrando en procesos de biomagnificación. Estos resultados se pueden utilizar como indicadores biológicos que ofrecen una perspectiva única que une la fisiología y ecología del organismo con su entorno. (Dube & Hosetti, 2010). Contribuyendo en forma muy significativa para establecer criterios de calidad ambiental que garanticen la protección de los ecosistemas, la biodiversidad y la salud humana. 
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