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RESUMEN

El glifosato, en su presentacion comercial Roundup® Activo es un herbicida de amplio uso
en Colombia. Se ha reportado que en Piaractus brachypomus este herbicida puede
generar alteraciones a nivel cerebral incluyendo los bulbos olfatorios y se plantea que una
de sus posibles vias de entrada al sistema nervioso central es el sistema olfativo. Sin
embargo, en esta especie se desconoce su conformacion histoldgica, la conectividad e
inervacion de la roseta - bulbo olfativo si estas son alteradas 0 no por este herbicida. Se
utilizaron 45 alevinos de cachama blanca tratados con tres dosis (0, 0.1 y 1 mg/l) de
Roundup® Activo durante un mes. Trascurrido un mes los cerebros y rosetas olfativas
fueron disectados, fijados y procesados para las técnicas de Nissl, H&E y MOAR. Se
realizé el trazado anterdgrado (Roseta-Bulbo olfativo) con cristales de Dil. No se
presentaron diferencias significativas en los datos de crecimiento registrados durante el
experimento entre los tres tratamientos evaluados. P. brachypomus presenta bulbos
olfativos sésiles y una roseta olfativa redondeada con 26 a 28 las lamelas radiales. El
epitelio olfativo se distribuye de manera aleatoria, en el epitelio sensorial se identificaron
tres tipos de neuronas sensoriales olfativas: las microvellosas, las ciliadas y las células
cripta y en epitelio olfativo no sensorial las células ciliadas no sensoriales, las células
mucosas, las células de soporte y las células basales. El bulbo olfativo estd compuesto
por cuatro capas: la capa del nervio olfativo, la capa glomerular, la capa de células
mitrales y la capa interna de células, adicionalmente se identificaron 3 tipos de células
neuronales: mitrales, ruffed y granulares. Los individuos expuestos a Roundup® Activo
presentan células granulares que se identificaron principalmente en region basal del
epitelio olfativo no sensorial, asi como asociadas a los vasos sanguineos de la pia madre
en el bulbo olfativo. Fueron identificados 10 glomérulos como unidades morfol6gicas
individuales, entre los que se destacan los del grupo lateral, la region media y la region
ventral del bulbo. El patrén de inervacion y la organizacion topografica de los glomérulos
anteriormente descritos, no presentaron diferencias en los tres tratamientos evaluados. La
presencia de células granulares en los tejidos del sistema olfativo de P. brachypomus
demuestra que las concentraciones subletales Roundup® Activo (0.1 y 1 mg/l) utilizadas
en este trabajo causan alteraciones a nivel tisular en la roseta y bulbo olfativo, razén por

la cual se plantea la idea de que el sistema olfativo es una de las posibles vias de entrada
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del Roundup® Activo al sistema nervioso central. Finalmente teniendo en cuenta que el
sistema olfativo esta directamente implicado procesos vitales para los peces como la
alimentacion, la reproduccion y el reconocimiento intra e inter especifico; exposiciones
prolongadas a este herbicida podrian afectar estos procesos vitales para el desarrollo de
P. brachypomus y su interaccion con el ambiente.
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1. JUSTIFICACION

El glifosato es un herbicida de amplio espectro y se reporta que es el mas usado en el
mundo. Sin embargo, el uso del glifosato no solo afecta los ecosistemas terrestres, este
también puede llegar a los ecosistemas acudticos, ya sea por lixiviacion, escorrentia,
aspersion accidental y/o por el viento (Kolpin et al. 2006). Varios estudios reportan los
dafios que puede causar este herbicida en los organismos acuaticos, especialmente
sobre los peces, dentro de las que se han descrito alteraciones a nivel celular y tisular que
tienen grandes implicaciones en aspectos importantes de la vida como son el

comportamiento y la reproduccién (Lushchak et al. 2009, Glusczak et al. 2006).

En Colombia, bajo la formulacién comercial Roundup® Ultra, el glifosato aparte de ser
utilizado en las practicas tradicionales agricolas para el control de arvenses, también es
utilizado en combinacion con otras sustancias surfactantes para la erradicacion de cultivos
ilicitos. Sin embargo, para la erradicacion de estos cultivos, se utilizan dosis muy altas de
Roundup® Ultra, los fabricantes de este producto recomiendan que las concentraciones
para la mezcla de aspersion estén entre 1,6 y 7,7 % y que la tasa aspersion sea de 2,33
I/ha, pero en Colombia se utilizan concentraciones de hasta 44 % y una tasa de aspersion
de 30,8 I/ha (Eslava et al. 2007).

Considerando que se ha reportado que el Roundup® causa problemas en las superficies
respiratorias de los organismos acuaticos (Dinehart et al. 2010), y que en Cachama
Blanca (Piaractus brachypomus) existen estudios que demuestran las alteraciones
morfolégicas causadas por esta formulacion de glifosato en érganos como higado, rifion,
estdmago, intestino, branquias, piel y cerebro (Eslava et al. 2007). Aun asi, son pocos los
estudios que se han realizado sobre el efecto de este herbicida a nivel del sistema
nervioso central, en particular en el sistema olfativo. Los trabajos adelantados por el grupo
de Sanidad de la Universidad de los Llanos reportan alteraciones en el telencéfalo y los
bulbos olfativos de esta especie, planteando que una de las posibles vias de entrada de

este herbicida al sistema nervioso central es el sistema olfativo.
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A pesar que el cultivo de P. brachypomus, ha sido uno de los mas importantes en
Colombia en las ultimas décadas, ocupando el tercer lugar de los peces de consumo mas
cultivados (CCI 2011, Pineda et al. 2004). En términos generales se conoce poco de la
biologia basica y la conformacién histolégica de sus tejidos. Algunos de estos estudios
han sido adelantados por el grupo de Ictiologia de la Universidad Militar Nueva Granada,
enfocados en la descripcion histologica del sistema digestivo, hipofisis, ganglios de la raiz
dorsal y cerebro de esta especie (Caldas et al. 2008, Jaramillo et al. 2009, Mufioz et al.
2006, Vargas et al. 2006).

Sin embargo la conformacion tisular del sistema olfativo, la inervacion y conectividad de la
roseta olfativa- nervio olfativo - bulbo olfativo, en cachama blanca no han sido estudiadas
en detalle. A pesar de ser uno de los sistemas sensoriales mas importantes en la
interaccion de los peces con su ambiente por estar relacionado directamente con la
obtencion de alimento, la defensa de predadores y la reproducciéon (Hamdani & Dgving
2007).

Teniendo en cuenta las razones anteriormente expuestas y que P. brachypomus es una
especie endémica de las regiones de la Orinoquia y Amazonia (Agudelo et al. 2011), las
cuales son sometidas a continuas fumigaciones con herbicida, esta especie seria un buen

modelo estudio para determinar los efectos causados por el Roundup® Activo.

Este estudio busca describir de manera detallada las posibles alteraciones tisulares
generadas por dos concentraciones subletales de Roundup® Activo (0.1 y 1 mg/l) sobre
las diferentes estructuras del sistema olfativo de P. brachypomus. De esta forma es
posible corroborar y enriquecer los reportes acerca de los posibles efectos negativos de
este herbicida con el fin de promover eventualmente su mejor manejo y/o control, ademas

de contribuir con el conocimiento relacionado a la biologia basica de la especie.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. CACHAMA BLANCA (Piaractus brachypomus)

Reino: Animalia

Filo: Chordata
Clase: Actinopterygii
Orden: Characiformes

Familia: Characidae

Subfamilia: Serrasalminae

Género: Piaractus

Especie: P. brachypomus (Cuvier, 1818)

Figura 1. Alevino de P. brachypomus (www.wetwebmedia.com).

Nombre comun: Cachama, Cachama blanca, Paco, Pacu blanco, Morocoto, Pirapitinga,
Caranha, Tambaqui.

2.1.1. Caracteristicas Morfolégicas

Es un pez de color plateado con la region dorsal oscura, de cuerpo romboidal, posee de
70 a 89 escamas cicloideas pequefias. Tiene abdomen sin sierras y espina predorsal
ausente. La aleta adiposa no posee radios, en cambio la dorsal posee de 12 a 13 radios.

Los adultos y juveniles tienen una mancha oscura en el opérculo y tonalidades de rojo
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intenso en la parte anterior del abdomen (Figura 1.). Se ha reportado una longitud de
hasta 85 cm y un peso de 20 Kg (Salinas & Agudelo 2000).

2.1.2. Habitat

P. brachypomus es un pez originario de las cuencas de los rios Orinoco, Amazonas y sus
afluentes, (Diaz & Lopez 1993, Gonzalez 2001), vive en aguas con temperaturas de 23 a
30 °C, con una concentracion de oxigeno disuelto de 3 a 6.5 mg/l y pH de 6 a 7.5 (Salinas
& Agudelo 2000). En el Amazonas los juveniles por lo general, se encuentran en lagos de
aguas claras entre las raices de las macrdfitas, y los adultos en los tributarios de los rios y
sus cabeceras. En el Orinoco la cachama tiene habitos diurnos, vive asociada a areas
cubiertas de gran cantidad de vegetacibn y comdnmente se encuentra en el cauce

principal de los rios, esteros, lagunas y cafios (Agudelo et al. 2011).

2.1.3. Habitos Alimenticios

Es una especie omnivora predominantemente herbivora en estado adulto. La dieta de P.
brachypomus varia durante diferentes etapas de su ciclo de vida, en los primeros estadios
larvales los individuos se alimentan de plancton, mientras que la dieta de los juveniles y
adultos, se basa en frutos en forma de baya o drupa como la guayaba (Psidium guajaba)
y guayabilla (Bellusia grassularoides). Se han registrado en los contenidos estomacales
semillas de Sapotaceas (Pouteria sp.), Arecacea (Geonoma sp.), Anacardiacea (Spondias
sp.) y Pasifloraceas (Passiflora sp.) (guayaba y guayabilla), semillas de reventillo (Mabea
sp.), carutillo (Genipa sp.), jobos (Spondias mombin) totumos (Crescentia cujete), y
gramineas (Oryza sp.) (Salinas & Agudelo 2000). Sin embargo durante los meses de
sequia, cuando los peces abandonan los bosques inundados y retornan al lecho de los
rios y lagos, aumenta el consumo de insectos acuaticos, larvas, invertebrados bentonicos,
crustaceos planctonicos entre otras fuentes de origen animal. Por tal motivo se considera
un pez oportunista que cambia sus hébitos alimenticios, segun la disponibilidad de estos

en el medio ambiente (Agudelo et al. 2011).
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2.1.4. Reproduccién

La cachama alcanza su madurez sexual después de los tres o cuatro afios de edad. Tiene
una estrategia reproductiva estacional, en la cual desovan solo durante la época de lluvias
una vez al afio con mayor intensidad en los meses de Mayo y Junio, estos desoves son
completamente sincronizados y adaptados a los cambios hidrobiolégicos. La fecundidad
de esta especie es alta, en promedio una hembra puede poner entre 193.000 y 1,423.000
ovocitos. Las hembras, colocan sus huevos en el cauce principal de los rios y no tienen

cuidado parental (Agudelo et al. 2011).

2.1.5. Piscicultura

P. brachypomus es el pez nativo de mayor importancia a nivel comercial en Colombia.
Debido a su amplia produccion ocupa el tercer puesto de los peces mas cultivados en el
pais después de la Tilapia roja y la plateada. Segun el informe de Pesca y Acuicultura
Colombia 2010 de la Corporacion Colombia Internacional CClI, para el 2010 se present6
una produccion cercana a las 8372 toneladas, siendo el departamento del Meta el mayor
productor con 2422 toneladas. La produccion de la cachama incremento un 17,83% con
respecto al informe del afio anterior. Por otra parte los desembarcos de producto
pesquero de consumo reportados para el 2010 de cachama en la regiéon del Orinoquia
fueron de 33,8 desembarcos, que comparados con los afos anteriores han ido
disminuyendo, debido a que para el 2005 se reportan cerca de 211,1 siendo el mayor en
los ultimos diez afios, en el 2006 y 2007 hubo 51, 5 y 50,2 desembarcos respectivamente
y para el 2009 esta cifra alcanzo 41 desembarcos (CCI 2011).

En Colombia el cultivo de cachama es uno de los mas desarrollados entre los peces
dulceacuicolas de cultivo (Gonzalez 2001). Las caracteristicas que favorecen el cultivo de
la cachama son: rapido crecimiento, excelente capacidad de conversidén alimenticia,
hébitos alimenticios omnivoros, por lo que se adaptan facilmente a recibir una gran
variedad de alimentos naturales y sobrantes de procesos industriales y domésticos. Las
cachamas aceptan alimento concentrado, soportan en cierto nivel parasitos y
enfermedades, se adaptan a aguas de diversas caracteristicas quimicas pero carentes de

toxicos, se desarrollan muy bien en temperaturas entre los 23°C y 30°C en promedio y
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resisten grandes bajas de oxigeno disuelto, mientras esto no se prolongue mucho tiempo
(Diaz & Lopez 1993). Ademés de ser una especie de facil manejo en estanques de cultivo
(Estévez 1989), tiene alta aceptacion en el mercado, se reproduce en condiciones de
cultivo, soporta altas densidades, resiste la manipulacion y el transporte (Guerra et al.
1996).

2.2. SISTEMA OLFATIVO

La vida de cualquier ser vivo depende de varios procesos fundamentales como: la
reproduccion, la alimentacién, la evasion de predadores, el reconocimiento intra e
interespecifico y en algunos las migraciones; en los peces estas funciones pueden ser
mediadas a través del sistema olfativo, donde participan diferentes tipos de moléculas ya
sean amino 4cidos, sales biliares, prostaglandinas o esteroides gonadales (Hamdani &
Dgving 2007, Hara 1994, Labergea & Hara 2001).

Multiples investigaciones se han desarrollado para determinar en qué comportamientos
especificos intervienen estas moléculas. En estudios realizados sobre Oncorhynchus
mykiss, se evidencié que los aminoacidos son muy importantes para desencadenar
comportamientos alimenticios (Speca et al. 1999). También se reporta que las hormonas
gonadales 0 sus metabolitos, contenidos en la orina del pez, al ser expulsados pueden
indicar a los demas individuos el estado reproductivo del pez que las liberd, mediando
comportamientos de apareamiento (Liley & Stacey 1983). El rol de las sales biliares no es
muy bien conocido, pero se ha propuesto que pueden estar involucradas en los procesos
de migracion en ciertas especies (LI & Sorensen 1997), también son reconocidas por
alterar el comportamiento de algunas especies cuando estan presentes en el agua
circundante (Hara 1994).

Numerosos estudios han revelado que las prostaglandinas tienen una rol importante en la
reproduccion, por lo cual se cree que otros peces también utilizarian estas moléculas
como feromonas reproductivas (Moore & Waring 1996, Munakata & Kobayashi, 2010). Por
ejemplo, las prostaglandinas de la serie F (PGF), tienden a estar involucradas en la
ruptura folicular durante la ovulacién de los peces. Un estudio realizado en Carassius

auratus, revela que una mezcla entre PGF,, y 15-keto PGF,, es utilizada por estos peces
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como una feromona post-ovulatoria (Eom 2009, Goetz & Garczynski 1997). Se cree que
todas estas moléculas son detectadas por mecanismos diferentes de recepcion vy
traduccién en el sistema olfativo del pez (Labergea & Hara 2001).

2.2.1. Roseta olfativa

En los teleésteos, el 6rgano olfativo esta localizado EfiGili@ de la boca. Consiste en una
cavidad olfatoria, que se conecta con el exterior a través de las narinas, teniendo contacto
directo con el flujo de agua (Hamdani & Dgving 2007). En los peces como en todos los
vertebrados las principales neuronas sensoriales se encuentran en el epitelio sensorial,
que en peces se encuentra en la roseta olfativa, la cual estd compuesta por una serie de
lamelas olfativas (Sorensen et al. 1991). Los estudios demuestran la gran diversidad
morfoldégica de la roseta olfativa, en cuanto a cantidad, disposicion de lamelas y la
distribucion del epitelio sensorial y no sensorial (Belanger et al. 2003, Kumari 2008, Mana
& Kawamura 2002, Mandal et al. 2005), lo cual refleja el grado de desarrollo de las

especies y el ambiente que habitan (Zeiske et al. 1992).

En la lamela olfativa se distinguen dos tipos de epitelio: el sensorial y el no sensorial. En
términos generales el epitelio sensorial estd constituido por tres tipos de neuronas
receptoras olfativas (ORNs por sus siglas en ingles Olfactory Receptor Neurons): las ORN
ciliadas (ORNc), las ORN microvellosas (ORNm) y las células cripta (CC).

Las ORNc pueden ser consideradas generalistas, debido a que responden a diferentes
sustancias odorificas como aminoacidos y sales biliares. A diferencia de las ORNm que
son mas especificas, pues solo responden a nucleétidos y aminoacidos (Hansen et al.
2003, Sato & Suzuki 2001, Speca et al. 1999), sustancias odoriferas biol6gicamente
importantes (Thommesen 1983). Por ultimo las células cripta, son consideradas como una
caracteristica comun entre los teledsteos (Hansen & Finger 2000). Estas células estan
implicadas en la deteccion de feromonas sexuales (Hamdani & Dgving 2002, Lastein et al.
2006,). Es muy importante mencionar que las células cripta son continuamente
remplazadas debido a las lesiones axonales o quimicas que sufren (Saucier & Astic
1995).

20



El epitelio no sensorial es un epitelio estratificado, que contiene células mucosas, células
basales y células ciliadas no sensoriales. Este epitelio brinda proteccion al epitelio
sensorial en caso de una lesibn mecénica o por sustancias peligrosas, mantiene la
pelicula de mucus sobre todo el epitelio, una funciébn muy importante, teniendo en cuenta
que este es el medio en el cual se difunden las particulas odorificas (Ghosh & Chakrabarti
2009, 2010). Por ultimo las células ciliadas no sensoriales podrian ser las responsables
de controlar la calidad del agua que ingresa en esta zona (Ghosh & Chakrabarti 2011).

2.2.2. Bulbo olfativo

En general para los teleésteos el bulbo olfativo (BO) tiene una estructura histolégica
laminar, compuesta por cuatro capas principales (Hamdani & Dgving 2007, Labergea &
Hara 2001, Villanueva & Bryd 2009, Zielinski & Hara 2007):

1) Capa del Nervio Olfativo (CNO), a esta capa llegan todos los axones aferentes del
epitelio olfativo, cubriendo la mayor superficie del bulbo excepto la regién mas posterior,
en esta capa también se encuentran células gliales entre los axones (Bryd & Brunjes
1995).

2) Capa Glomerular (CGL), esta compuesta por estructuras sinapticas esféricas
denominadas glomérulos, estas estructuras estan compuestas por las terminales axénicas
de las ORNs (Baier & Korsching 1994), las cuales hacen contacto sinaptico con las
dendritas de las neuronas olfativas de salida (Células Mitrales y células Ruffed) y las
interneuronas juxtaglomerulares que participan en la modulacion de la actividad neuronal
dentro del BO (Zielinski & Hara 2007).

3) Capa de Células Mitrales (CCM), en esta capa se encuentra el soma de las células
mitrales y Ruffed, cuyos axones se proyectan hacia el telencéfalo (Labergea & Hara
2001). Las células mitrales son reconocidas como las principales neuronas de salida en el
bulbo olfativo de los vertebrados. Estas células se caracterizan por su soma triangular u
ovoide (Dryer & Graziadei 1994, Oka 1983). El estudio realizado por Fuller et al. 2009,
describe dos tipos de células mitrales segun su morfologia: (1) células que tienen una sola

dendrita acompafiada de uno o mas ramificaciones y (2) células con multiples dendritas

21



gue tienen varias ramificaciones, por lo general uno cerca del otro.

En estudios realizados en C. auratus y Cyprinus carpio se reporta que el diametro de las
células mitrales es de 10 a 25 um (Kosaka & Hama 1982, Okal983), en Danio rerio el
diametro de las células mitrales varia de 4 a 18 pm y su area es de 31 a 96 um? (Fuller et
al. 2009). Las células ruffed son neuronas de salida, que han sido identificadas en peces
como Carassius carassius, Chondrostoma polylepis, C. carpio, Tinca tinca, O. mykiss,
Parasilurus asotus, Conger myriaster, Oncorhynchus tshawytscha entre otros, sin
embargo no se han reportado en otros grupos de animales (Alonso et al. 1987, Kosaka &
Hama 1980, Matz 1995). Fuller & Bryd 2005 reportan que las células ruffed en D. rerio
tienen somas ovoides o esféricos, con diametros de 7 a 15 um y que su caracteristica
tipica es que presentan una protrusion significativa de la membrana en el segmento inicial

del axoén.

4) Capa Interna de Células (CIC), es el nucleo interior del BO que contiene numerosas
interneuronas inhibitorias denominadas células granulares. Estas células se caracterizan
por no tener axén, sus dendritas se extienden hacia la capa de células mitrales donde se
crean interacciones sinapticas reciprocas con las dendritas, el soma y los segmentos

iniciales de los axones de las células mitrales (Labergea & Hara 2001).

2.2.3. Glomérulos: unidades funciénales del sistema olfativo

Los glomérulos son caracteristicos de todos los vertebrados y representan el primer punto
de integracion de sefales del sistema olfativo (Allison & Warwick 1949). La mayoria de los
axones de las ORN convergen en glomérulos individuales donde hacen contacto
sinapticos con las células mitrales o ruffed (Labergea & Hara 2001). Se cree que los
glomérulos son las unidades funcionales del bulbo olfativo (Allison & Warwick 1949, Le
Gros Clark 1975), Esta hipétesis esta soportada por estudios electrofisioldgicos y de
mapeo, que muestran que las respuestas a ciertos estimulos odorificos, que estan
localizados en una regién especifica en el bulbo olfativo que pueden corresponder a una
unidad glomerular (Buonviso & Chaput 1990; Imamura et al. 1992, Lancet et al. 1982,
Stewart et al. 1979).
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En teledsteos especialmente en D. rerio, Baier & Korsching 1994, realiz6 un estudio
donde se describe la organizacion espacial de los glomérulos en el bulbo olfativo. Se
identificaron 22 glomérulos, que presentaron las mismas caracteristicas morfolégicas en
todos los individuos evaluados, presentando simetria bilateral para ambos bulbos.
Concluyendo asi que la organizacion glomerular, presenta un patron estereotipo, el cual

fue similar al encontrado en C. auratus.

Ya entendida la topografia glomerular, el siguiente paso es determinar que funcién tiene
cada glomérulo. Para lo cual Sato et al. 2005, realizé un estudio con transgénicos de pez
zebra caracterizando la expresion de OMP (Olfactory Marker Protein) y TRPC2 (Transient
Receptor Potential C2) en las neuronas receptoras olfativas y evidenciaron que la
proyeccion axonal de estas neuronas hacia el bulbo es mutuamente exclusiva para
diferentes regiones de la capa glomerular. Por otra parte Goyaso et al. 2011 describieron
la distribucién inmunoreactiva para Calretinina (CR) y S100, proteinas fijadoras de calcio
encontrando que cada una se proyectaba en diferentes regiones glomerulares del bulbo,
aungue hacia la parte ventral del bulbo se encontraban las dos. Estos estudios apoyan la
idea, que para cada receptor odorifero hay una unidad morfologica glomerular (Hamdani
& Dgving 2007).

2.2.4. Vias olfativas

Como ya se mencion0 anteriormente cada tipo de ORNSs (ciliadas, microvellosas y cripta),
responden a un conjunto especifico de sustancias odorificas que asi mismo producen a
diferentes respuestas comportamentales. En consecuencia, se cree que el sistema
olfativo de los peces esta organizado en tres vias paralelas al epitelio sensorial que van a

través del bulbo y el tracto olfativo hacia el telencéfalo (Hamdani & Dgving 2007).

Se han realizado multiples experimentos, colocando con precision cristales de Dil en la
region glomerular del bulbo olfativo con el fin de establecer las conexiones que se forman
entre las células primarias ORNs y las neuronas secundarias del BO y como los axones
de estas ultimas forman el tracto olfativo (Hamdani & Dgving, 2007). Es asi que se
determin6 que los axones de las neuronas sensoriales ciliadas terminan en las neuronas

secundarias, cuyos axones forman la parte media del tracto olfativo medio. (Hamdani &

23



Dgving, 2002). Las células cripta al llegar a las neuronas secundarias forman la region
lateral del tracto olfativo medio (Hamdani & Dgving 2006) y las neuronas sensoriales
microvellosas hacen contacto con las neuronas secundarias que forman el tracto olfativo
lateral (Hamdani. et al. 2001).

El tracto olfativo se divide en region media (MOT) y lateral (LOT) y su funcién es trasmitir
la informacion odorifica a los hemisferios telencefalicos. Aunque se presentan variaciones
entre especies de peces, es usual que las proyecciones del LOT lleguen a la regién dorsal
y posterior del telencéfalo (Levine & Dethier 1985, Resink et al. 1987). La region MOT
tiene dos ramificaciones importantes: la dorsolateral y la ventromedial. Esta Gltima inerva
la regién ventral del telencéfalo, el area predptica y el diencéfalo. La agrupacion
dorsolateral inerva varias areas de la parte dorsal y ventral del telencéfalo, como también

el &rea predptica y el diencéfalo (Resink et al. 1987, Stacey & Kyle 1983).

Figura 2. Esquema que representa las tres vias del sistema olfativo en peces,
observando las distribuciones axonicas de las células cripta (rojo), las neuronas
sensoriales ciliadas (azul), y las neuronas sensoriales microvellosas (verde), en el bulbo

olfativo y el tracto olfativo (Tomado de Hamdani & Dgving, 2007).

2.3. GLIFOSATO - Roundup®

Los herbicidas son ampliamente usados en ecosistemas terrestres y acuaticos para

controlar las arvenses. Su uso ha generado serias preocupaciones sobre los efectos
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potencialmente adversos de estos quimicos en el ambiente y en la salud humana
(Lushchak et al. 2009). Durante las ultimas décadas, el desarrollo de las actividades
humanas ha repercutido en la disminucion de la calidad de los ambientes acuaticos,
particularmente por la contaminacion extensiva con pesticidas y otros contaminantes, los
cuales pueden ser transportados a los ambientes acuéticos por diferentes vias (Evrard et
al. 2010).

El Roundup® es una presentacion comercial del glifosato. Este es el herbicida con mayor
espectro y el mas usado en el mundo (Kolpin et al. 2006), siendo empleado para controlar
muchas plagas y arvenses en las practicas agricolas (Evrard et al. 2010). En Colombia la
formulacién comercial Roundup® Activo se utiliza como herbicida en la agricultura
tradicional, como desecante de granos, madurante de la cafia de azUcar y ademas para la
erradicacion forzosa de cultivos ilicitos por medio de aspersiones aéreas (Nivia 2001,

Rodén-Barragan et al. 2007).

Esta dltima practica es apoyada por el gobierno nacional y justificada por ayudar en la
destruccién de los cultivos de coca y amapola, que son la fuente de financiaciéon de los
grupos al margen de la ley (Eslava et al. 2007). Sin embargo, falta definir mejor las
implicaciones y dafios que puede causar el Roundup® Activo y sus surfactantes quew aun
son desconocidos sobre los ecosistemas terrestres y acuaticos circundantes al cultivo
(Ramirez et al. 2004).

2.3.1. Naturalezay efectos

El glifosato es un &cido, con clase Il de toxicidad (moderadamente toxico segun la
categorizacion de la agencia de proteccidon ambiental de los Estados Unidos), pero
comunmente es usado en forma de sal de isopropilamina. Es una sustancia polar,
altamente soluble en agua que hace complejos facilmente, se adhiere fuertemente a las

particulas de suelo durante 45 a 60 dias después de la aplicacién (Peruzzo et al. 2008).
El uso del glifosato como herbicida fue propuesto por primera vez por los cientificos de la
compafia Monsanto en 1970 (Lushchak et al. 2009). La formulacién de Roundup® fue

propuesta en 1974 y contenia glifosato como ingrediente activo (48%) junto con el
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surfactante no ionico piliexietilamina POEA (15%), adicionado para incrementar la
eficiencia de los ingredientes activos porque promueve la penetracion del herbicida a
través de la cuticula de la planta (Lushchak et al. 2009, Cavalcante et al. 2008, Giesy et
al. 2000, Dinehart et al. 2009).

Las formulaciones comerciales del glifosato generalmente son mas toxicas que el
glifosato puro (Cavalcante et al. 2008), principalmente debido a los surfactantes, como
POEA usado en la formulacién del Roundup®, el cual es mucho mas téxico que el mismo
glifosato para los organismos acuaticos (Cavalcante et al. 2008). Estas formulaciones son
rapidamente disipadas en aguas superficiales, sufren una biodegradacién a AMPA (acido
aminometilfosfonico), el cual tiene la misma toxicidad que el glifosato (Giesy et al. 2000,
Monheit 2003), posteriormente es degrado a metilamina formaldehido (Nivia 2001), y
finalmente a di6xido de carbono (CO,) y amonio (NH3) (Evrard et al. 2010, Gluscak et al.
2007). Se reporta que esta degradacién es mas rapida en condiciones aerdbicas que

anaerdbicas (Eslava et al. 2007).

2.3.2. Efectos sobre los ecosistemas acuaticos

Por medio de la lixiviacion, escorrentia, aspersion accidental y/o por el viento, las fuentes
acuaticas se convierten finalmente en los reservorios de sustancias toxicas como el
Roundup® y de sus metabolitos secundarios (Eslava et al. 2007, Ramirez et al. 2004). Un
estudio realizado en la Pampa Argentina encontré que las concentraciones de glifosato en
los cuerpos de agua son similares a las concentraciones aplicadas en los cultivos

cercanos y que este es transportado por escorrentia (Peruzzo et al. 2008).

El glifosato se encuentra en mayor concentracion en los solidos suspendidos sobre el
agua que en el fondo. Las diferencias de concentracion entre los lugares de aplicacion y
los cuerpos de agua cercanos depende principalmente de la precipitacion, a mayor
precipitacion mayor escorrentia y por lo tanto mayor transporte de glifosato hacia el agua
(Peruzzo et al. 2008). Sin embargo, en condiciones de laboratorio se ha observado que la
escorrentia del glifosato y de su producto de degradacion AMPA (acido
aminometilfosfénico) puede alcanzar hasta 1 metro de profundidad, lo cual sugiere un

riesgo para el ambiente acuatico (Contardo-Jara et al. 2009).
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Se reporta que el glifosato puede permanecer en ambientes acuéticos durante 1 o 2
semanas por lo menos (Dinehart et al. 2009) mientras que el surfactante POEA persiste
durante 3 a 4 semanas (Dinehart et al. 2010). Ademas un estudio realizado en
Lumbricuslus variegatus, demostr6 que la bioacumulacién del Roundup® Ultra
(formulacién comercial con 41.5% de glifosato y 16% de POEA) aumenta con la
concentracion del herbicida en el medio; también se ha reportado bioacumulaciéon en
carpa Yy tilapia después de tres dias de exposicion, donde el POEA aumenta la tasa de

acumulacién (Contardo-Jara et al. 2009).

Se han estudiado los efectos del glifosato y su formulacion en diferentes organismos
acuaticos, los cuales producen diferentes grados de toxicidad (Achiorno et al. 2008). Los
surfactantes no idnicos, como el POEA, causan problemas en las superficies respiratorias
de los organismos acuaticos (Dinehart et al. 2009). Un estudio realizado por Lushchak et
al. 2009, mostré6 que concentraciones bajas de herbicida puede causar efectos muy
marcados en peces. Se reporta que la toxicidad aguda del Roundup® para peces se
encuentra en un rango de 2 — 55 mg/l, pero varia segun la especie, el estadio de

desarrollo, la temperatura del agua, el pH y la dureza (Ramirez et al. 2004).

Un estudio realizado por Glusczak et al. 2006 en Leporinus obtusidens y por Glusczak et
al. 2007 en Rhamdia quelen, especies de agua dulce, que habitan al sur de Brasil, mostré
que la actividad de la acetilcolinesterasa en el cerebro disminuye a causa de la exposicion
a POEA. Debido a la disminucion en los niveles de la enzima, se acumula acetilcolina
causando alteraciones en el nado y letargia, este estudio confirma que el POEA es el

componente mas téxico del herbicida Roundup®.

La reduccion de la acetilcolinesterasa encontrada en Prochilodus lineatus en el cerebro y
el musculo después de 96 h de exposicién también fueron encontrados en L. obtusidens y
R. quelen expuestos al mismo herbicida (Gusczak et al. 2006, Modesto & Martinez, 2010).
Modesto & Martinez 2010 hicieron el primer reporte de inhibicion de acetil colina en el
musculo de peces expuestos a glifosato, la acumulacién de acetil colina debido a la
reduccion de la actividad de la enzima puede afectar el comportamiento reproductivo de

los peces (Saglio & Trijasse 1998; Bretaud et al. 2000).
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Uno de los pocos estudios realizados del efecto del Roundup® sobre el sistema olfativo,
fue el realizado por Tierney et al, 2007, donde a través de electro-olfatogramas en O.
mykiss, determinaron una disminucion en la respuesta neurofisiolégica cuando los
individuos eran expuestos 1 mg/l de Roundup®, en concentraciones mayores (10 mg/l) se
presentaron respuestas de evasion a este herbicida.

Algunos estudios realizados con juveniles de cachama blanca concluyen que, el
Roundup® genera alteraciones patologicas, en las branquia, higado, rifiones, piel y
cerebro (Eslava et al. 2007). En el caso del cerebro especificamente en los bulbo olfativos
y el telencéfalo se encontraron células granulares eosinofilicas, que pueden estar
asociadas con la activacion o aceleracion de los procesos apoptéticos que sufren las

neuronas (Ramirez et al. 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL
Describir las vias olfativas (roseta - bulbo olfativo) y establecer el efecto del Roundup®

Activo sobre la roseta olfativa y el bulbo olfativo en alevinos de Cachama Blanca

(Piaractus brachypomus).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Describir la conformacién histolégica de la roseta olfativa y el bulbo olfativo.

e Describir la distribuciéon de las inervaciones de la roseta olfativa en el bulbo

olfativo.

e Definir las alteraciones histopatoldgicas causadas por dos concentraciones de

Roundup® Activo en la roseta olfativa y el bulbo olfativo.

e Determinar las curvas de crecimiento de los alevinos de P. brachypomus.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. UBICACION DEL ENSAYO

El estudio se realiz6 en los Laboratorios de Embriologia y Fisiologia Animal del programa
de Biologia Aplicada, de la Facultad de Ciencias Basicas de la Universidad Militar Nueva

Granada, sede Campus Cajica (Cundinamarca), a una altitud de 2558 msnm.

4.2.  MATERIAL BIOLOGICO

Se trabaj6 con alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) de 30 dias después de la
eclosién de un mismo desove, los cuales fueron adquiridos en la estacion piscicola del

Instituto de Acuicultura de los Llanos.

Estos peces fueron mantenidos en acuarios de vidrio de 40 L de agua, con aireacion
constante y sin filtro, se alimentaron tres veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 horas) con
“Mojarrina” al 35% de proteina bruta ajustada al 5% de la biomasa total. La temperatura
promedio del agua se mantuvo entre 24-29 °C, con un fotoperiodo de 12:12 h
(luz/oscuridad). Los parametros de calidad de agua (oxigeno disuelto: mayor de 3 mgl/l,

pH: 6.5 a 8.5, amonio: 0.1 mg/l) fueron medidos semanalmente.

4.3. SUSTANCIA EXPERIMENTAL

En el experimento se utilizé la marca comercial Roundup® Activo del herbicida glifosato,
que estd compuesto por un 48% de sal &cida isopropilamina de glifosato (IPA) y
surfactante que para esta formulacion la casa Monsanto no aclara cual es y en que

porcentaje lo contiene (Tsui y Chu, 2003; Oldham et al., 2002).

Con el fin de evitar los efectos deletéreos del glifosato sobre el ambiente, el agua que se
utilizé en el experimento se mantuvo en tanques plasticos por un periodo de 30 dias para
permitir la evaporacion y transformacion del herbicida y pasado este tiempo fue percolada

en el suelo (Soso et al., 2007).
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4.4, DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental fue completamente aleatorizado con tres replicas por tratamiento.
El estudio evalu6 dos concentraciones subletales de herbicida Roundup® Activo, de la
siguiente manera: el tratamiento 1 sin Roundup®, el tratamiento 2 con una concentracion
0.1 mg/l de Roundup® Activo y el tratamiento 3 contenia una concentracion de 1 mg/l de
Roundup® Activo. En cada unidad experimental (acuario 40 L) se manejé una densidad
de 20 peces/acuario. Se realizaron recambios diarios del 50% del volumen de agua,
manteniendo la concentracién a través de la adicién de la mitad de la dosis (Rondon-
Barragan et al., 2007). Los peces fueron mantenidos durante 30 dias bajo estas
condiciones, transcurrido este tiempo se registraron variables de crecimiento (peso, la

longitud total y estandar).

4.5. OBTENCION DE MUESTRAS

Se seleccionaron 16 individuos por tratamiento aleatoriamente para procesamiento
histolégico, estos peces fueron anestesiados con Benzocaina (0.1 g/L) y posteriormente
sacrificados por un corte medular a nivel cervical. Este trabajo siguié los lineamientos
indicados para el manejo peces ético de los en la investigacién (CCAC guidelines on: the

care and use of fish in research, teaching and testing, 2005).

De los 16 individuos sacrificados de cada tratamiento, 13 fueron fijados con una solucion
de formaldehido al 4%, ajustado a pH 7.2-7.4 a 4°C realizando una ventana craneal para
mejor penetracion del fijador. Los 3 restantes se utilizaron para el procesamiento de

Microscopia Optica de Alta Resolucion.

4.6. TINCION H&E Y NISSL

Después de la fijacién con formaldehido al 4% se extrajeron las rosetas y bulbos olfativos
de 8 individuos por tratamiento. La deshidratacion consistié en tres cambios de media
hora en alcohol de 95%, tres cambios de Iso-propanol por el mismo tiempo y aclaramiento
con xilol por dos minutos. Finalmente los tejidos fueron impregnados (dos cambios de una

hora) e incluidos en parafina Histopat® con punto de fusion entre 56-59°C.
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Se realizaron cortes transversales de 5 um de espesor, con un microétomo rotatorio HM-
340E. Para la coloracién de las secciones histologicas de al roseta y el bulbo olfativo de 5
individuos de cada tratamiento se tifieron con el protocolo modificado de la tincion de
Harris H&E (GOmez et al., 2010). Por otra parte, con el protocolo modificado de Nissl
(Gridley 1960), se tifieron la secciones histolégicas de las bulbos olfativos de tres
individuos del tratamiento 1, para la descripcion histolégica de este 6rgano. El protocolo

utilizado para esta tincidbn se muestra a continuacion.

1. Desparafinar.
a. Dos cambios en xilol de 5 min cada uno.
b. Un cambio en n-propanol de 5 min.
c. Cuatro cambios en alcohol al 95% de 5 in cada uno.
d. Un cambio en agua destilada de 5 min.
Tediir 3 min en Cresyl Violeta acetato.
Hacer dos cambios en agua destilada.
Un cambio en alcohol al 95% de 30 segundos.
Un cambio en etanol absoluto de 30 segundos.

Un cambio en xilol de 1 min.

N o g b~ w DN

Para diferenciar hacer dos cambios de 30 segundos cada uno en etanol absoluto y
observar al microscopio

8. Dejar las laminas en xilol y hacer el montaje.

4.7. MICROSCOPIA OPTICA DE ALTA RESOLUCION (MOAR)

Para esta técnica se utlizaron 3 individuos de cada tratamiento y se procesaron
modificando las metodologias publicadas por Caldas et al. (1993) como se describe a

continuacion:

Fijacion: Después de sacrificar al individuo, se realizé la diseccidon de los bulbos olfativos
que fueron fijjados en Karnovsky modificado: una solucion de Formaldehido al 2% y
Glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato, durante dos horas. Posteriormente se hicieron

tres lavados con buffer fosfato, cada uno de 10 minutos.
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Postfijacidn: en este caso se utilizd Tetradxido de Osmio al 2% con buffer fosfato durante
tres horas. Después de la postfijacion se hicieron tres lavados con buffer fosfato cada uno
de 10 minutos.

Deshidratacién: se introdujo el tejido en concentraciones ascendentes de 70%, 90%,

95% y 100% preparados a partir de etanol absoluto. Los tiempos de deshidratacién se
muestran en la tabla 1.

Concentracion Tiempo
70% 5 minutos 3 veces
90% 5 minutos 1 vez
95% 10 minutos 1 vez
100% 10 minutos 2 veces

Tabla 1. Tiempos de deshidratacion.

Inclusién _en resina epoéxica: las muestras deshidratadas se impregnaron en resina

Poli/Bed®812 mezclada con 6xido de propileno, la Tabla 2 describe estas combinaciones

y los tiempos de cada una de las fases requeridas en este procedimiento.

Combinacion Tiempo
Poli/Bed®812 1:2 oxido de propileno 30°
Poli/Bed®812 1:1 oxido de propileno 30°
Poli/Bed®812 2:1 oxido de propileno 30°

Poli/Bed®812 100% 1h
Polimerizacién
Poli/Bed®812 puro a 60°C 12 h

Tabla 2. Mezclas de ep6n con oxido de propileno y tiempos de inclusion.

Cortes vy tincién: se realizaron cortes trasversales con la ayuda de un micr6tomo
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rotatorio (Microm Slee Cut4060), a 1 micra de espesor. Se tifieron con azul de toluidina
durante 30 o 40 segundos al calor (Caldas et al 1993).

4.8. TRAZADO ANTEROGRADO CON Dil

Después del periodo de fijacion con formaldehido 4%, se tomaron 5 individuos de cada
tratamiento, y se procedid a colocar los cristales de Dil (,1'- dioctadecil-3,3,3',3'-
tetramethilindocarbocianina-perclorato) en la rosseta olfativa con la ayuda de un alfiler
entomoldgico observando al estereoscopio (Carl Zeiss DV4). Una vez colocado el cristal,
se cubrié la superficie con una gota de agar (al 4%) para evitar que el cristal de Dil se
moviera durante el periodo de incubacion, el cual fue de 24 h a 37 °C en solucion de
formaldehido 4%.

Transcurrido este periodo de incubacién, se extrajeron los bulbos olfativos y se
embebieron en agar-agar al 6%, para la obtencién de los cortes en vibratomo (Campden
instruments, MA752-626) a 40 micras de espesor. Estos cortes se observaron en el

microscopio de fluorescencia con filtro de rodamina (absorcién a 549 nm).

4.9. DESCRIPCION HISTOLOGICA

Se realizaron observaciones con el microscopio de luz (marca CARL ZEISS AXIOSKOP
PLUS), y se procedi6 a la captura de imagenes con la cAmara CANON Power Shot G5
para la identificacion de los diferentes tejidos y células de estructuras que se nombran a

continuacion:

Roseta olfativa: epitelio olfativo no sensorial, células mucosas, células de soporte,
células ciliadas no sensoriales, células basales, epitelio olfativo sensorial, células cripta,
neuronas receptoras olfativas ciliadas y microvellosas, basdndose en las descripciones
hechas por Camacho et al. 2010, Diaz et al. 2002 y Mandal et al. 2005.
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Bulbo olfativo: capa del nervio olfativo, capa glomerular, capa de células mitrales, capa
interna de células (CIC), células ruffed, células mitrales, células granulares, basandose
en las descripciones realizadas por Bryd & Bunjes 1995 y Kosaka & Hama 1982. La
topografia de los glomérulos en el bulbo olfativo se realiz6 de acuerdo con las
descripciones hechas por Baier & Korsching 1994 y Goyaso et al. 2011

Alteraciones patoldgicas: se identificaron células granulares y granulares eosindfilicas,
en el la roseta olfativa y el bulbo olfativo, siguiendo las descripciones realizadas por
Ramirez et al. 2008 y Retie & Evense 2006.

4.10. ANALISIS ESTADISTICO
A la variables de crecimiento (peso, la longitud total y estandar), se les aplico una prueba

ANOVA y Tukey para compararlas entre los tres tratamientos, considerando el nivel de

P<0.05 como estadisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

Las variables de peso, longitud estandar y longitud total registradas para los individuos a

lo largo del experimento, no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos,

como se muestra en la tabla 3. Los parametros fisicoquimicos en la tabla 4 se registran

los valores minimos y maximos que presenté cada parametro.

Peso Long. Total Long. Estandar
) (cm) (cm)
T1 2,30+051a 512+0,40 b 3,98+0,31c
Inicial T2 2,28+0,57 a 5,06 +£0,42b 3,95+0,32 ¢
T3 2,28+0,56 a 5,06 £0,40 b 3,92+0,31c
T1 6,30+ 1,80 A 7,13+0,72B 564+0,72C
Final T2 6,20+ 1,64 A 7,07+0,62B 551+050C
T3 6,48+ 1,72 A 7,11+0,63 B 556+0,48 C

Tabla 3. Datos del promedio de las variables de crecimiento de P. brachypomus en los

tres tratamientos de los dos tiempos evaluados. Valores con letras iguales no difieren

significativamente (P>0,05).

Parametro Media Minimo Maximo
pH 7.1 7.4
Temperatura (° C) 27,4 26,2 29,4
Amonio total (mg/L) 0,2 0,38
Oxigeno disuelto (mg/L) 7,1 8
Dureza de carbonatos (mg/L) 30,6 17,5 35
Dureza total (mg/L) 65,6 52,5 70

Tabla 4. Parametros de Calidad de agua (promedio, minimo y maximo) obtenidos durante

los 30 dias de experimentacion con P. brachypomus.



5.1. DESCRIPCION HISTOLOGICA DEL SISTEMA OLFATIVO

El sistema olfativo de P. brachypomus estd compuesto por un par de rosetas olfativas
(6rgano olfativo), de cada una sale un nervio olfativo que conecta con el bulbo olfativo,
este pez tiene bulbos olfativos sésiles (unidos al telencéfalo) por lo cual no se visualiza el
tracto olfativo (Figura 3).

Figura 3. Vista lateral del sistema olfativo de P. brachypomus. Roseta olfativa (RO),
Lamela olfativa (LO), Rafe (Ra) Nervio olfativo (NO), Bulbo olfativo (BO), Telencéfalo (T).

5.1.1. Roseta olfativa

La roseta olfativa (RO) de P. brachypomus es redondeada y en promedio tiene de 26 a 28
lamelas, que estén dispuestas de manera paralela una a la otra en orientacion antero
posterior, unidas ventralmente por el rafe, compuesta por tejido conectivo. Cada lamela
olfativa estad compuesta por dos capas de epitelio cilindrico estratificado, separadas por el

nucleo central (NC), el cual contiene tejido conectivo, fibras nerviosas y vasos sanguineos
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(Figura 4A y 5). El epitelio olfativo se divide en dos regiones, la sensorial y la no sensorial,
gue se intercalan de manera irregular a lo largo de toda la lamela (Figura 4A).

A

-

_—

Figura 4. A) Lamela olfativa de P. brachypomus se observa el nucleo central (NC) y las
dos capas del epitelio olfativo (CE), epitelio olfativo no sensorial (Flechas negras). B)
Epitelio olfativo cilindrico estratificado con presencia de células mucosas (CM) y células
ciliadas no sensoriales (flechas indican los cilios), en el nacleo central se observa tejido
conectivo (TC) y vascularizacién (vaso sanguineo VS). H&E.

El epitelio no sensorial esta compuesto por cuatro tipos de células epiteliales
estratificadas: (1) células mucosas (CM), (2) células de soporte (CS), (3) células ciliadas
no sensoriales (CCN) y (4) células basales (Figura 5). 1) Las células mucosas se
caracterizan por tener el nucleo basal y en la region apical tiene granulos de mucigeno,
los cuales se tifien débilmente con H&E (Figura 4B). 2) Las células de soporte se
diferencian porque su cuerpo celular tiene poca afinidad por el azul de toluidina y en su
citoplasma se observan gran cantidad de vesiculas (Figuras 5y 7).



3) Las células ciliadas no sensoriales se extienden desde la base del epitelio hasta la
superficie, donde se observan sus cilios; el citoplasma se tifie mas claro que las neuronas
receptoras, caracteristica que permite diferenciarlas (Figura 7). Por ultimo, (4) las células
basales se encuentran en la parte mas profunda del epitelio, justo encima de la lamina
basal, algunas de estas células se caracterizan por tener abundante heterocromatina y
citoplasma con areas homogéneas, por el contrario el otro grupo de células basales

contienen poca heterocromatina (Figuras 5y 7).

Figura 5. Epitelio olfativo no sensorial de la lamela de P. brachypomus. Se observa
células de soporte (CS), células basales con abundante heterocromatina (Flechas
punteadas negras), células basales con poca heterocromatina (Flechas punteadas
blancas), nucleo central (NC), vaso sanguineo (VS) y fibras nerviosas (FN). Azul de

toluidina.

El epitelio sensorial esta compuesto por neuronas receptoras olfativas que se encuentran
entremezcladas con las células ciliadas no sensoriales y las células de soporte, ademas
también se observan células basales aunque en menor cantidad que en el epitelio no
sensorial. Se reconocieron los tres tipos de neuronas receptoras olfativas, las ciliadas
(ORNC) las microvellosas (ORNm) (Figura 6) y las células cripta (CC) (Figura 7).



Figura 6. Epitelio olfativo sensorial de la lamela olfativa de P. brachypomus. Neuronas
receptoras olfativas ciliadas (ORNc). Neuronas receptoras olfativas microvellosas
(ORNm), células basales con abundante heterocromatina (Flechas punteadas negras),
células basales con poca heterocromatina (Flechas punteadas blancas), vaso sanguineo

(VS), lamina basal (punta de flechas). Azul de toluidina.

Las ORNc y las ORNm son neuronas bipolares, las dendritas de estas células proyectan
por el encima del epitelio un protrusién con cilios para las ORNc o microvellosidad para
las ORNm. Las ORNc se caracterizan por tener un cuerpo dendritico largo y delgado por
lo cual el soma neuronal estd mas cerca a la base del epitelio (Figura 6 ), por el contrario
el cuerpo dendritico de las ORNm es mas corto y grueso, el soma neural esta mas cerca
al lumen del epitelio (Figura 6 y 7). Las células cripta (CC) son globosas y grandes en
comparacion con los otros tipos celulares, se encuentran en la superficie del epitelio y su
ndcleo se ubica hacia la parte basal de la célula (Figura 7).
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Figura 7. Epitelio olfativo sensorial de la lamela de P. brachypomus. Neuronas receptoras
olfativas microvellosas (ORNm), Célula Cripta (CC). Células ciliadas no sensoriales
(CCN), células de soporte (CS), vaso sanguineo (VS), Protrusién de la dendrita de las
neuronas receptoras olfativas ciliadas y microvellosas (punta de flechas). Azul de
toluidina.

5.1.2. Bulbo olfativo

El bulbo olfativo de P. brachypomus esta organizado en cuatro capas concéntricas, desde
las méas externa a la mas interna: capa del nervio olfativo (CNO), capa glomerular (CGL),
capa de células mitrales (CCM) y la capa interna de células (CIC). La distribucion de estas
capas varia a largo del bulbo; en un nivel de corte anterior (C) (Figura 8), la CNO es mas
prominente que en nivel de corte medio (E), por el contrario la CIC en el nivel medio es
relativamente mas grande que en el nivel anterior (Figura 9). Sin embargo, un nivel de
corte posterior no se observaron diferencias con respecto al nivel medio.

La capa del nervio olfativo esta compuesta por los axones del nervio olfativo que se
extiende sobre la superficie del bulbo (Figura 8 y 10A), siendo menos visible en la parte
mas posterior del bulbo (Figura 9). En la capa glomerular las terminales axoénicas del
nervio se agrupan formando los glomérulos, estos se tifien fuertemente con el azul de
toluidina y pueden ser ovoides o tener formas irregulares, entre los glomérulos se
observan células gliales y algunas células mitrales (Figura 10A).
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Figura 8. Corte trasversal del bulbo olfativo de P. brachypomus. Capa del nervio olfativo

(CNO), Capa glomerular (CGL), Capa de células mitrales (CCM) y Capa interna de células
(CIC). H&E.
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Figura 9. Corte trasversal del bulbo olfativo de P. brachypomus. Capa del nervio olfativo
(CNO), Capa glomerular (CGL), Capa de células mitrales (CCM) y Capa interna de células
(CIC). H&E.
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Figura 10. Bulbo olfativo de P. brachypomus. A) Capa del nervio olfativo (CNO) y capa

glomerular (CGL) se observa: Pia madre (PM), glomérulos (GL), células mitrales (CM),
célula de glia (flechas punteadas), Paquete de fibras nerviosas (PFN) y vaso sanguineo
(VS). B) Capa de células mitrales se observa: células mitrales (CM) y prolongaciones

dendriticas de estas células (punta de flechas). Azul de toluidina.

La capa de células mitrales, estd compuesta por células ruffed y células mitrales como su
nombre lo indica, estos dos tipos celulares se caracterizan por tener nucleos
considerablemente grandes que se tifien débilmente con el azul de toluidina, por el
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contrario el soma de las células ruffed tienen mas afinidad por el azul de toluidina, por lo
cual se pueden diferenciar (Figura 10B y 11). Por ultimo la capa interna de células, esta
densamente poblada por agrupaciones de células granulares, las cuales se caracterizan
por ser redondas y mas pequefias comparadas con las células mitrales y ruffed (Figura
11).

Figura 11. Capa de células mitrales y capa interna de células del bulbo olfativo de P.
brachypomus. Células mitrales (CM), células ruffed (CR), células granulares (flechas
punteadas), prolongaciones dendriticas de las células ruffed (punta de flechas) y vaso
sanguineo (VS). Azul de toluidina.



5.2. ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS

5.2.1. Roseta olfativa

En el tratamiento 1 (control), no se observaron cambios morfoldgicos en la lamela olfativa
(Figura 3), por el contrario en el tratamiento 2 y 3, se observaron células granulares
eosinofilicas (CGE) (Figuras 12 y 13). Estas células se caracterizaron por tener gran

afinidad a la eosina, ser grandes y ovoides con tincion H&E.

La mayoria de estas células se observaron en la parte ventral de la lamela olfativa, tanto
para el T2 y T3, ubicadas hacia la regién basal del epitelio olfativo no sensorial, cerca al
tejido conectivo del nucleo central (Figuras 12 y 13A,B). En el T3 unas pocas CGE se
observaron en la regién dorsal de la lamela olfativa, ubicadas principalmente en la regién
del epitelio olfativo no sensorial (Figura 13C). De modo apreciativo se observé un nimero

relativamente mayor de CGE en el T3 con respecto T2.

o

Figura 12. Lamela olfativa de P. brachypomus. Cortes del tratamiento 2. A) Células
granulares eosinofilicas (Flechas) nucleo central (NC). B) Epitelio olfativo no sensorial

(EONS), Células granulares eosinofilicas (Flechas), Tejido conectivo (TC). H&E.
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Figura 13. Lamela olfativa de P. brachypomus. Cortes del tratamiento 3. A) Células

granulares eosinofilicas (Flechas). B) Detalle de las células granulares eosinofilicas en el
epitelio olfativo no sensorial. C) Presencia de Células granulares eosinofilicas (Flechas)

en la region dorsal de la lamela olfativa. H&E.

5.2.2. Bulbo olfativo

En los cortes tefiidos con H&E del bulbo olfativo, no se observaron CGE en ninguno de
los tratamientos. Por el contrario en las secciones obtenidas con MOAR parael T2y el T3
se evidenciaron células granulares CG, que fueron caracterizadas por la gran afinidad que
tienen los granulos de estas células al azul de toluidina. La mayoria de las CG observadas
estan cercanas a los vasos sanguineos que se encuentran en las meninges que cubren el
bulbo olfativo (Figuras 14 A,C,D y 15 A,B,D). También se observaron unas pocas CG en
la capa del nervio olfativo y en la capa glomerular cercanas a células mitrales o vasos

sanguineos (Figuras 14 B,E y 15 C,E).
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Figura 14. Bulbo olfativo de P. brachypomus. Cortes del tratamiento 2 A-E) Células

granulares (Flechas), vaso sanguineo (VS). Capa del nervio olfativo (CNO), Pia madre
(PM) y capa glomerular (CGL). Azul de toluidina.



Figura 15. Bulbo olfativo de P. brachypomus. Cortes del tratamiento 3 A-E) Células

granulares (Flechas), vaso sanguineo (VS). Capa del nervio olfativo (CNO), Pia madre
(PM), capa glomerular (CGL) y célula mitral (CM). Azul de toluidina.



5.3. TRAZADO ANTEROGRADO ROSETA-BULBO OLFATIVO

Como se menciono anteriormente el sistema olfativo en P. brachypomus, esta compuesto
por las narinas, los nervios olfativos y bulbos olfativos (sésiles). Tras la aplicacion de Dil
en la roseta olfativa se observé el marcaje del nervio olfativo y sus terminales nerviosas
en el bulbo olfativo ipsilateral, conformando la capa del nervio olfativo en el bulbo (Figura
16). Las terminales axdnicas se extienden hacia la capa glomerular para formar
estructuras sinapticas llamadas glomérulos, estas estructuras se observaron a lo largo del
bulbo.

1 mm

Figura 16. A) Vista dorsal del cerebro de P. brachypomus, que muestra el nivel de corte
de la figura de la derecha, bulbo olfatorio (BO), telencéfalo (T) B) Corte longitudinal del
bulbo olfatorio (BO), donde se observa el nervio olfatorio (NO), la inervacion de los axones
provenientes de la roseta olfativa en el bulbo que conforman la capa del nervio olfatorio

(CNO) hasta llegar a la capa glomerular.

El patron glomerular fue el mismo para los tres tratamientos evaluados y se dividié en
cinco grupos: dorsal, ventral, lateral, medial y anterior de acuerdo con su ubicacién en el

bulbo. La identificacibn de algunos de los glomérulos méas sobresalientes en P.
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brachypomus, se hizo teniendo en cuenta la forma y ubicacién espacial de estos en el
bubo olfativo (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Niveles de Corte del bulbo olfativo de P. brachypomus




Figura 18. Cortes trasversales del bulbo olfativo de rostral (A) a caudal (H) (ver figura 7),

donde se muestra el patron de distribucién de los glomérulos observados en los bulbos
olfativos de P. brachypomus. Agrupaciones glomerulares identificadas: Plexo anterior
(ap), Grupo dorsal (dc), Plexo de la cadena lateral (Ic), Asociacion de glomérulos del
grupo dorsal (a-e), Glomérulos de la tripleta ventral (u-w). Glomérulos identificados:
Glomérulo mediodorsal posterior* (f), Glomérulo mediodorsal posterior? (g), Glomérulo
mediodorsal (h), Glomérulo medioanterior (i), Glomérulo medio alargado (k), Glomérulo de
la cadena lateral® (m), Glomérulo lateroventral posterior (q), Glomérulo ventroanterior (r),

Glomérulo ventroposterior (s) y Glomérulo ventromedial (t).
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6. DISCUSION

Los datos de crecimiento registrados durante el experimento para los alevines de P.
brachypomus, no presentaron diferencias significativas entre los tres tratamientos, lo cual
indica que comparado con el control (T1), los individuos de los otros dos tratamientos
crecieron igual. Este crecimiento es menor al obtenido por Rebaza et al. 2002 en cultivos
en estanque, considerando que en esta investigacion se alimenté a un menor porcentaje
de proteina y se ajusto la racion al 5% y no al 10% como recomiendan en produccion en
estanques en tierra (Diaz & lopez 2001). Se utiliza esta racidon porque en estudios de
toxicologia se manejan dietas de mantenimiento, con el fin de evitar pérdidas de alimento
y alteraciones considerables en los parametros fisicoquimicos. Por otra parte los
parametros fisicoquimicos se mantuvieron entre los rangos de tolerancia que tiene P.

brachypomus en los tres tratamientos (Poleo et al. 2011).

6.1 SISTEMA OLFATIVO

Se reporta que el sistema olfativo de los teledsteos en general, estd compuesto por las
rosetas olfativas (6rgano receptor), el nervio olfativo, el bulbo olfativo y el tracto olfativo.
En algunas especies de Ciprinidos y Silaridos los bulbos olfativos estan adyacentes al
telencéfalo, sin embargo la mayoria de los teledsteos presentan bulbos pedunculados, en
este caso los bulbos olfativos estdn muy cercanos a la roseta olfativa y estan unidos al
telencéfalo por un tractor olfativo largo (Hara 2000). P. brachypomus presenta bulbos
olfativos sésiles al igual que lo reportado para otros representantes de las familia
Characidae (e.g. Paracheirodon alxerodi) (Obando 2006), y especies como O. mykiss, D.
rerio y Orizyas latipes (Butler 2000, Byrd & Brunjes 1995, Wakamatsu et al. 2006).

6.2 ROSETA OLFATIVA

La roseta olfativa en los peces es uno de los érganos quimio-sensoriales mas importantes

para su interaccion con el ambiente (Hara 1994), ya que las neuronas receptoras estan en
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contacto directo con el medio acuatico (Tierney et al. 2010). Numerosos estudios
morfolégicos muestran la gran variabilidad que tiene la roseta olfativa en los peces, en
cuanto su forma, la densidad de neuronas receptoras olfativas que la conforman y la
organizacion y numero de lamelas que posee (Camacho et al. 2009, Chakrabarti & Ghosh
2011, Chakrabarti & Ghosh 2009, Fishelson et al. 2010, Kudo et al. 2009, Mana &
Kawamura 2002). En P. brachypomus la roseta olfativa es redondeada y las lamelas se
organizan de forma radial al rafe, esta morfologia es reportada en otras especies de
tele6steos como Lampris guttatus, Acipenser naccari y Oncorhynchus keta (Mana &
Kawamura 2002, Camacho et al. 2009, Kudo et al. 2009).

En cuanto al nUmero de lamelas, existe una gran variabilidad entre las diferentes especies
de teledsteos estudiados (Tabla 5). Varios autores coinciden en que el niamero de
lamelas y de neuronas receptoras olfativas (ORNS), esta directamente relacionado con la
agudeza olfativa (Fishelson et al. 2010). P. brachypomus es una especie pelagica y posee
de 26 a 28 lamelas radiales en cada roseta, parece ser un numero bajo comparado con
otras especies Wallago attu, Saurida macrolepis y Coryphaena hippurus, estas tres
especies son demersales, habitando lugares con escasa luminosidad, por lo cual en
contraposicién a esta poca luminosidad la especies desarrollan mas el sistema olfativo
que la vision y por tanto presentan mayor nimero de lamelas (Tabla 5). El bajo numero de
lamelas encontradas también puede estar relacionado a que los individuos estudiados
eran alevinos y como reportan Kudo et al. 2009 en O. keta especie que al igual que P.
brachypomus tiene crecimiento indeterminado, el numero de lamelas incrementa durante

el ciclo de vida de los peces.

Especie N° de lamelas Referencia
Wallago attu 164 a 168 Ghosh & Chakrabarti 2009
Saurida macrolepis 80a 84 Fishelson et al. 2010
Coryphaena hippurus 61 a 64 Mana & Kawamura 2002
Synodus falcatus 36 Fishelson et al. 2010
Acipenser naccarii 20 Camacho et al. 2009
Trachinocephalus myops 22 a 28 Fishelson et al. 2010
Oncorhynchus keta 16a21 Kudo et al. 2009
Lampris guttatus 12a14 Mana & Kawamura 2002

Tabla 5. Numero de lamelas en diferentes especies de teledsteos.
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La distribucion del epitelio sensorial y el no sensorial a lo largo de la lamela, varia segun
las especies (Hara 1982), presentandose diferencias marcadas entre especies que
ocupan habitats similares y muy diferentes (Singh 1994). El epitelio olfativo de las
especies pelagicas puede presentar dos tipos de distribucion: (1) aleatoria, donde el
epitelio sensorial y no sensorial estan entremezclados a lo largo de la superficie lamelar y
(2) el epitelio sensorial es restringido a la region apical de la lamela y el no sensorial a la
parte basal (Singh 1994, Zeiske et al. 1992). El epitelio olfativo de P. brachypomus se
distribuye de manera aleatoria, esta distribucién también es reportada para el silarido
bentopelagico Channa punctatus (Mandal et al. 2005) y otras especies pelagicas (Mana &
Kawamura 2002). Sin embargo, aun no son claras las implicaciones ecoldgicas y

fisiol6gicas de los diferentes tipos de distribucién del epitelio olfativo (Singh 1994).

El epitelio sensorial y no sensorial de P. brachypomus presenta la conformacién reportada
para la mayoria de los teledsteos. En el epitelio sensorial se identificaron los tres tipos de
neuronas sensoriales olfativas: las microvellosas (ORNm), las ciliadas (ORNc) y las
células cripta (CC). Por otra parte el epitelio olfativo no sensorial estd compuesto por
cuatro tipos de células: las células ciliadas no sensoriales (CCN), las células mucosas

(CM), las células de soporte (CS) y las células basales (CB).

Los primeros dos tipos ORNm y ORNCc, se han reportado en la mayoria de los teledsteos
(Labergea & Hara 2001). Por el contrario las CC, no han sido descritas para todas las
especie de peces estudiadas (Hansen et al.1999, Hansen & Finger 2000, Belanger et al.
2003). En el epitelio de P. brachypomus, las CC se identificaron por su forma globosa y su
posicion apical, se reporta que estas células estan relacionadas con la percepcion de
feromonas sexuales, por lo tanto su presencia en el epitelio es de gran importancia
(Hamdani & Dgving 2007). Estudios realizados en C. carassius se encontraron
incrementos en el nimero de CC en diferentes épocas del afio, que coincidian con los
eventos reproductivos de la especie (Hamdani & Dgving 2008), lo cual sugiere que estas
células son muy importantes en la mediacion de la reproducciébn en los peces
(Schmachtenberg et al. 2006, Hamdani & Dgving 2007, Labergea & Hara 2001).

No solo para las CC se han reportado estas variaciones en el numero de células durante

la reproduccién, también se reporta que los habitos alimenticios estan directamente
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relacionados con la densidad de células ORNm y ORNc, por ejemplo Schizothorax
richardsonii, una especie omnivora con un amplio rango en la busqueda de su alimento,
estd sometida a cambios de héabitats contrastantes, requiriendo especializaciones en la
proporcion de ONRs para suplir sus necesidades (Singh et al. 1995). Teniendo en cuenta
que P. brachypomus también es una especie omnivora consumidora de frutos, insectos,
crustaceos y peces y que en las épocas secas estos peces se trasladan de los bosques
inundados a los rios (Salinas & Agudelo 2000), seria muy interesante realizar estudios
que cuantifiquen la densidad de ORNSs, para verificar si los cambios de habitat influyen en

la proporcién de ORNSs.

6.3 BULBO OLFATIVO

Todos los estimulos odorificos captados por las ORNs son traducidos en sefales
eléctricas que viajan a través del nervio olfativo, el cual inerva el bulbo olfativo (BO),
donde se procesan y retrasmiten estas sefiales hacia el resto del cerebro (Friedrich &
Korsching 1997, Hamdani & Dgving 2007). Como la mayoria de los teledsteos el bulbo
olfativo de P. brachypomus esta compuesto por cuatro capas concéntricas: la capa del
nervio olfativo (CNO), la capa glomerular (CGL), la capa de células mitrales (CCM) y la
capa interna de células (CIC) (Byrd & Brunjes 1995, Kosaka & Hama 1982, Baile et al.
2008, Hamdani & Dgving 2007).

En el bulbo olfativo de P. brachypomus se identificaron 3 tipos de células neuronales:
mitrales, ruffed y granulares. Como se ha reportado en C. auratus estos tres tipos de
celulares forman una compleja red de conexiones en el cerebro (Satou 1990, Zippel et al.
1999,). Las mitrales reciben los estimulos sinapticos de las ORNs y son las principales
neuronas de salida del BO, proyectando sus axones a hacia el telencéfalo (Shipley &
Ennis 1996, Friedrich & Korsching 1997). Las células granulares, tienen funcion inhibitoria
lateral sobre las células mitrales y ruffed, mejorando la precision en el procesamiento de
las sefiales que relacionadas con un mismo estimulo (Abraham et al. 2010, Mori et al.
1999. Dryer & Graziadei 1996).
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A diferencia de las células mitrales y las granulares, la células ruffed solo han sido
reportadas en algunos teledsteos y no en otro grupo de vertebrados (Byrd & Brunjes
1995). En P. brachypomus fueron identificadas debido a que el citoplasma tiene mayor
afinidad por el azul de toluidina que las células mitrales tal como lo reportado para C.
auratus (Kosaka & Hama 1980). Un estudio realizado por Fuller & Bryd 2005 determino
que las células ruffed constituyen menos del 10% de las neuronas de salida. Ademas,
aparentemente estas células no reciben directamente los impulsos sinapticos de las
ORNSs, sino que estos se transmiten por medio de las células mitrales (Byrd & Brunjes
1995, Zippel et al. 1999).

6.4 ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS

El principal cambio histolégico observado en los individuos expuestos a Roundup® Activo
con respecto a los individuos control, es la presencia de células granulares (CG), que en
el caso del epitelio olfativo se denominaron células granulares eosinofilicas (CGE), debido
a la tincion con H&E (Reite 1997).

Las CG/CGE en peces estan asociadas con los mecanismos de respuesta a procesos
infecciosos de los tejidos ya sea por parasitos o agentes citotéxicos (Cammarata et
al.2000, Dezfuli et al. 2003, Matsuyama & lida 1999, Sharp et al. 1989). Algunos autores
sugieren que las CG/CGE son homdlogas de las células mast de los mamiferos (Dezfuli et
al. 2010 y Reite & Evensen 2006) las observaciones realizadas en el presente estudio
apoyan esta hipotesis, debido a que la morfologia de las CG/CGE observadas (en
especial el citoplasma lleno de granulos), junto con su distribucién en los tejidos y sus

propiedades de tincién coinciden con estos reportes.

Numerosos estudios reportan el aumento de las CGE en los tejidos después de la
exposicion a agentes inmunotoxicos (Dezfuli & Giari 2008, Flafio et al.1996, Holland &
Rowley 1998, Lamas et al. 1991, Schmale et al. 2004). En este trabajo aunque no se
realizaron conteos del nimero de CGE presentes en el epitelio olfativo de los diferentes
tratamientos, de manera cualitativa se observé un aumento considerable en el nimero de

CGE en el tratamiento 3 (1 mg/l) con respecto al T2 (0.1 mg/l), lo cual sugiere que la
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concentracion de 1 mg/l de Roundup® Activo puede generar un grado mayor de dafio en
el epitelio olfativo.

Por lo general las CGE estan asociadas principalmente a los vasos sanguineos del tejido
conectivo (Blackstock & Pickering 1980, Lauriano et al. 2012, Matsuyama & lida 1999,
Reite & Evensen 2006), se cree que los precursores de estas células se originan en
sistema hematopoyético y viajan a través del torrente sanguineo hacia los tejidos,
migrando y terminando de diferenciandose para llevar a cabo sus funciones (Galli 1990,
Kirshenbaum et al. 1991). Sin embargo, en el presente estudio las CGE fueron
comunmente encontradas en la region basal del epitelio olfativo no sensorial y no en el

ndcleo central, donde se encuentran numerosos vasos sanguineos.

Por lo anterior en este trabajo se plantea la hip6tesis que los precursores de estas células
residen en este epitelio y solo se diferencian cuando se produce una sefial de alarma,
generando una respuesta rapida a cualquier agente nocivo. Esta hipétesis es apoyada por
estudios realizados en branquias, donde Flafio et al. 1996 infectaron cultivos de tejidos
branquiales de O. mykiss con Renibacterium salmoninarum, causando un aumento en el
namero de CGE. Y en otro estudio realizado con Sparus aurata, se encontré que después
de la exposicién a bifenilo piliclorado PCB 126 (compuesto organoclorado), las branquias
presentaban un aumento de CGE que no estaban asociadas a los vasos sanguineos
(Lauriano et al. 2012). Las branquias al igual que la roseta olfativa son érganos
inmunoldgicos importantes, que estan en contacto directo con el ambiente por lo cual
siempre deben estar alerta a cualquier cambio en el ambiente que pueda generar una
reaccion inmunoldgica (Dezfuli et al. 2003, Flafio et al. 1996, Holland & Rowley 1998,
Lauriano et al. 2012, Tierney et al. 2010).

Por otra parte en el bulbo olfativo, también se observé la presencia de células granulares
(CG) en los individuos expuestos a Roundup® Activo, en este caso fueron identificadas en
cortes teflidos con azul de toluidina, el cual tifie fuertemente los granulos de estas células.
Al igual que lo reportado en otros peces, estas células presentan poblaciones
heterogéneas con diferentes morfologias y contenido granular (Dezfuli et al. 2010, Reite &
Evensen 2006).
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La mayoria de CG observadas en el bulbo olfativo, estan asociadas a los vasos
sanguineos de la pia madre, caracteristica comun descrita en otros vertebrados
(Blackstock & Pickering 1980, Matsuyama & lida 1999, Reite & Evensen 2006). Esta
asociacion con las células capilares siguiere que las CG migran a través del endotelio,
hasta llegar al lugar donde deben cumplir sus funciones (Powell et al. 1990). Teniendo en
cuenta que las CG fueron observadas en la capa del nervio olfativo y en la capa
glomerular del bulbo, y en algunos casos cercanas a las células mitrales, se puede decir
gue las CG si presentaron migracion a diferentes partes del bulbo olfativo. Algunos
autores describen que una vez las CG han madurado y migrado ocurre la degranulacion,
se cree que este evento es inducido por el compuesto 48/80 (polimero) (Reite 1997),
liberando o produciendo sustancias que intervienen en la reaccién inflamatoria de los
tejidos como histamina y de péptidos antimicrobianos (Noga & Silphaduang 2003,
Silphaduang & Noga 2001, Vallejo & Ellis 1989).

Por otro lado, segun los reportado por Wilhelm et al. 2005, en mamiferos las células mast
(homologas de las CG) pueden interactuar con las neuronas por procesos de
transgranulacién, ya sea por fusion directa de los granulos y las membranas plasmaticas
de ambas células, por la captura de restos de granulos insolubles tras los eventos de

degranulacién de las células mast o por endocitosis de estas.

Son pocos los estudios acerca del papel de las CG en el cerebro de peces, de hecho los
primeros reportes de la aparicion de CG en el cerebro tras la exposicion a surfactantes
(Cosmoflux®) o herbicidas (Roundup®), fueron realizados por Rondén-Barragan et al.
2007 y Ramirez et al. 2008 respectivamente. En este Ultimo estudio se encontraron CGE
en el telencéfalo y en el bulbo olfativo de P. brachypomus, utilizando concentraciones
mayores de Roundup® (desde 7,5 a 120 mg/l) a las utilizadas en el presente trabajo.
Ramirez et al. 2008 reportaron dafios como gliosis y presencia de CGE alrededor de
neuronas con procesos degenerativos, tal vez desencadenando o acelerando eventos de

muerte celular.
Aunque estos dafios neurodegenerativos no fueron observados en el presente trabajo,
posiblemente debido a que las concentraciones de Roundup® evaluadas fueron menores

a las utilizadas por Ramirez et al. 2008. Aun asi es muy importante destacar que este es
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uno de los primeros reportes de CG/CGE en el sistema olfativo tras la exposicion a
concentraciones subletales de este herbicida (0.1 y 1 mg/l), que se encontraron disueltas
en los ecosistemas acuaticos (Eslava et al. 2007), por ende es mas pertinente evaluar el
efectos de estas concentraciones. De esta manera la presencia de CGE indica que hay
una reaccion y un cambio histopatolégico en el sistema olfativo de P. brachypomus, por
tanto se hace importante realizar estudios mas profundos que determinen las funciones
gue las CG cumplen en estos tejidos, como se relacionan con las neuronas, que tipo de

compuestos secretan y como estos influyen en las neuronas.

6.5 TRAZADO ANTEROGRADO ROSETA-BULBO OLFATIVO

En general las vias olfatorias de P. brachypomus tienen la misma organizacion que la
mayoria de los teledsteos. Las fibras provenientes de nervio olfativo penetran el bulbo y
se extienden por la capa del nervio olfativo hasta llegar a la capa glomerular; en esta capa
las fibras se distribuyen hacia la periferia del bulbo y forman los glomérulos, cuyos axones
conectan con las células mitrales o ruffed (Hamdani & Dgving 2007, Labergea & Hara
2001, Hara & Zielinski 2007).

La organizacion topografica de los glomérulos en P. brachypomus se dividié en dorsal,
medial, lateral, anterior y ventral, siguiendo las descripciones realizadas en D. rerio, donde
fueron identificados 22 glomérulos como unidades morfolégicas individuales (Baier &
Korsching 1994), de los cuales en P. brachypomus se identificaron 10, esto puede
deberse a que el espesor, nivel y/o orientacion del corte no permitié diferenciar todos los

glomérulos individualmente.

A diferencia de D. rerio para P. brachypomus no se identificaron de manera individual los
cinco glomérulos de la asociacion de glomérulos del grupo dorsal (a-e), cuatro de los
glomérulos de la cadena lateral y los glomérulos de la tripleta ventral (u-w). Sin embargo,
fueron clasificados los grupos mas sobresalientes (ap, dc, Ic, u-w y algunos del grupo
medio), que como reporta Baier & Korsching 1994, esta organizacion puede indicar que

en los teledsteos hay un estereotipo comun en la topografia glomerular del bulbo, esto
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teniendo en cuenta que en otras especies como C. auratus y O. mykiss se encontré una
gran similitud con este patron.

Los glomérulos son el centro de integracién de la informacion en el bulbo (Hamdani &
Daving 2007). Entre los glomérulos identificados en P. brachypomus, se destaca el grupo
lateral, para el cual estudios realizados por Dgving et al. 1980 demostraron que responde
a estimulos causados por diferentes aminoacidos. También se identificaron los glomérulos
de la region media, que a diferencia de la region lateral, se reporta que se activan
especificamente con las sales biliares (Hara & Zhang 1996, Thommesen 1978).
Finalmente fue posible caracterizar los glomérulos ubicados en la regién ventral del bulbo,
para la cual Friedrich & Korsching 1997 reportan que es activada por las prostaglandinas,

gue son componentes de las feromonas sexuales.

El patrén de inervacion y la organizacion topogréafica de los glomérulos anteriormente
descritos, no presentaron diferencias en los tres tratamientos evaluados. Esto puede
indicar que las concentraciones de Roundup® Activo evaluados no tienen un efecto
marcado sobre las fibras nerviosas ni en sus conexiones, lo cual estd asociado a que
tampoco se observé muerte celular neuronal en los tejidos. Otra posibilidad a considerar
es que el trazado con Dil no es una técnica lo suficientemente flexible para detectar dafios

tan especificos, como a nivel de unas cuantas conexiones afectadas.

En resumen, la presencia de CG/CGE en los tejidos del sistema olfativo de P.
brachypomus demuestra que las concentraciones subletales Roundup® Activo (0.1 y 1
mg/l) utilizadas en este trabajo causan alteraciones a nivel tisular en la roseta y bulbo
olfativo. Es importante resaltar que al parecer este seria el primer reporte de dafios
histopatol6gicos causados por un herbicida en el epitelio olfativo en peces (Tierney et al.
2010). Este hallazgo apoyaria la idea de que el sistema olfativo es una de las posibles
vias de entrada del Roundup® Activo al sistema nervioso central, por lo tanto y teniendo
en cuenta que el sistema olfativo estd implicado en aspectos fisiolégicos importantes para
los peces como la alimentacién, la reproduccion y el reconocimiento intra e inter
especifico; exposiciones prolongadas a este herbicida podrian afectar estos procesos

vitales para el desarrollo de P. brachypomus y su interaccion con el ambiente.
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7 CONCLUSIONES

Los individuos de P. brachypomus utilizados en los tres tratamientos no

presentaron diferencias en las variables de crecimiento.

La roseta olfativa y el bulbo olfativo de P. brachypomus presentan la conformacion
anatomica e histolégica tipica de los teledsteos. Al igual que el patréon de

inervacion (roseta - bulbo olfativo) y la organizacion topografia de los glomérulos.

La roseta olfativa de P. brachypomus tiene en promedio de 26 a 28 lamelas.

La exposicion a concentraciones subletales Roundup® Activo, causa alteraciones
histopatoldgicas en la roseta olfativa y en el bulbo olfativo de P. brachypomus,
registrando la presencia CG o CGE en estos tejidos.

No se observaron cambios en el patron de inervacion, ni en la organizacion de
topogréafica de los glomérulos en el bulbo olfativo, en los individuos de P.
brachypomus expuestos a Roundup® Activo.
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8 RECOMENDACIONES

Realizar estudios de trazados anterdgrados y retrogrados con Dil, para identificar
las diferentes proyecciones de las células mitrales en el telencéfalo y el resto del

cerebro.

Realizar estudios de densidad de neuronas olfativas receptoras y los cambios en
el nimero de lamelas olfativas en las diferentes etapas del desarrollo de P.

brachypomus.

Hacer estudios morfométricos para establecer de manera cuantitativa si existen
diferencias en el numero de CG presentes en los tejidos del sistema olfatorio a
diferentes concentraciones subletales de Roundup® Activo.

Realizar estudios con MOAR en la roseta olfativo de P. brachypomus, evaluando
concentraciones subletales de Roundup® Activo, para obtener descripciones mas

detalldas de los efectos el histopatoldgicos de este herbicida.

Evaluar si el Roundup® Activo tiene implicaciones en el desarrollo del sistema

olfativo en etapas larvales de P. brachypomus.
Realizar estudios de microscopia electronica para asi realizar descripciones mas

detalladas de la morfologia de las CG, sus procesos de degranulacion y su

relacion con las neuronas.
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