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RESUMEN

En Colombia el glifosato es usado para el control de malezas, maduracion de
cana, desecante de granos y erradicacion de cultivos ilicitos. Este producto es
aplicado principalmente bajo la presentacion comercial Roundup®. Ademas se
ha encontrado un efecto nocivo de este producto en ecosistemas acuaticos
afectando una amplia variedad de organismos incluyendo peces. Se planted
determinar el efecto de una presentacion de GP en varios drganos de interés
histopatolégico (branquias, cerebro. neuronas sensoriales de los ganglios de la
raiz dorsal, higado y rifidn) en alevinos de cachama blanca (P. brachypomus)
expuestos a concentraciones subletales. Se evaluaron tres tratamientos: T1 0
mg/L, T2 0.1 mg/L y T3 1.0 mg/L de glifosato diluido a partir de la concentracion
inicial presente en el producto Roundup® Activo. Los peces se mantuvieron en
acuarios de 40 L, a una densidad de 20 peces/acuario (2.5 g/L). Se alimentaron
tres veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 h) con alimento comercial al 35% de
proteina bruta ajustada al 5% de la biomasa total. La exposicion al glifosato fue
de 30 dias. Semanalmente se midieron parametros de calidad de agua:
oxigeno disuelto, pH, amonio, dureza (GH vy KH) vy temperatura.
Quincenalmente se registraron variables de crecimienté (peso, longitud total y
estandar) y se estimaron algunos parametros productivos (6P, FCA, TCA, TCE
y sobrevivencia). Se sacrificaron 22 peces por tratamiento y se disectaron para
la extraccion de los érganos de interés. Las muestras se fijaron en Karnovsky,
se postfijaron en tetradxido de osmio al 2%, se deshidrataran en
concentraciones ascendentes de etanol y se incluyeron en Poli/Bed® 812. Se
obtuvieron cortes de 1 um vy se tifieron con azul de toluidina. Se realizo una
descripcidn histolégica de los controles no expuestos, y con base en esto, se
describieron las alteraciones encontradas en los organos provenientes de los
peces expuestos al glifosato. No se encontraron diferencias en el crecimiento y
parametros productivos. En branquias se evidenciaron alteraciones en T2 y T3
siendo mas acentuadas en T3; se caracterizaron por edemas, desarreglo de
células pilares, aneurismas, leve desprendimiento epitelial, hipertrofia e
hiperplasia de células de cloro y moco. Se identificaron Células Similares a

Mastocitos en Peces (CSMP) en los hemisferios telencefalicos del T2 y T3,
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siendo mas abundantes en este ultimo, estas células también se hallaron en los
danglios de la raiz dorsal, asociadas a neuronas tipos Ay B, y también a
haces nerviosos. La principal alteracién en las neuronas sensoriales de los
ganglios fue la presencia de vesiculas citoplasmaticas y ntcleos migrados. Las
neuronas mas susceptibles fueron las tipo B, presentando disminucion de
tamano. El higado presentd alteraciones histopatologicas leves, en el T2 se
encontrd un ligero desplazamiento de nucleos en los hepatocitos y algunas
vacuolas picnéticas, mientras que el T3 adicionalmente hubo cambios
microcirculatorios e incremento en la heterogeneidad de los hepatocitos. El
rifdn no exhibié alteraciones considerables en ninguno de los tratamientos
evaluados. EI GP bajo la presentacién de Roundup® Activo produce
alteraciones histopatolégicas diferenciales siendo mayor en el T3, los
principales érganos afectados fueron branquias, GRDs, cerebro, e higado. Lo
anterior demuestra que concentraciones subletales de Roundup® Activo

alteran histologicamente varios organos en los alevinos de Cachama blanca.

Palabras claves: Roundup® Activo, histopatologia, toxicologia acuatica,
peces, concentraciones subletales.

ABSTRACT

In this work the effect of a commercial GP presentation over several
histopathologically relevant organs (gills, brain, sensory neurons of dorsal root
ganglia, liver and kidney) were determined in Cachama blanca (P.
brachypomus) fry exposed to sublethal doses. Three treatments were
evaluated: T1 0 mg/L, T2 0.1 mg/L and T3 1.0 mg/L of glyphosate diluted from
the initial concentration present in Roundup® Activo. Fishes were kept in 40L
aquaria, at 20/fishes per aquarium (2.5 g/L), and feed thrice a day (9:00, 12:00
y 16:00 h) with 35% protein commercial pellets at 5% of total biomass.
Exposition to glyphosate last for 30 days. Weekly, water quality parameter like

dissolved oxygen, pH, ammonia, hardness (GH and KH) and temperature were
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determined. Every 15 days growth variables (weight, total and standard length)
were taken, and some productive parameters (WG, FCR, AGR, SGR and
survival) were calculated. Twenty two fishes were sacrifice for organ extraction.
Samples were fixed in Karnovsky, postfixed in 2% osmium tetroxide,
dehydrated with ethanol, and embedded in Poli/Bed® 812. One micrometer
sections were obtained and stained with toluidine blue. A histological
description on non-exposed controls was carried out, and used for describing
histological alterations in organs from glyphosate exposed fishes. No
differences were found in growth or productive parameters. Gills in T2 and T3
show some alterations, as edema, broken pillar cells, aneurism, simple
squamous epithelium slight, chloride a goblet cells hypertrophy and hyperplasia.
Mast like cells were identified in T2 and T3 telencephalic hemispheres, with
more cells in T3. These cells were also observed in dorsal root ganglia,
associated to types A and B sensory neurons, as well as in nerve fascicles.
Main alterations in these Sensory neurons were cytoplasmatic vesicles and
migrated nuclei. B neurons were more susceptible, and did show a diminished
size. Liver only presents slight alterations. In T2 some displacement of
hepatocytes nuclei, and pyknotic vacuolaes, while in T3 there were also
microcirculatory changes and increasing hepatocyte heterogeneity. No

alterations were observed in kidneys.

Keywords: Roundup® Active, histopathology, aquatic toxicology, fish, sublethal
concentrations.




INTRODUCCION

El GP es un herbicida de amplio espectro usado cominmente para el control
de malezas en una gran variedad de cultivos agricolas (Modesto y Martinez,
2010). Este herbicida es aplicado mundialmente bajo varias presentaciones
comerciales siendo una de las mas usadas el Roundup®. Segun William et al.,
(2000) no presenta riesgo para humanos, mamiferos y aves en las
concentraciones recomendadas por el fabricante. En Colombia este producto
también es usado para maduracién de cafia y desecante de granos (Nivia,
2001). Adicionalmente, en el marco del Plan Colombia se ha utilizado en
aspersion aerea para el control de cultivos ilicitos de coca y amapola. Esta
ultima actividad se a adelantando con el producto Roundup® Ultra en
combinacion con otras sustancias surfactantes siendo aplicado alrededor de
4.330.738 litros entre los afios 2004- 2008 (Diaz, 2009), lo cual ha generado
polémica por el posible efecto negativo en los ecosistemas.

En la actualidad se dispone de evidencias muy importantes que demuestran
como las poblaciones naturales de peces pueden ser afectadas por la
aplicacién de sustancias para el control de plagas y malezas en los sistemas
agropecuarios (Glusczak et al., 2007; Eslava et al., 2007: Kreutz et al., 2011).
En Colombia se ha documentado informacién concerniente a alteraciones
histopatolégicas en especies nativas de peces como es el caso de la Cachama
blanca (Eslava et al, 2007). Esta Ultima especie fue elegida como modelo de
estudio por los Grupos de Sanidad de la Universidad Llanos y de Ictiologia de
la Universidad Militar Nueva Granada por varias razones: se conocen varios
aspectos de su biologia basica, es una especie endémica de las regiones
sometidas a las fumigaciones y es la segunda especie de interés comercial en
la acuicultura Colombiana. Estos grupos han concentrado esfuerzos para
evaluar el efecto del comunmente usado Roundup® Activo en algunos 6rganos
blanco, los cuales cumplen funciones vitales en los peces (branquias, cerebro,
ganglios de la raiz dorsal, higado y rifidn). Aunqgue se cuenta con estudios en
algunos de los 6rganos antes mencionados, estos fueron realizados con

histologia convencional, lo cual dificulta la observacién en mas detalle de los
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danos celulares. De ahi, la necesidad e importancia de estudios que permitan
comprender el efecto del GP en peces. Por consiguiente, se plantea un estudio
en microscopia optica de alta resolucion de estos organos en alevinos de
Cachama blanca para determinar las alteraciones histolégicas producidas por
concentraciones subletales de Roundup® (0,1 y 1 mg/L), las cuales son mas
probables de encontrar en un ecosistema acuatico, debido a la fumigacion con

el producto en zonas aledarias o distantes, ya sea por escorrentia o por accion
del viento.

Estudiar el efecto de estas sustancias es de gran importancia en Sanidad
publica y en el ambito ambiental pues estos hallazgos pueden ser utilizados
para regular el uso y concentraciones de este herbicida con el fin de proteger

las especies nativas de peces y la salud de la poblacion Colombiana.



CAPITULO |

I REVISION DE LITERATURA

1. Implicaciones y situacién actual del uso del glifosato (GP) en
Colombia

En Colombia el Roundup®, es el principal producto usado en la agricultura para
el control de malezas en los cultivos tradicionales. Asi mismo, se usa como
desecante de granos y por via aérea como madurante en los cultivos de cafia
de azucar (Nivia, 2001). Hace dos afios Monsanto desarrollé la presentacion
comercial de Roundup Activo® para el uso en los paises del area andina
(Venezuela, Peru, Ecuador y Colombia) con la particularidad que no revela el
tipo y concentracion del surfactante (MONSANTO, 2011).

Adicionalmente, en las practicas de erradicacion quimica de cultivos de coca y
amapola se ha venido utilizando otra presentacion comercial de GP
denominada Roundup® Ultra la cual difiere en la concentracion de sus
componentes con respecto Roundup Activo®, presentando 41,5% de GP y
16% de POEA (MONSANTO, 2005; citado en Eslava ef al., 2007).

La utilizacién del Roundup® Ultra mediante aspersion aérea de cultivos ilicitos
dificulta su aplicacién en areas especificas, posibilitando su llegada hasta
cultivos licitos, fauna silvestre y cuerpos de agua por accion del viento, siendo
altamente dependiente de las condiciones meteoroldgicas, la altura de
aspersion y dispersion de la solucién (WHO, 1994; Eslava et al, 2007). Estos
aspectos agravan el panorama pues no se conocen claramente los efectos de
este herbicida, ademas varios investigadores afirman que el GP puede ser

faciimente desorbido o liberado en algunas clases de suelos, es decir que se
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puede soltar de las particulas de suelo pudiendo ser muy movil (Eslava et al.,
2007). Cox (1995) demostré que el 80% del GP adicionado se libera en un
periodo de dos horas lo que podria generar contaminacion de otras regiones
del suelo o alcanzar cuerpos de agua por medio de la escorrentia.

Si se considera que un avién de 300 galones (1137 litros) deposita 40 L/ha de
la mezcla, con una descarga efectiva de 23.4 L/ha de Roundup® Ultra, esta
descarga equivale a 10.3 L/ha de GP en forma de sal acida isopropilamina de
GP (IPA). Teniendo en cuenta la ficha técnica de este producto implica que el
Roundup® Ultra se aplica al 58.5% en la mezcla y el GP al 26%, y no al 1%
recomendado en Estados Unidos para aplicaciones terrestres, con equipos de
proteccion y dirigido a las malezas agricolas (Nivia, 2001).

Por tanto, los conceptos sobre seguridad para el ambiente y la salud, emitidos
con base en la caracterizacién y evaluacion de riesgos, calculados para las
‘condiciones normales recomendadas de uso’ en Estados Unidos, no son
comparables con los sistemas de aspersién que se utilizan en nuestro medio,
porque en Colombia se esta aplicando el GP sobre los cultivos ilicitos y todo lo
que lo circunde, por via aérea Y €n una concentracion hasta 26 veces mayor,
con el agravante de que se esta adicionando el surfactante Cosmo-Flux 411F,
el cual puede hasta cuadruplicar la accion bioldgica del Roundup®. Esto es
particularmente serio ya que los principales efectos de las diferentes
presentaciones de Roundup® se deben al efecto de los surfactantes (Tsui y
Chu, 2003; Giesy et al., 2000).

L.2. Glifosato (GP) Roundup® naturaleza y efectos

Aparte de los usos antes mencionados para Colombia en otros paises es
también usado para el control de malezas acuaticas (Olaleye y Akinyemiju et

al, 1996), control de algas en estanques de peces, lagos, canales y drenajes
(Peluso et al., 1998).



El GP es el principio activo del herbicida comercial Roundup® el cual esta
constituido de 48% de sal 3acida isopropilamina de GP (IPA), 15% de
surfactante polioxietilamina (POEA) y 37% de agua (Tsui y Chu, 2003; Oldham
et al., 2002). Es importante mencionar que aunque hay estudios acerca de las
propiedades fisicas, quimicas vy toxicologicas del GP (WHO, 1994), aun es
escasa la informacion en cuanto a las diferentes formulaciones usadas de este
herbicida (Tsui y Chu, 2003, Salazar-Lugo et al., 2011).

Marc et al, (2004) reportaron que el GP bajo la presentacion comercial de
Roundup® (0.1%) retrasa los tiempos de eclosién de los erizos de mar.
Ademas el surfactante POEA es altamente toxico en los embriones de esta
especie, inclusive puede inhibir la eclosion, y la transcripcién necesaria para los
procesos de desarrollo (Marc et al, 2005). Si tenemos en cuenta gue estos
efectos se presentaron con concentraciones entre 0.01 a 012 mM, vy la
‘concentracion recomendada por la casa comercial es de 40 mM vy la aplicada
en Colombia para la aspersion de cultivos ilicitos es de 234 mM (Eslava et al.,
2007) es preocupante el posible efecto sobre nuestros organismos acuaticos
en sus primeras etapas de desarrollo como es el caso de los alevinos de
Cachama blanca (Piaractus brachypomus), ya que en este periodo de su ciclo

vital podrian ser mas sensibles a cualquier agente toxico (Dinehart et al., 2010).

Estudios realizados en humanos expuestos a aspersiones aéreas con GP en
Ecuador indican un posible efecto genotdxico del herbicida al realizar pruebas
de cometa, las cual es una herramienta que muestra dafios del DNA y posibles
riesgos genéticos al ser expuestos los organismos a ciertos quimicos (Paz-y-
Mifio et al., 2007). Se reporta también que el surfactante POEA causa dano
gastrointestinal, al sistema nervioso central, problemas respiratorios y
destruccion de glébulos rojos. El POEA al estar constituido por 1-4 dioxano,
puede causar cancer en animales, ademas de dafios del higado vy rifién en
humanos (Nivia, 2001).




La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de Estados Unidos ha encontrado
que, exposiciones a residuos de GP en aguas de consumo humano por encima
del limite maximo autorizado de 0.7 mg/L, pueden causar respiracion acelerada
Y congestion pulmonar, dafio renal y efectos reproductivos en seres humanos
(Dinham, 1999). Walsh et al., (2000) reportan que exposiciones a Roundup®
afectan la expresion de una proteina reguladora del ciclo esteroidogénico
(StAR) la cual media el paso inicial de la sintesis de hormonas esteroideas
como los andrégenos. También hay evidencia que el herbicida reduce los
niveles de ARNm y la actividad de la enzima aromatasa (Richard et al., 2005).
Estudios realizados en patos de la especie Anas platyrhynchos encontraron
alteraciones morfofisiolégicas representadas en dafos en los testiculos y la
region epididimal como también cambios en los niveles de testosterona y
estradiol (Oliveira et al,, 2007).

I.3. Efecto del GP y del Roundup® sobre organismos y ecosistemas
acuaticos

El GP se ha encontrado contaminando aguas superficiales (Richard et al,
2005) y subterraneas (Dinham, 1999). Por ejemplo, contaminé por escorrentia
dos estanques en granjas de Canada, uno por un tratamiento agricola y el otro
Por un derrame; contaminé aguas superficiales en Holanda; y siete pozos en
Estados Unidos (uno en Texas y seis en Virginia). En el Reino Unido, la Welsh
Water Company ha detectado niveles de GP en aguas desde 1993, por encima
de los limites permisibles fijados por la Unién Europea (Dinham, 1999). Esta
situacion es mas complicada si se tiene en cuenta que los organismo acuaticos
son mas susceptibles al herbicida que otras especies terrestres (Tsui y Chu,
2003).

Otro problema adicional ocasionado en los sistemas acuaticos, es que los
surfactantes son facilmente adsorbidos por los organismos filtradores (Penry,

1998) y otra parte son acumulados en el sedimento (McWilliams y Payne,
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2001) prueba de ello fue el estudio realizado por Christy et af., (1981; citado en
Tsui y Chu, 2003) en Ceriodaphnia dubia hallando residualidad del surfactante
debido a que esta especie filtraba Selenastrum capricornutum una alga comun
en su dieta, sin embargo, los investigadores no lograron establecer una
correlacion entre la cantidad de algas consumidas y la bioacumulaciéon del
surfactante Christy et al, (1981; citado en Tsui y Chu, 2003 ). Por otro lado, en
renacuajos de Spea bombifrons y Spea bombifrons con concentraciones bajas
de Roundup® WeatherMAX de 2 y 2.8 mg/L de GP se producia la muerte del
total de la poblacion experimental evidenciando la susceptibilidad de especies
de ranas en especial en sus primeras etapas de desarrollo (Dinehart et al,
2010).

l.4. Efecto del GP y del Roundup® sobre peces.

Aunque los estudios del efecto del GP en peces son pocos, estos han venido
en aumento en los ultimos 10 afios (Glusczak et al.,, 2007: Eslava et al., 2007;
Modesto y Martinez, 2010; Kreutz et al., 2011; Shiogiri et al, 2012). Se han
realizado pruebas estableciendo Ia CLso, con intoxicaciones agudas (Ramirez-
Duarte, 2004; Eslava et al., 2007) y actualmente se ha realizado mas énfasis
en los posibles efectos de concentraciones sub-letales en intoxicaciones
cronicas (Glusczak et al,, 2007 Kreutz et al., 2011; Shiogiri et al, 2012), pues
se considera que serian mas cercanas a la realidad en el caso que se
presentara contaminacion de los cuerpos de agua por escorrentia o por accién
del viento de los cultivos asperjados.

Efectos sub-letales del GP ocurren a bajas concentraciones. En trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss, Clsg 8.0 mg/L) y tilapia nilética (Oreochromis niloticus,
Clso 16.8 juveniles y 36.8 adultos), concentraciones de cerca de la mitad o
tercera parte de la Clsg (respectivamente) causan nado erratico y dificultad
respiratoria (Cox, 2000:; Jiraungkoorskul et al, 2002: Ramirez et al., 2003).

Estos efectos pueden incrementar el riesgo de que el pez sea predado y asu
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vez alterar los patrones de alimentécic’m, migracion, y reproduccion (Morgan, et
al., 1991; citado en Eslava et al,, 2007).

Ensayos realizados por Jiraungkoorskul et al, (2003) demuestran que la
exposicion a concentraciones sub-letales de 5 y 15 mg/L de Roundup® durante
periodos prolongados causa una reduccion en la tasa de crecimiento de tilapia
nildtica (Oreochromis niloticus). Nescovik et al., (1996), reportan desarrollo de
hiperplasia epitelial y edema subepitelial branquial en carpas expuestas a 5
mg/L de GP. Cambios similares, pero mas pronunciados, seguidos de
infiltracion linfocitaria, hipertrofia leve de las células de cloro, separacién vy
ruptura del epitelio respiratorio (Gémez et al, 1998: citado en Eslava el al,
2007) al igual que denudacién y fusion de lamelas secundarias han sido
reportados por otros autores (Jiraungkoorskul et al., 2003).

En el higado, se han descrito congestién sinusoidal leve y signos de fibrosis
incipiente, a concentraciones de 10 mg/L (Nescovik et al, 1996). Otros
hallazgos consistentes en incremento en el tamafo de los hepatocitos con
nucleos picnéticos y la presencia de vacuolas han sido reportados por
Jiraungkoorskul et al, (2003) en tilapias (O. niloticus) expuestas a

concentraciones de 5y 15 mg/L.

En un estudio ultraestructural del higado de carpa (Ciprinius carpio), Szarek et
al., (2000) evaluaron Roundup® a concentraciones de 205 y 410 mg/L, las
cuales son concentraciones 20 y 40 veces mas bajas que las usadas
generalmente en Polonia para el control de malezas. En estas concentraciones
se producian lesiones agudas en hepatocitos, las cuales se describian como
estructuras semejantes a mielina, tumefaccion mitocondrial y desaparicion de la

membrana mitocondrial interna, lo cual generaba la muerte de los peces.
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Estudios en juveniles del Silurido Rhamdia quelen en concentraciones de 0.2 y
2 mg/L de Roundup® expuestos durante 96 horas evidenciaron varios efectos
negativos como: incremento del glicégeno hepatico, reduccion del glicogeno
muscular, disminucion de glucosa en el higado, incremento de los niveles de
lactato en el higado y en el musculo blanco, incremento en el nivel de proteinas
del higado y disminucion en el musculo blanco, de igual manera se presento
aumento de los niveles de amonio en ambos érganos y una reduccion de la
actividad colinesterasa en el cerebro (Glusczak et al, 2007). En estudios
posteriores en la misma especie (R. quelen) se evalud el efecto de una
concentracion sub-letal de Roundup® del 10% de la Clso.gsn (0.73 mg/L)
determinando su efecto en células sanguineas y algunos parametros
inmunologicos. Como hallazgos importantes se puede mencionar: una
significativa reduccién en los eritrocitos, trombocitos, linfocitos y conteo total de
leucocitos y un aumento significativo en células inmaduras circulantes. Asi
mismo, se presentd un reduccion significativa en el indice fagocitico, en el

suero de aglutinacion bacterial, y en la actividad total de peroxidasas (Kreutz et
al., 2011).

Estudios de toxicidad aguda en Pacu (Piaractus mesopotamicus) determinando
el efecto del nuevo Roundup® Ready genera preocupantes resultados. La Clsg
fue establecida en tan solo 3.74+0.2 mg/L. El principal dafio fue encontrado en
el higado, clasificado de moderado a severo, las principales alteraciones
histopatologicas  fueron descritas como:  vacuolizacién citoplasmatica,
acumulacién lipidica, alteraciones en las membranas de los hepatocitos y
disminucién en la concentracién de glicdgeno. Los dafios observados en
branquias fueron considerados leves caracterizandose por hiperplasia vy
alargamiento del sistema de células pilares y edemas (3.0 mg/L). En las
concentraciones més altas (3.5 y 4.0 mg/L) se encontrd hiperplasia e hipertrofia
del epitelio lamelar (Shiogiri et al., 2012).
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Estos estudios demuestran que las concentraciones usadas comercialmente
pueden causar alteraciones histopatolégicas, metabélicas y enzimaticas en los
peces, quizas estos efectos no causen la muerte inmediata pero si dejan

susceptibles a los peces frente a alguna enfermedad o patogeno (Kreutz et al.,
2011).

1.5. Efectos del GP sobre el Sistema Nervioso de peces /
‘ e

Los efectos reportados del GP estan especialmente enfocados en Ia

colinesterasas las cuales son particularmente importantes ya que se sabe que‘

estas enzimas juegan un papel vital en el desarrollo de sistema nervioso, ‘\%,N gch

R

participando en el control de la proliferacion celular, la formacion de neuritas y

la apoptosis neuronal (Kaczmar, 2010).

Para el caso de la especie objeto de este estudio, Cachama blanca A
brachypomus), Eslava et al.. (2007) realizd el primer reporte de dafios del
Roundup® y surfactantes en encéfalo, observando lesiones que indicaban
procesos degenerativos y muerte neuronal. Ellos consideran que el Roundup®
y el surfactante Cosmoflux® 411F pueden estar accediendo al sistema nervioso
central a través de dos vias. La primera a través del epitelio olfatorio y de alli
hasta el area del bulbo olfatorio, y/o a través de la barrera hematoencefalica en
donde el surfactante por su caracter anfifilico podria incorporarse dentro de
membranas biolégicas facilitando la penetracion del GP y auto habilitar el paso
del surfactante hacia el sistema nervioso central (Stock y Holloway, 1993:
citado en Eslava et al., 2007).

I.6. Gangiios de la raiz dorsal (GRDs) y sus neuronas sensoriales.

Asi mismo, es de gran importancia determinar el efecto del Roundup Activo®

en el sistema nervioso periférico (SNP) especialmente en los ganglios de la raiz
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dorsal (GRDs) y sus neuronas sensoriales. Los GRDs, también llamados
ganglios espinales o sensitivos, son protuberancias ubicadas en la raiz dorsal
de la meédula espinal y estan formados por células neuronales y no neuronales
localizandose en los agujeros intervertebrales. Las neuronas que los forman
son exclusivamente sensitivas, de tipo bipolar o seudomonopolar (Martinez et
al., 2000).

Los GRDs contienen cuerpos celulares de aferentes primarios del sistema
somatosensorial, estas neuronas son funcionalmente heterogéneas en la
sefalizacion de estimulos de diversas modalidades sensoriales, que pueden ir
desde el tacto, la temperatura, el dolor, hasta la propiocepcion (Namaka et al.,
2001). La principal funcién de las neuronas del GRD es convertir los estimulos
sensoriales ya sean cutaneos, musculares o viscerales en sefales nerviosas y
transmitirlas hasta el sistema nervioso central. en donde son integradas y se

efectla una respuesta voluntaria o involuntaria (Martinez et al., 2000).

Histologicamente, las poblaciones celulares mas comunes en el GRD son las
neuronas, los fibroblastos, las células satélite o células de soporte y las células
de Schwann (Jaramillo et al., 2009). La poblacion neuronal de los GRDs es
heterogénea en muchos aspectos, lo que permite clasificarlas en poblaciones y
eventualmente en subpoblaciones de acuerdo a su morfologia, bioquimica y
fisiologia, lo que hace que cada subpoblacion se comporte de manera diferente

frente a estimulos externos e internos (Jaramillo et al., 2009).

I.7. Clasificacién morfolégica de las neuronas sensoriales de los GRDs.

Al tratarse de un estudio histopatolégico se hizo énfasis en la clasificacidn
morfologica pues es de gran relevancia en la interpretacion de los resultados
obtenidos. La primera clasificacidn neuronal fue realizada en ratas y se baso en
el tamano de los somas al ser vistos en el microscopio de luz, dividiéndolas en
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dos categorias principales las neuronas: neuronas tipo A (grandes y claras) y
tipo B (pequerias y oscuras) (Martinez et al., 2000).

Unos afos mas tarde, utilizando microscopia de contraste de fases y
electronica, se confirmaron estos hallazgos y se pudo hablar de
subpoblaciones, basadas solamente en la apariencia de la sustancia de Niss|
(cumulos de reticulo endoplasmatico rugoso). Asi, se demostrd que las
neuronas tipo A presentaban cumulos de esta sustancia en la periferia del
pericarion, separados por hilos angostos de neuroplasma, mientras que en las
tipo B se encontraba relativamente compacta y libre de separaciones
citoplasmaticas (Martinez et al., 2000).

El diametro neuronal es otro criterio utilizado para clasificar las neuronas de los
GRDs. Basados en este criterio se encuentran tres tipos neuronales A, By C
que corresponden por tamafio a las neuronas grandes, intermedias vy
pequenas, los cuales varian segun la especie, la edad y las condiciones (in vivo
e in vitro) y son clasificados por cada autor dependiendo de los tamarios
encontrados en cada estudio. Sin embargo, todos coinciden en afirmar que la
poblacion mas abundante en los GRDs corresponde a las de neuronas de
diametro pequefio e intermedio (tipo By C), debido, a que durante el desarrollo
los precursores de las neuronas grandes (tipo A) detienen su divisién mucho

antes que los de neuronas pequefas (Kitao et al., 2002).

El calibre de las aferencias sensoriales y la velocidad de conduccion del
impulso nervioso dependen del tamafio neuronal. Las neuronas mas grandes
en los GRDs (tipo A) tienen fibras mielinicas y las mas pequenas tienen fibras
amielinicas (tipo B y C), esto a su vez se relaciona con la velocidad de
conduccidn la cual es mayor en fibras mielinicas que en las amielinicas
(Lawson y Waddell, 1991; Lawson, 1992). Adicionalmente las neuronas tipo A

15




poseen aferencias principalmente a blancos musculares, mientras que los

blancos de las neuronas tipo B, son generalmente cutaneos y viscerales
(Jaramillo et al., 2009).

1.8. Hallazgos en el estudio de los GRDs en Cachama blanca (P.
brachypomus).

Jaramillo et al,, (2009), adelantaron una investigacion en el estudio de los
GRDs y sus neuronas en alevinos de P. brachypomus de diferentes edades (20
y 30 dias después de la eclosion) convirtiéndose en el cuarto trabajo en peces
y el primero en un pez de crecimiento indeterminado que se estudia esta parte

del SNP. Entre los hallazgos mas importantes se destacan:

-Histolégicamente, las poblaciones celulares presentes en los GRDs son
similares a las encontradas en otros vertebrados (anfibios, reptiles, aves,
mamiferos y otras especies de peces).

-Se presentan dos subpoblaciones neuronales: neuronas tipo A 'y neuronas tipo

B siendo mas abundantes estas ultimas (Tipo B 70% y Tipo A 30%).

-El volumen de los GRDs y el nimero de neuronas especialmente tipo B se

incrementa significativamente con el crecimiento de los alevinos.

-Se presenta un aumento en el diametro y area de los dos tipos neuronales al
aumentar de tamano los alevinos.

Los hallazgos en este estudio permiten proponer a los alevinos de P,
brachypomus como un buen modelo de estudio de neuronas sensoriales ya
que se conoce su morfologia, diametro, area y nimero neuronal en organismos
sanos. Por ello, al plantearse estudios en los cuales estos organismos son
expuestos a un xenobidtico se podria obtener informacién no solo cualitativa
del dafio histopatolégico sino que ademas permitiria determinar
cuantitativamente un dafio en las neuronas (area, didmetro y nimero) de los

GRDs. Las neuronas sensoriales de los GRDs han demostrado ser un
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CAPITULO Il

lll.  MATERIALES Y METODOS

Este estudio se llevo a cabo en los Laboratorios de patologia de la Universidad
de los Llanos y Embriologia de la Universidad Militar Nueva Granada.

1ll.1. Comité de ética

En este proyecto se siguieron los lineamientos para el manejo ético de peces
‘en investigacion (American Society of Ichthyologists and Herpetologists (ASIH),
American Fisheries Society (AFS), American Institute of Fisheries Research
Biologists (AIFRB), 1988; Report of the AVMA Panel on Eutanasia, 2000:

CCAC guidelines on: the care and use of fish in research, teaching and testing,
2003).

liL.2. Material bioiégico.

En esta investigacion se trabajo con alevinos de Cachama blanca (P.
brachypomus) de 30 dias después de la eclosién (dde) de un mismo desove.
Los peces fueron adquiridos en la estacion piscicola del Instituto de Acuicultura
de los Llanos (IALL), teniendo en cuenta que los peces no presentaran aletas
en mal estado, nado erratico, manchas algodonosas, tendencia a frotarse con
piedras u otros objetos, 0jos opacos y lesiones externas (Ostrow, 1995). Asi
mismo, se realizé un estudio histopatologico preliminar a la llegada de los
peces como a los ocho dias de cuarentena, esto con el fin de asegurarnos de

trabajar con peces clinicamente Sanos y que las alteraciones observadas sean
efecto de los tratamientos.
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Figura 1. Alevino de Cachama blanca (P. brachypomus). Barra= 1 cm.

Los peces fueron mantenidos en acuarios de vidrio de 40 L de agua,
acondicionados con aireacion constante, sin filtro. Los alevinos se alimentaron
tres veces al dia (9:00, 12:00 y 16:00 horas) con alimento comercial ‘Mojarra®”
con 35% de proteina bruta ajustada al 5% de la biomasa total. Fotoperiodo de
12:12 h (luz/oscuridad). Diariamente se midieron parametros de calidad de
agua como: oxigeno disuelto (OD), pH, temperatura (Sonda Extech® DO 700) y
nitrégeno amoniacal total (NAT) (Espectrofotémetro de alta sensibilidad Multy
Espectroquant Merck®). Semanalmente se registraron las dos durezas: general
(GH) y de carbonatos (KH) con kits Tetra® test. Los peces fueron mantenidos
durante 15 dias previos al experimento con el fin de acondicionarlos a las

unidades experimentales.

El experimento de toxicidad subletal fue un disefio de sistema semiestatico con
recambio diario del 50% del volumen de agua con mantenimiento de la
concentracion mediante la adicion de la mitad de la concentracion de
Roundup® Activo (Rondoén-Barragan et al., 2007).
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111.3. Sustancia experimental

El' experimento se realizd con el herbicida GP bajo la marca comercial
Roundup® Activo el cual estd constituido por 363 g/L de acido GP de
formulacion, equivalente a 446 g/L de sal potasica de N-(fosfonometil)-glicina,
la casa comercial Monsanto no reporta que tipo de surfactante usa ni la
concentracion del mismo. Para evitar efectos deletéreos del GP en el ambiente
por contaminacion de los cuerpos de agua, el agua usada en el experimento
fue mantenida en tanques plasticos por un periodo de 30 dias para permitir la
transformacion del herbicida; después de este tiempo el agua fue percolada en
el suelo (Soso et al., 2007).

lll.4. Disefio experimental

Se realiz6 un disefio experimental completamente aleatorizado (DCA) efecto
fijo balanceado con tres replicas por tratamiento. Se evaluaron los siguientes
tratamientos: tratamiento 1 (0 mg/L de GP), tratamiento 2 (0.1 mg/L de GP) y el
tratamiento 3 (1 mg/L de GP) diluido a partir de la concentracién inicial de GP
presente en el producto Roundup® Activo. En cada unidad experimental
(acuario 40 L) se manejé una densidad de 20 peces/acuario alrededor de 2.5
g/L. Las concentraciones sub-letales para los tratamientos se tomaron a partir
de pruebas piloto realizadas en el Laboratorio de Bioensayos del IALL donde
ya se habian observado dafios celulares a dichas concentraciones en alevinos
de Cachama blanca (Ramirez y Eslava, 2009).

Los peces fueron expuestos al Roundup® Activo durante 30 dias. Este periodo
se establecio a partir de los reportes de Giesy et al, (2000) los cuales hallaron
una vida media para el GP en el agua de 1-2 semanas, y de 3-4 semanas para
el surfactante.

A los peces se les registré algunas variables de crecimiento (peso, longitud
total y estandar) al inicio y al final del experimento (30 dias). Transcurrido este
tiempo los peces fueron anestesiados y sacrificados conforme a los criterios

éticos para el sacrificio de animales propuesto por Beaver et al., (2001), para lo
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cual se usé una sobredosis de benzocaina (0.1g/L) (Goémez et al,, 2010).

lll.5. Procesamiento de los tejidos para microscopia optica de alta
resolucion (MOAR).

Se tomaron aleatoriamente 22 peces por tratamiento para los cortes y su
posterior descripcion histopatoldgica. Cuatro para higado, rifién, branquias y
hemisferios telencefalicos (16 peces) y seis para estudiar las neuronas
sensoriales de los GRDs. Esto se realizé con el fin de disminuir el tiempo entre
la muerte y la fijacién y asi lograr una mejor conservacion de las estructuras
estudiadas. Las muestras, de tamafio no mayor a 3 mm, fueron fijadas durante
dos horas, en una solucién de Karnovsky, preparada con formaldehido al 2% y
glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato, con pH ajustado entre 7.2 v 7.4.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos con buffer fosfato.
Para la postfijacion se utilizo tetradxido de osmio al 2% con buffer fosfato
durante dos horas y se realizaron nuevamente tres lavados de 10 minutos con
buffer fosfato. Los tejidos se deshidrataron en concentraciones ascendentes de
alcohol preparado a partir de etanol absoluto y diluido en agua destilada.
Alcohol al 70% tres lavados de 5 minutos, alcohol al 90% un lavado de 5
minutos, alcohol al 95% dos lavados de 10 minutos y finalmente dos lavados de
10 minutos en alcohol al 100% (Caldas et al., 1993).

Luego del proceso de deshidratacion, las muestras fueron impregnadas en
resina Poli/Bed®812 con o6xido de propileno en diferentes proporciones (Tabla
1).

Tabla 1. Proporciones de resina Poli/Bed®812 — oxido de propileno.

Proporcion Tiempo

Poli/Bed®812 1:2 dxido de propileno 30 minutos
Poli/Bed®812 1:1 éxido de propileno 30 minutos
Poli/Bed®812 2:1 6xido de propileno 30 minutos
Resina Poli/Bed®812 1 hora
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Para el proceso de polimerizacion se utilizé resina Poli/Bed®812 pura en una
incubadora Fisher-Scientific a 60°C durante 16 horas. Se ubicaron las muestras
para obtener cortes en diferentes orientaciones (transversal y longitudinal). Se
realizaron cortes semiseriados de 1uym de espesor en un micrétomo rotatorio
CUT SLEE 4060 y se tifieron con azul de toluidina (Caldas et al., 1993).
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Las eventuales alteraciones del higado, rifién, branquias, hemisferios

telencefalicos y GRDs se describieron a partir de los siguientes parametros:

Higado: aumento en el nimero y tamaro de las gotas lipidicas, contenido de
vacuolas con material granular, proliferacion de lisosomas y formacién de
cuerpos de “mielina”, hipertrofia de células sinusoidales y de células epiteliales
de los ductos hepaticos, formacion de centros melanomacrofagos (Li et al.,
2004; Eslava et al., 2007; Li et al., 2007: Rondén-Barragan et al., 2007).

Rifdn: aparicién de células epiteliales con procesos digitiformes en el
glomerulo, células con nticleos elipticos y ricos en mitocondrias en las células
tubulares proximales, aparicion de células tubulares necréticas con nucleos
picnoticos, proliferacion de lisosomas, dilatacion de la capsula de Bowman,
aparicion de células epiteliales con procesos digitiformes, formacion de centros
melanomacréfagos y degeneracion de epitelio tubular (Eslava et al, 2007; Li et
al., 2007; Rondén-Barragan et al., 2007).

Branquias: células apoptdticas, acentuada separacion de la superficie epitelial,
secrecion abundante de mucus, irregular forma de las lamelas, hipertrofia en la
superficie del epitelio tanto en los filamentos como en las lamelas, hiperplasia
de las lamelas secundarias y primarias, fusion de las lamelas secundarias
adyacentes, hiperplasia de las células de cloro, metaplasia de las células
caliciformes y telangiectasia; degeneracion de las células pavimentosas,
necrosis del tejido hematopoyético e infiltracion lamelas por células
mononucleares (Randi et al., 1996; Martinez et al.,, 2004: Rondén-Barragan et
al., 2007; Brunelli et al., 201 1).
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Hemisferios telencefalicos y neuronas sensoriales de los GRDs: deformacion
de nucleo y nucléolo, presencia y morfologia de vesiculas, infiltraciones
eosinofilicas, formacion de centros melanomacrofagos, lesiones difusas,
eventos de cromatolisis de somas neuronales, apoptosis neuronal, células
granulares eosinofilicas/ células similares a mastocitos en peces (CSMP),
nucleos migrados, varios nucléolos y vesiculas citoplasmaticas (Eslava et al.,
2007; Ramirez-Duarte y Eslava, 2009: Jaramillo et al., 2009).

En los hemisferios telencefalicos se identificaron los principales nucleos
cerebrales a partir de atlas de otros teledsteos: Nedn cardenal, Paracheirodon
axelrodi (Obando, 2006), pez cebra, Danio rerio (Wullimann et al., 1996) vy
medaka Oryzias Latipes (Anken y Bourrat, 1998). Identificados los nucleos se

procedio a ubicar neuroanatémicamente las CSMP.

I11.7. Estudio morfométrico de las neuronas sensoriales de los GRDs

Para este analisis se trabajo con los seis especimenes de cada tratamiento
tomando un par de GRDs de la region anterior de los alevinos de Cachama
blanca (Jaramillo et al., 2009). A cada uno de los cortes se les realizo captura y
digitalizacion de imagenes. Luego estas Imagenes se procesaron para mejorar
el contraste, eliminar el ruido de fondo y asi crear los montajes. Este
procedimiento se llevdo a cabo con el Software Image J (2011) de libre

distribucién en internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

111.8. Area, diametro y perimetro de las neuronas tipo A y B de los GRDs

A partir de las imagenes procesadas de las neuronas de los GRDs con el
Software Image J (2011), se procedio a calibrar el software y se midio el area,
diametro y perimetro de las neuronas diferenciadas de cada tipo (A y B) como
de sus nucleos. Es importante aclarar que unicamente se contaron y midieron
neuronas diferenciadas, es decir las que presentaban el nlcleo bien definido, el

cual se debe observar mas claro que el citoplasma circundante, en las
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neuronas sensoriales el nucleo tiende a ubicarse centralmente (Jaramillo et al.,
2009). Las medidas fueron tomadas en un corte seccional en donde el nucleo

presentaba su maxima extension y/o el nucléolo.

Adicionalmente se estimé el area ocupada por vesiculas citoplasmaticas
expresada en porcentaje del total del area neuronal. Cada medida tenia registro
del numero correspondiente a la neurona y su nucleo (enumerada en cada

imagen). Lo anterior se realizé con el fin de evitar medir mas de una vez la
misma neurona.

A partir de las principales alteraciones neuronales reportadas por (Eslava et al.,
2007; Ramirez-Duarte y Eslava, 2009) se estim6 el porcentaje de neuronas por
tipo (A'y B) que presentaban alguna de las siguientes caracteristicas: vesiculas
citoplasmaticas (V), nucleo migrado (NM), dos nucléolos (DN), vesiculas vy

nucleo migrado (V-NM), neuronas presentaban otra caracteristica (OC).

l11.9. Parametros productivos

Los parametros productivos se calcularon a partir de las formulas propuestas

por; Pineda (1999), Salazar y Ocampo (2002) y Mercado et al., (2006) (Tabla
Z).

Tabla 2. Parametros productivos.

Parametro Formula

Ganancia de peso GP = peso final (g) — peso inicial (g)

Factor de conversion FCA = alimento consumido (g)/ (peso inicial- peso final)
alimenticia (9)

Tasa de crecimionio absclito T_CA = [(pe_so final (g) — peso inicial (g)/(tiempo final —
tiempo inicial) ]

Tasa de crecimiento especifico TCE =100 * [(Ln peso final - Ln peso inicial)/tiempo]

Supervivencia S =100 * (nimero de peces inicial/nimero de peces final)
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111.10. Analisis estadistico

Se empleo un disefio completamente al azar efecto fijo balanceado, donde se
implemento la técnica MANOVA para evaluar en forma conjunta las variables
respuesta: peso, longitud total, estandar, diametro, perimetro y area de las
neuronas sensoriales y sus nucleos. De igual manera, se evaluaron los
parametros productivos y algunos fisicoquimicos (NAT, temperatura y pH). Es
importante sefialar que la técnica MANOVA genera ANOVAS y pruebas de
Tukey individuales para cada variable al nivel de significancia del 5% (P< 0.05
error tipo 1) (Zar, 2006).

Para el analisis del porcentaje ocupado por vesiculas citoplasmaticas del total
del area neuronal, como para los porcentajes de las variables de las
alteraciones histopatolégicas (V, NM, DN, V-NM, OC), se realizé por medio de
una prueba de Kruskal-Wallis (Zar, 2006). Se empled el paquete estadistico R
version 2.15.1 (http:/Avww. r-project.org/)
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CAPITULO IV

IV. PARAMETROS DE CRECIMIENTO Y CALIDAD DE AGUA

IV.1. RESULTADOS.

IV.1.1. Variables de crecimiento.

Los resultados de las variables de crecimiento de los alevinos de P.
brachypomus son presentados en la siguiente Tabla 3.

Tabla 3. Variables de crecimiento de alevinos de P. brachypomus expuestos a
diferentes concentraciones de Roundup Activo®. T1: 0 mg/L, T2: 0,1 mg/Ly T3:
1 mg/L. Peso, longitud total (LT) y longitud estandar (LE). Cada valor
representa el promedio +/- la desviacién estandar, letras diferentes representan
diferencias significativas (p<0.05).

PESO LT LE
T1 2;3010,51 °  5,12+0,40° 3,98+0,31°
Inicio T2 2,2810,57%  5,06+0,42°  3,95:0,32°
T3 2,28+0,56°  5,06%0,40°  3,9240,31°
T1 4,03+1,06 ° -
15 dias T2 4,23+1,04° - -
T3 4,72¢1,11° - -
T1 6,30£1,80°  7,13+0,72°  5,64+0,72°
30 dias T2 6,20+1,64°  7,0740,62°  5,51+0,50°
T3 6,48+1,72°  7,11#0,63°  5,56%0,48°
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IV.1.2. Parametros productivos.

A partir de los datos de crecimiento se calcularon algunos parametros
productivos los cuales son presentados en Ia Tabla 4.

Tabla 4. Parametros productivos de los alevinos de P. brachypomus expuestos
a diferentes concentraciones de Roundup Activo®. T1: 0 mg/l, T2: 0.1 mg/l y
T3: 1 mg/l. Ganancia en peso (GP), factor de conversion alimenticia (FCA),
tasa de crecimiento absoluto (TCA), tasa de crecimiento especifico (TCE) y
sobrevivencia. Cada valor representa el promedio +/- la desviacién estandar,

letras diferentes representan diferencias significativas (p<0.05).

T1 T2 T3
GP (g) 4,01+0,45° 3,9440,41° 4,19+0,36 °
FCA 1,01£0,13 % 0,98+0,09 * 1,2440,13 °
TCA (g/dia) 1,13+0,01° 1,1340,01°® 1,14+0,01°
TCE (%/dia) 4,61+0,36 ° 4,56+0,35 ° 4,76+0,28
Supervivencia 93,3315,77° 90,00+5,00 ® 96,67+2,89 °

IV.1.3. Parametros de calidad de agua.

En la tabla 5 se muestra el comportamiento de los parametros fisicoquimicos

durante el periodo de experimentacién.

Tabla 5. Parametros fisicoquimicos en las unidades experimentales.
Temperatura en grados Celsius (T °C), Nitrégeno amoniacal total en mg/L
(NAT), Oxigeno disuelto en mg/L (OD), Dureza de carbonatos en unidades
Alemanas (KH), Dureza de general en unidades Alemanas (GH). Cada valor
representa el promedio +/- la desviacién estandar, letras diferentes representan

diferencias significativas (p<0.05). Aunque el las durezas se expresan valores
absolutos en unidades Alemanas.
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SEMANAS

1 2 3 4
T1 7,440,1*  6,910,2°  7,3+0,1°  7,1#0,2°
pH T2 7,410,1°  7,120,1*  7,240,2°  7,1%0,2°
T3 7,410,1°  7,2401° 7,1+0,2° 7,1+0,2°
T1 26,610,8° 27,44¢0,7° 27,3#1,1° 28,8+1,2°
T°C T2 26,6£0,6° 29,4+0,7° 27,4#0,9°  26,6%0,8°
T3 26,240,3° 27,6+1,1° 28,3#0,5°  26,940,8°
T1 0 0,19+0,07° 0,1240,04° 0,15+0,11°
NAT |T2 0 0,3840,21° 0,36+0,22° 0,3440,10°
T3 0 0,38#0,10° 0,31¢0,21° 0,3740,02°
T1 7 7 7 7
oD T2 7 8 7 7
T3 7 8 7 7
T1 1 2 2 2
KH T2 1 2 2 2
T3 1 2 2 2
T1 3 4 4 4
GH T2 3 4 4 4
T3 3 4 4 4

IV.2. DISCUSION.

IV.2.1. Parametros de crecimiento.

Los alevinos de P. brachypomus del control (T1) como los expuestos a las

concentraciones subletales de Roundup® Activo (T2 y T3) presentaron un
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crecimiento similar (peso, longitud total y estandar) durante todo el periodo de
experimentacion. Se puede decir que los alevinos ganaron un poco mas del
doble de su peso inicial, sin embargo comparar su desempefio productivo es
complicado pues los productores empiezan con tamafos mayores, al inicio de
sus ciclos productivos. No obstante, al comparar con las tablas de crecimiento
reportadas por Gonzdlez (2001) en un tiempo similar los alevinos de P.
brachypomus alcanzan alrededor de 28 g. La explicacion a este hecho es que
en producciones comerciales en estanque los peces son alimentados a un
mayor nivel de proteina (45-38%) ajustada al 10% de su peso promedio,
mientras que en este trabajo al tratarse de una investigacion toxicoldgica se
usaron dietas de mantenimiento (35% proteina ajustada al 5% del peso) con el
fin de no alterar considerablemente los parametros fisicoquimicos del agua.
Ademas es una practica comdn el abonamiento de los estanques en tierra y
como P. brachypomus en sus primeros meses de desarrollo posee un numero
notable de branquiespinas le permite filtrar y alimentarse de los organismos
plantdnicos del estanque (Vasquez, 2004).

Los parametros productivos de la especie en general fueron buenos, siendo
similares a los presentados en sistemas de recirculacion (Casas, 2008; Poleo
et al, 2011; Mondragén, 2012) y en estanques en tierra (Rebaza et al., 2002;
Pérez et al, 2009). Es importante aclarar que la mortalidad presentada no se
debe atribuir al hecho del herbicida pues los peces que murieron se debieron a
fugas, al saltar de las unidades experimentales, aun asi, la mortalidad fue

menor al 10% como ocurre en producciones comerciales (Gonzalez, 2001).

Los parametros fisicoquimicos se mantuvieron dentro de los rangos adecuados
para la especie (Gonzélez, 2001). Aungue, se presentaron diferencias
significativas en el nitrégeno amoniacal total (NAT), siendo mayor en el T2 y
T3, aunque estas concentraciones fueron bajas y se considera que no afectan

el crecimiento normal de la especie (Gonzalez, 2001; Poleo et al., 201 1).
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.CAPiTULO \Y;

V. BRANQUIAS

V.1. RESULTADOS.

V.1.1. Branquias.

En todos los tratamientos las lamelas branquiales se alineaban perpendiculares
a los filamentos cubriéndolos en ambos costados. Estas estructuras estaban
cubiertas por un epitelio plano simple o escamoso. En Ia region basal de los
espacios interlamelares se encontraban varios tipos celulares: células de moco
las cuales se tifien mas intensamente, células de cloro las cuales son mas

palidas y un grupo de celulas indiferenciadas. Los filamentos estaban
soportados por un cartilago hialino.

En el tratamiento contro| (T1) se observd un arreglo normal de células pilares
las cuales estaban espaciadas por eritrocitos, la region basal interlamelar era
delgada con pocas células de cloro y moco (Figura 2 y 3)
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Figura 2. Ay B. Panoramica de branquia de alevinos de cachama blanca (P brachypomus) del
T1. Filamento (F), lamela (L), eritrocitos (Er) y células pilares ( = flecha negra). Barra=50 pm.
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Figura 3. A. Detalle de branquia de alevinos de cachama blanca (P. brachypomus) del T2.
Célula epitelial (& cabeza de flecha negra), cartilago (CA). B, C y D. Detalle de branquia T2.
Eritrocito (Er), célula pilar (=% flecha negra) y desorganizacién lamelar (¥ estrella negra).
Barra=20 um.

En el tratamiento 2 (T2) se observaron lesiones leves como: dafio lamelar por
hiperplasia de las células interlamelares, desprendimiento de células
epiteliales, cambios vasculares (aneurismas) con rompimiento y congestién de
celulas pilares (Figuras 4-8).

En el tratamiento 3 (T3) se observaron cambios degenerativos vy proliferativos
de las células apicales desarreglos de las células pilares, hiperplasia
interlamelar, edema y festoneado del. epitelio lamelar, ademas una leve
hipertrofia e hiperplasia de las células de moco y cloro en el espacio
interlamelar (Figuras 7-9).
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Figura 4. Ay B. Panoramica de branquia de alevinos de cachama blanca (P. brachypomus) del
T2. Filamento (F), lamela (

L) e hiperplasia e hipertrofia de células interlamelares (> flecha
negra). Barra= 50 um.

Figura 5. A y B. Detalle de branquia de alevinos de cachama blanca (P. brachypomus) del T2,

Cartilago (CA), telangectasia ( =flecha blanca). Barra= 50 um.
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il (ecrd®  e—=
Detalle de branquia de alevino de cachama blanca (P. brachypomus) del T2.
Desorganizacion lamelar (% estrella negra), edema (/\ cabeza de flecha blanca),
telangectasia (= flecha blanca). D. Detalle de branquia, célula epitelial (a cabeza de flecha
negra), célula pilar { ™ flecha negra). Barra = 20 uym.

‘Figura6. A,ByC.

Figura 7. A y B. Panoramica de branquias de alevinos de cachama blanca (P. brachypomus)
del T3. Lamela (L). filamento (F) y eritrocitos (Er). Barra = 50 pm.
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Figura 8. A. Panoramica de branquia de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T3,

Lamela (L), filamento (F), cartilago (CA)

. hiperplasia e hipertrofia (= flecha negra),
telangectasia ( = flecha blanca)

B. Detalle de branquia T3. Hiperplasia e hipertrofia
(= flecha negra). Barra = 50um y barra 20 um.

Figura 9. A y B. Panoramica y detalle de branquia de alevinos de Cachama blanca (P.
brachypomus) del T3. Hiperplasia e hipertrofia del epitelio lamelar (
de células epiteliales (¥¢ estrella blanca). C y D. Detalle de brang

flecha blanca), desorganizacion lamelar (H estrella negra) y
Barra= 20 um.

= flecha negra), hipertrofia
uia. Edema ( A cabeza de

congestion sanguinea (CS).
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V.2. DISCUSION

En esta investigacion se encontré que la severidad de [os dafios
histopatolégicos dependia especialmente de |a concentracion de la sustancia
toxica, en este caso el herbicida Roundup® Activo (Eslava et al., 2007). Puesto
que una de las principales rutas de entrada del herbicida son las branquias se
trataran éstas en primera instancia y después se explicara el efecto en los
hemisferios telencefalicos y los GRDs. Finalmente se discutird higado y rifidn
los cuales fueron los organos que presentaron las mas leves alteraciones
histopatoldgicas.

V.2.1. Branquias

La morfologia branquial ha sido comunmente usada como biomarcador de Ia
toxicidad acuética debido 3z que es el primer 6rgano que responde g
condiciones ambientales adversas (Bernet et al., 1999) y son la principal ruta
de entrada de los pesticidas (Velmurugan et al., 2009, Salazar—Lugo et al,
2011). Ademas por la naturaleza anfifilica del GP permite que en minutos sea

absorbida una concentracion considerable del herbicida (Eslava et al, 2007).

Los edemas, desprendimiento epitelial, festoneado, hiperplasia e hipertrofia de
las células de cloro Y mucus en branquias de peces han sido reportados en
otros dafios por xenobioticos como: mercurio en Saccobranchus fossili
(Khangarot, 2003), deltametrina en Cyprinus carpio (Cengiz, 2006) vy el pez
Aphanius dispar (Al-Ghanbousi y Ba-Omar, 2011), Roundup® Ready en
Piaractus mesopotamicus (Shiogiri et al, 2012).

La separacion y festoneado del epitelio lamelar hacia Ia region apical pueden
ser atribuidas como una reaccion de defensa del sistema circulatorio a los
contaminantes (Koca et al., 2008). Esto habia sido descrito en juveniles de
Cachama blanca (P, brachypomus) expuestos a concentraciones mas altas de
Roundup® Ultra (Eslava et al., 2007), el surfactante Cosmoflux 411(Rondén-
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Barragan et al, 2007) y a la mezcla de los mismos (Eslava ef al. 2007;
Ramirez et al, 2009). Los cambios degenerativos son atribuidos a los
componentes del Roundup® Activo (GP y surfactante), debido a que se crea
una resistencia relativa de las células epidermales al efecto citotoxico del
herbicida (Eslava et al., 2007).

Varios autores coinciden en afirmar que el surfactante es mas toxico que el
mismo GP (Giesy et al., 2000; Eslava et al,, 2007; Contardo-Jara et al., 2009).
Shiogiri et al, (2012) encontraron dafios moderados en branquias en
concentraciones bajas del herbicida Roundup® Ready (3.0-4.5 mg/L) inclusive
la concentracion letal 50 fue de 3.75 mg/L demostrando que esta formulacion

€s mas toxica que otras presentaciones de Roundup®.

Aunque la intencién del organismo es protegerse, cualquier incremento en el
espesor de la superficie respiratoria ya sea por hiperplasia del epitelio lamelar,
edema o hiperplasia e hipertrofia de las células de moco y cloro, resulta en un
incremento de la superficie epitelial que dificulta el adecuado intercambio de
gases y metabolitos con el agua (Shiogiri et al., 2012). Todo esto ocasiona
problemas respiratorios, Osmoregulatorios y de excrecion de productos
nitrogenados (Ferguson, 2006). Esto ultimo se comprobd al encontrar
diferencias significativas entre el T1 con respecto al T2 y T3 en la excrecion de
nitrégeno amoniacal total (NAT).

El aumento en células de Mucus y a su vez la secrecién de mucus es
considerado una respuesta de los peces a un amplio rango de estresores
ambientales (Matey et al., 2008). Se sugiere que la secrecidn de mucus en las
branquias desempefia un papel importante en Ia proteccion del delgado y
sensitivo  epitelio branquial, brindandole proteccion tanto de cambios
ambientales como de xenobioticos (Al-Ghanbousi y Ba Omar, 2011). Sin

embargo, este mecanismo puede generar hipoxia y alteraciones respiratorias
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que en casos mas severos puede producir necrosis del tejido circundante o
ruptura del epitelio branquial (Al-Ghanbousi y Ba Omar, 2011; Lukin et al.,
2011).

Se ha reportado que cuando los peces estan expuestos a un agente estresor
aumentan la concentracion de cortisol en el torrente sanguineo (Flores, 2002),
este aumento produce la proliferacién de las células de moco (Laurent y Perry,
1990) y de células de cloro (Flores, 2009) constituyéndose en una respuesta
compensatoria al estrés osmético generado por el herbicida. Al-Ghanbousi y Ba
Omar et al,, (2011) reportan que el incremento en el niimero de células de cloro
puede ser el inicio de un mecanismo de desintoxicacion en diferentes especies
de peces.

Tanto las células de cloro como las de moco se originan con el fin de cumplir
funciones principalmente osmoregulatorias en respuesta al posible desbalance
de electrolitos ocasionado por la mayor permeabilidad que se genera en el
epitelio branquial (Lin y Randall, 1995). Por otro lado, el aumento en tamario de
los dos tipos celulares tiene funciones levemente diferentes; las células de
Moco pretenden reducir la posibilidad de difusion del xenobiético al epitelio
branquial (Shiogiri et al., 2012), mientras que las células de cloro aumentan la
actividad enzimatica con el fin de restablecer las concentraciones séricas de
Na’, CI'y Ca®* (Perry, 1997),

La congestién vascular y los aneurismas lamelares observados especialmente
en el T3, coinciden con observaciones previas en branquias de A. dispar
expuesto a una concentracion de 3.0 ug/L deltametrina y Gnathonemus petersii
(Alazemi et al, 1996). Dichos autores siguieren que estas alteraciones se
deben al aumento de I3 presion sanguinea que deforma la region apical de las
lamelas secundarias resultando en el colapso del sistema de células pilares y
afectando la integridad vascular.
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Segun Rudnicki et al, (2009) el desprendimiento de células epiteliales es un
fendmeno comun en branquias de peces, sin embargo es predominante en
peces de agua dulce queé en peces de agua salada debido 3 que los
ecosistemas acuaticos de agua salada son mas estables en cuanto a los
cambios de los parametros fisicoquimicos. El desprendimiento de células
epiteliales al igual que los edemas incrementan la distancia para el adecuado
intercambio del oxigeno (Al-Ghanbousi y Ba Omar et af, 2011). Estos
mecanismos pueden ser considerados como defensa del organismo,
incrementando la distancia entre los agentes téxicos y el torrente sanguineo
(Cengiz, 2006; Rudnicki et al., 2009).
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CAPITULO Vi

VI.  HEMISFERIOS TELENCEFALICOS

VI.1. RESULTADOS.

VI.1.1. Hemisferios telencefalicos

Las neuronas de esta region se caracterizaron por presentar un ndcleo
prominente que se tife mas tenue con el colorante, uno o dos nucleolos
generalmente periféricos los cuales se tifien intensamente. E citoplasma
neuronal es mas oscuro que el nicleo Yy en algunas ocasiones se observan las
prolongaciones axonales. Las celulas gliales poseen un nucleo y citoplasma
mas oscuro que las neuronas y tienen un menor tamafio. Los hemisferios
telencefalicos son estructuras altamente vascularizadas por lo que fue comun

encontrar numerosos capilares y vasos sanguineos.

En el tratamiento control (T1), no se observaron darnios neuronales ni en las
celulas gliales (Figura 10).

En el T2 y T3 se identificaron celulas similares a mastocitos en peces (SCMP),
siendo mas abundantes en el T3 con respecto al T2 (Figura 11-13). La mayoria
de las CSMP se ubicaban hacia Ia periferia de los hemisferios telencefalicos,
sin embargo algunas se hallaron mas interiormente, la mayoria de las CSMP
estaban asociadas a capilares sanguineos. Las CSMP tenian diferentes
morfologias presentando granulos de diversos tamafios y diferentes grados de
tincion (Figura 11 12).
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Figura 10. A y B. Detalle de los hemisferios telencefalicos de los alevinos de Cachama blanca

(P. brachypomus) del T1. Neuronas (* negro), capilares (—* flechas negras). Barra= 30 um.

Figura 11. A y B. Detalle de los hemisferios telencefalicos de los alevinos de Cachama blanca
(P. brachypomus) del T2. Neuronas (*

negro), células similares a mastocitos en peces (—*
flechas negras). Barra= 20 pm.
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Figura 12. A, B, C y D. Detalle de los hemisferios telencefélicos de los alevinos de Cachama
blanca (P. brachypomus) del T3. Neuronas (* negro), células similares a mastocitos en peces (
— flechas negras). Barra= 20 ym.

Los hemisferios telencefdlicos fueron evaluados en cuatro secciones de
anterior a posterior espaciadas por alrededor de 250 Hm. En las dos primeras
secciones se identificaron cuatro capas concentricas: capa interna de células
(CIC), capa del nervio olfativo (CNO), capa glomerular (CGL), capa de células
mitrales (CCM) (Figura 13, seccién 1-2). En las siguientes secciones o niveles,
se identificaron varios nucleos de la region dorsal y ventral de los hemisferios
telencefalicos (Figura 13, seccion 3-4).
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Figura 13. Cerebro de alevinos Cachama blanca (P. brachypomus). Se puede observar un
€squema de los diferentes niveles de los hemisferios telencefalicos ilustrando la posicién de Jas
CSMP. CSMP del T2 (circulos azules), CSMP del T3 (circulos rojos). Seccion 1 y 2, capa
interna de células (CIC), capa del nervio oifativo (CNO), capa glomerular (CGL), capa de
células mitrales (CCM). Seccion 3 y 4, area dorsalis telencephali (D), area centralis de D (Dc),
area dorsalis de D (Dd), area lateralis de D (D), regién dorsal de DI (dD), region ventral de DJ
(vDI), drea medialis de D (Dm), regién dorsal de Dm (dDm), area posterioris de D (Dp), capa
celular externa (ECL), capa glomerular (GL), capa celular interna (ICL), area dorsalis de V (Vd),
area ventralis de \/ (Vv). Barra= 2 mm.
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V1.2. DISCUSION.

VI.2.1. Hemisferios telencefilicos.

Entre los principales hallazgos encontrados en el sistema nervioso de los
alevinos de P, brachypomus expuestos a concentraciones subletales de
Roundup Activo®, fue Ia presencia de las denominadas células granulares
eosinofilicas/mastocitos. Estas células aparecieron en los hemisferios
telencefalicos de los tratamientos T2 y T3 siendo mayor la presencia en este
ultimo, de igual manera aparecieron en los GRDs del T3.

Las mastocitos en vertebrados son considerados entidades multifuncionales
que estan asociadas al sistema inmune. Estas células han sido identificadas en
otros vertebrados no mamiferos como: anfibios, reptiles, aves Y peces, aunque
en este Ultimo grupo hay pocos estudios acerca de la presencia y
funcionamiento de células granulares eosinofilicas/mastocitos (Reite y
Evensen, 2006: Baccari et al, 2011). En peces, estas celulas recibieron el
termino de células granulares eosinofilicas debido a las propiedades de tincion
de los granulos con tincién hematoxilina eosina (H&E) (Reite, 1998), sin
embargo por Ia heterogeneidad de los componentes que almacenan, pueden
tener otras caracteristicas histoquimicas presentado otros tipos de tincion
(Reite y Evensen, 2008). Por ello, en la actualidad se ha empezado a manejar
el termino de células similares a mastocitos en peces (CSMP), el cual
consideramos mas apropiado, por lo que habitualmente |o usaremos en esta
discusion (Baccari et al., 2011).

Al igual que en mamiferos se ha reportado que estas células tienen un amplio
rango de compuestos bioactivos como: histamina, heparina, neuropéptidos,
factores de crecimiento tumoral (FCT), quininas, lisozimas Yy proteasas
neutrales (Reite y Evensen, 20086; Theoharides et al., 2012). Adicionalmente en
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teledsteos se ha encontrado que las CSMP pueden secretar péptidos
antimicrobiales (Reite vy Evensen, 2006). Las CSMP tienen una amplia
distribucién en los organismos encontrandose en el cerebro, glandulas
endocrinas, intestino, bazo, higado, rifon y piel, sin embargo Ia mayor
abundancia de las CSMP en un determinado érgano varia con los diferentes
taxa (Baccari et al., 2011).

La aparicion de CSMP estan asociadas como respuestas a afectaciones por
agentes toxicos o nocivos (Reite, 1997: Rondén-Barragan et al., 2007; Ramirez
et al., 2009) parasitos, patdgenos o agentes atenuados de los mismos (Lamas
et al, 1994; Holland y Rowley, 1998; Reite y Evensen, 2006). En el caso
particular de la especie P. brachypomus ya se habia identificado estas células
al ser expuestos los Peces a Roundup Ultra® (Eslava et al, 2007), el
surfactante Cosmoflux 411(Rondén-Barraga’n et al, 2007) y a la mezcla de los
mismos (Eslava ef al, 2007; Ramirez et al, 2009). Es importante resaltar que
en dichos trabajos se evaluaron concentraciones mas altas (7.5 a 120 mg/L)
con individuos de mayor tamarfio y edad, perc aun asi, en esta investigacion se
observaron las CSMP, lo que estaria indicando un posible efecto nocivo del

Roundup® Activo incluso en concentraciones subletales.

Debido a las caracteristicas anfifilicas del herbicida se han planteado varias
rutas de entrada al cerebro de los peces, una es a través de las branquias al
torrente sanguineo y luego este pasaria la barrera hematoencefalica v entraria
al cerebro. La otra ruta es via lamelas olfatorias, tracto olfactorio, y de allj
accederia al cerebro por los bulbos olfatorios (Rondén-Barragan et al, 2007;
Ramirez et al 2009). Para evaluar la tltima hipotesis, de manera paralela (en
las mismas concentraciones) Castafieda, (2012) realizé un estudio de trazado
neuronal con Dil en P. brachypomus detallando la ruta topografica desde las
narinas hacia los bulbos olfatorios, asi mismo, identific6 CSMP en las dos

estructuras. En cuanto a los bulbos olfatorios las CSMP se ubicaron en las
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capas CNO y la CG. Ofra ruta de la cual se discutira mas adelante es por la piel

de alli a neuronas sensoriales de los GRDs- medula espinal- cerebro.

Al igual que en trabajos anteriores en P. brachypomus fue mayor la presencia
de CSMP en los hemisferios telencefalicos, lo cual estaria indicando que esta
estructura es mas sensible al herbicida. Los hemisferios telencefalicos son
centros multintegrativos sensoriales, y median funciones tan importantes como
aprendizaje, comportamiento reproductivo, orientacion, migracién entre otros
(Butler, 2000; Obando. 2006). La regién mas anterior de los hemisferios
telencefélicos exhibié una distribucion laminar de cuatro capas, similar a la
reportada por Castafieda (2012) para bulbos olfatorios, lo que puede estar
indicando que es una region de transicion. De igual manera, las CSMP se
ubicaron en las mismas capas (CNO vy CG).

La CNO es la que recibe las aferencias de las neuronas del epitelio olfativo,
mientras la CG esta compuesta por estructuras sinapticas esféricas
denominadas glomérulos, estas estructuras estan compuestas por las
terminales axoénicas de los receptores de las neuronas olfativas (Baier vy
Korsching, 1994; Castarieda, 2012). Por la funcion que cumplen estas capas es
entendible que se presentara un dafio en dichas poblaciones neuronales ya
que son las encargadas de recibir y mediar los impulsos nerviosos relacionados
con el olfato, que como reporta Castafieda (2012) las narinas y bulbos
olfatorios estaban considerablemente afectados aun en las concentraciones
subletales (1y 0.1 mg/L) de Roundup Activo®.

En las secciones posteriores de los hemisferios telencefalicos también se
identificaron CSMP ubicadas en ndcleos sensoriales estrechamente
relacionados con los bulbos olfativos. Los ndcleos del diencefalo (D), area
posterioris de (Dp) y el area centralis de (Dc) son los principales blancos del

bulbo olfativo. De igual manera, se identificaron CSMP en los nucleos de Ia
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region ventral (V) los cuales también reciben sefales olfativas de los bulbos
olfatorios. Mientras que los otros nlicleos como: el 4rea medialis de D (Dm),
junto con el area dorsalis de D (Dd), el area lateralis de D (DI) y area centralis
de D (Dc), reciben entradas sensoriales las cuales son retrasmitidas a varios
sitios en el diencéfalo (Butler, 2000; Obando, 2007). Un ejemplo de lo anterior
es lo que ocurre con las entradas sensoriales del sistema de Ia linea lateral via
el torus semicircularis hacia el area medialis de D (Dm) en los hemisferios

telencefalicos (Butler, 2000).

Theoharides et al, (2004) plantean que la aparicion de las CSMP esta también
asociada a procesos de estrés Y que la hormona liberadora de corticotrofinas
(HLC) regula la funcién de estas celulas. Recientemente esta suposicién es
apoyada por los hallazgos de Ito et al,, (2010) quienes reportaron que la HLC
estimula la generacion de mastocitos humanos en precursores del foliculo
piloso.

En peces la HCL también regula procesos de estrés, mediando la sintesis de
cortisol, generando un desbalance ionico, aumento en la circulacion sanguinea,
redistribuyendo las reservas de glucosa y aumentando |a excrecion de NAT
(Flores, 2002). Como se discutié anteriormente en branquias el NAT fue mayor
en los tratamientos T2 y T3, y un aumento en estos productos nitrogenados
puede ser un indicativo de estrés. Lo anterior podria estar sugiriendo que los
peces al ser expuestos a concentraciones subletales de Roundup® Activo
desarrollarian un proceso de estrés el cual es mediado por la HLC, por lo cual
no se descarta que esta hormona también este estimulando I3 produccién de
CSMP, para que actien en los tejidos donde se estén presentando dafios o

alteraciones celulares.

Las CSMP pueden aparecer en un determinado tejido a través de dos

mecanismos los cuales no son excluyentes entre si. E| primero plantea que en
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todos los tejidos hay células precursores de CSMP y cuando se presenta una
alteraciéon (patégeno, toxico efc.) estas células se diferencian y forman
mastocitos in situ (Flafio et al, 1996: Holland y Rowley, 1998). El otro
mecanismo es que las CSMP son producidas en érganos especializados en la
formacion de células sanguineas como el rifon, higado y bazo posteriormente
viajando por el torrente sanguineo hasta los sitios de inflamacién 0 de dafo
celular (Reite y Evensen, 2006). Lo ultimo parece coincidir con lo observado en
rifon de los peces del T3, Pues se encontro formacién de un gran nimero de
CSMP, inclusive varias de ellas viajaban por la aorta neural, la cual brinda

soporte metabolico y retira los desechos de la medula espinal, los GRDs y el
cerebro de los peces.

La disposicion y la estrecha relacion de las CSMP con los vasos sanguineos
sugieren una interaccion entre CSMP y las células endoteliales. De hecho,
estudios en tilapia (Oreochromis niloticus) soportan esta hipétesis al encontrar
que los granulos de las CSMP liberan productos que aumentan Ia
permeabilidad celular (Matsuyama e lida, 2001) y regulan la adhesion y

reclutamiento de neutréfilos a las células endoteliales (Matsuyama e lida,
2002).

Tampoco descartamos el primer mecanismo de aparicion de las CSMP, pues
es posible que células precursoras estén en los érganos para dafos locales,
pero si el dafio o alteracion es mayor, se realiza una sintesis en los 6rganos
hematopoyéticos y despues las CSMP migran para apoyar a las otras células

que actuan localmente.
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CAPITULO VI

VIl. GANGLIOS DE LA RAiZ DORSAL (GRDs) Y SUS NEURONAS

VIl.1. RESULTADOS.

VII.1.1. GRDs y sus neuronaé.

Los GRDs se encuentran ubicados adyacentes a la médula espinal, aparecen
€N pares tanto en cortes longitudinales como en transversales. Las aferencias
de las neuronas sensoriales de los GRDs ingresan por el asta dorsal de |a

medula espinal y de alli derivan su nombre de estos ganglios (Figura 14).

Se identificaron dos subpoblaciones o tipos neuronales por la tincién que
presentaban, las neuronas tipo A las cuales son células grandes que exhiben
un citoplasma maés claro, de manera contraria las neuronas tipo B, las cuales
son relativamente Pequenas y su citoplasma es mas OSCuro por poseer mayor
agregados de sustancia de Niss|. Ambos tipos neuronales presentan un nucleo
de gran tamafio el cual se tifie mas claro que el citoplasma circundante, y

Posen uno o dos nucléolos que se tifien intensamente (Figura 156-23).

Otro tipo de células que se pudo distinguir en los GRDs fueron unas células
pequenas de tincion intensa, que reciben el nombre de células satélite o células
de soporte (CS), las cuales Se€ encontraban alrededor de |as neuronas
sensoriales (tipo Ay tipo B) (Figura 16-20).

Las neuronas de los GRDs de todos los tratamientos exhibieron |a morfologia

tipica antes descrita, Yy ambas poblaciones neuronales presentaron vesiculas
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citoplasmaticas. Sin embargo, en el tratamiento 3 (T3), se identificaron CSMP,
dichas células estaban asociadas tanto a neuronas tipo A como B, asi mismo
se encontraron unas de ellas contiguas a fibras nerviosas y viajando por el
torrente sanguineo (Figura 20-23).

Figura 14. GRDs en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) un corte transversal del
T1. A. Panoramica de la ubicacién anatémica de los GRDs en alevinos de Cachama blanca (P.
brachypomus) un corte transversal. B. Detalle del GRD y los tejidos acompaniantes. Ganglio de
la raiz dorsal (GRD), médula espinal (ME), vesicula lipidica (VL), musculo estriado esquelético
(MEE), fibras nerviosas (FN), cartilago (CA). Barra A= 100 pm, barra B= 50 pm.
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Figura 15. GRDs en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) en corte longitudinal del
T1. A. Panoramica de GRD T1 en corte longitudinal. B y C. Detalle de diferentes regiones del
GRD. Ganglio de la raiz dorsal (GRD), vesicula lipidica (VL), musculo estriado esquelético
(MEE), fibras nerviosas (FN), vaso sanguineo (VS), tejido conectivo (TC), neuronas tipo A ®
blanco), neuronas tipo B (* negro). Barra A= 50 Mm, barra By C= 20 pm.

50



&

Figu

a 16. Detalle de un GRD en alevinos de Cachama blanca (P. brachypous) del T1 en
corte longitudinal. Vesicula lipidica (VL), tejido conectivo (TC), vesiculas citoplasmaticas (VC),

neuronas tipo A (* blanco), neuronas tipo B (* negro), células satélite (— flechas negras).
Barra= 20 um.

Figura 17. GRD en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T2 en corte
longitudinal. A. Panoramica de GRD T2 en corte longitudinal, B y C. Detalle de diferentes
regiones del GRD. Ganglio de Ia raiz dorsal (GRD), fibras nerviosas (FN), neuronas tipo A *

blanco), neuronas tipo B (* negro), sustancia de Nissl (SN), células satélite (— flechas
negras). Barra A= 50 ym, barra B y C=10 um.
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Figura 18. GRD en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T2 en corte longitudinal
A. Panoramica del GRD T2 en corte longitudinal. B Detalle de neuronas sensoriales. Neuronas
tipo A (* blanco), neuronas tipo B (* negro). eritrocito (ER), vesiculas citoplasmaticas (VC),
celulas satélite (—* flechas negras). Barra A y B= 50 pm.

Figura 19. GRD en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T3 en corte longitudinal.
A. Panoramica GRD T3 en corte longitudinal. B y C. Detalle de diferentes regiones del GRD.
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Ganglio de la raiz dorsal (GRD), fibras nerviosas (FN), médula espinal (ME), vesicula lipidica
(VL), vesiculas citoplasmaticas (VC) neuronas tipo A (* blanco), neuronas tipo B (* negro),
células satélite (— flechas negras). Barra A= 30 ym, barra B y C=10 pm.

Figura 20. Neuronas sensoriales de ‘los GRDs en alevinos de Cachama blanca (P,
brachypomus) del T3 evidenciando vesiculas citoplasmaticas y CSMP. AB,C y D, detalle de |as
neuronas sensoriales en el T3. Vesiculas citoplasmaticas (VC), neuronas tipo A (* blanco),
neuronas tipo B (* negro), células satélite (™ flechas negras), células similares a mastocitos

€n peces (" flechas negras gruesas). Barra AB,C yD=20pm.
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Figura 21. GRD en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T3 en corte longitudinal.
A. Panoramica del GRD T3. B y C detalle de las neuronas sensoriales. Ganglio de la raiz dorsal
(GRD), vesiculas Citoplasmaticas (VC), eritrocitos (ER), neuronas tipo A (* blanco), neuronas

tipo B (* negro), células similares a mastocitos en peces (" flechas negras gruesas). Barra A=
S50 pm, By C=20 pm.
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Figura 22. Neuronas sensoriales de los GRDs en alevinos de Cachama blanca (P.
brachypomus) del T3 evidenciando CSMP. A, B, C y D. Células similares a mastocitos en

peces en los GRDs. Neuronas tipo A (* blanco), neuronas tipo B (* negro), células similares a

mastocitos en peces (" flechas negras gruesas), fibras nerviosas Ok estrella negra). Barra A,
B,CyD= 20 um.
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Figura 23. CSMP en el torrente sanguineo en alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus)
del T3. A, B, C y D. Células similares a mastocitos en peces en el torrente sanguineo asociado
a los GRDs y la médula espinal. Médula espinal (ME), ganglio de la raiz dorsal (GRD), células

similares a mastocitos en peces (""’ flechas negras gruesas), fibras nerviosas (% estrella
negra). Barra A= 50 um, B, C y D= 20 um.

VIi.1.2. Morfometria de las neuronas de los GRDs.

En las neuronas tipo A y sus nucleos no se encontraron diferencias
significativas en area, perimetro y diametro, mientras que para las neuronas y
los nicleos de las neuronas tipo B, en general se presentaron diferencias
significativas entre el T2 y T3 presentando neuronas y nucleos de menor
tamafio con respecto al T1 (Tabla 6).
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Tabla 6. Morfometria de las neuronas de los GRDs y sus nucleos. Cada valor representa el

promedio +/- el error estandar, letras diferentes representan diferencias significativas (p>0.05).

Morfometria de las neuronas de los GRDS

Neuronas Tipo A Nucleos neuronas Tipo A
Trat Area Perimetro Diametro Area Perimetro Diametro n
T1 2240,55+108,66° 57,25+1,15" 165,56+0,34* 3926,00£11,13° 23,8240,31° 70,17+0,09% 204
T2 2026,96+93,99° 54,38+1,08% 156,5540,33" 3980,35¢11,10° 24,1840,32° 70,86+0,08° 196
T3 2066,65+78,45° 45,4110,88° 160,49:0,27° 3895,0648,73° 19,8210,33° 67,67:0,08° 272
Neuronas Tipo B Nucleos neuronas Tipo B
Trat Area Perimetro Diametro Area Perimetro Diametro n
71 967,50+19,15° 38,6910,38° 11,0820,11° 286,3744,27° 20,45:0,16° 6,02:0,04° 373
T2 831,87+14,42° 35,60:0,31° 10,31£0,09° 259,7443.79° 19,66£0,14° 5.74+0,04° 397
T3 877,89+16,68° 28,8740,51° 10.5640,10° 270,0544,34° 15,73:0,28° 5.88:0,05” 329

En las neuronas tipo A (Figura 24) se presentaron diferencias significativas
(P>0.05) en el porcentaje de neuronas que poseian el area citoplasmatica
ocupada por vesiculas en 0 y 5%. El porcentaje de neuronas tipo A que no
presentaban vesiculas (0%) fue similar entre el T1 y T2, pero diferentes al T3.
En el porcentaje de neuronas con el 5% vesiculas se presentd diferencias
significativas entre T2 y T3 con respecto a T1. Después del 10% de vesiculas
citoplasmaticas no hubo diferencias significativas en ninguno de los
tratamientos (Figura 24).
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Neuronas tipo A

Porcentaje de neuronas

Ak wt

Porcentaje de vesiculas citoplasmaticas

Figura 24. Porcentaje de vesiculas citoplasmaticas de las neuronas tipo A. Cada valor
representa el promedio +/- la desviacién estandar, letras diferentes representan diferencias
significativas (p>0.05).

En las neuronas tipo B (Figura 25) se presentaron diferencias significativas
(P>0.05) en el porcentaje de neuronas que poseian el area citoplasmatica
ocupada por vesiculas en 0, 5 y 10% ampliandose un poco la diferencia en
relacion a las neuronas tipo A. El porcentaje de neuronas tipo B que no
presentaban vesiculas (0%) fue similar entre el T1 y T2, pero diferentes al T3,
de igual manera ocurrié con los porcentajes de vesiculas citoplasmaticas de
5% y 10%. Después del 15% de vesiculas citoplasmaticas no hubo diferencias

significativas en ninguno de los tratamientos (Figura 25).
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Neuronas tipo B
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Porcentaje de vesiculas citoplasmadticas

Figura 25. Porcentaje de vesiculas citoplasmaticas de las neuronas tipo B. Cada valor
representa el promedio +/- la desviacién estandar, letras diferentes representan diferencias
significativas (p<0.05).

NEURONASTIPO A

8000
70,00
806,00
50,00
A0,00

30,00

Porcentaje de neurcnas

23,00
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0,00

ON V-NM
Caracteristica neuronal

Figura 26. Porcentaje de neuronas dependiendo de las caracteristicas morfolégicas de las
neuronas tipo A. Cada valor representa el promedio +/- la desviacion estandar, letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0.05).
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En cuanto al porcentaje de neuronas tipo A con los criterios morfoldgicos
establecidos previamente se encontro diferencias significativas (P>0.05) en las
neuronas que presentaron vesiculas (V) y las que exhibian simultaneamente |a
Caracteristica de vesiculas y nucleo migrado (V-NM) siendo similar T1 y T2,
pero diferentes al T3. No obstante, las otras Caracteristicas (NM, DN y OC) no
presentaron diferencias significativas (Figura 26).

NEURONASTIPO B

Porcentaje de neuronas

Caracteristica neuronal

Figura 27. Porcentaje de neuronas dependiendo de Ias caracteristicas morfolégicas de |as
neuronas tipo B. Cada valor representa el promedio +/- |3 desviacion estandar, letras diferentes
representan diferencias significativas (p<0.05),

Unicamente se presento diferencias significativas (P>0.05) en las neuronas tipo
B, para la caracteristica morfolégica de vesiculas Y nucleo migrado (V-NM),
siendo similar T1 y T2, pero diferentes con respecto a T3 (Figura 27).

Vil.2. DISCUSION.

VIl.2.1. Neuronas sensoriales de Jos GRDs

Las neuronas sensoriales presentaron un aumento en la proporcién de
vesiculas citoplasmaticas en las neuronas tipo A (0-5%) y en las tipo B (0-10%)

‘siendo mayor Ia alteracion en el T3, Las vacuolas citoplasmaticas pueden ser
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vistas histolégicamente en neuronas sensoriales por varias causas, aunque los
Precisos mecanismos de su aparicion aun no son claros {Greaves, 2007).

Prueba de ello, son las vacuolas presentadas en neuronas que experimentan
apoptosis celular en GRD de ratas que han sufrido una axotomia por ligacién o
aplastamiento (Atlasi et al, 2009), o la aparicién en neuronas espinales y
cerebrales de embriones de ratén en la fase temprana de la sipnatogénesis
(Oppenheim et al, 2001), en procesos neurodegenerativos mediados por
proteinas de la familia de las caspasas (Young ef al, 2005), en alteraciones
producidas por necrosis de neuronas del lumbar 5 (L5), en ratas que fueron
expuestas al medicamento Paclitaxel (Jamieson ef al., 2003) y en neuronas
cerebrales de ratones expuestos a altas concentraciones de etanol (Young et
al., 2005).

Si bien las vacuolas han sido vistas principaimente en los cuerpos neuronales y
células gliales cerebrales, es evidente que esta morfologia no es exclusiva de
este grupo de células, sino también de neuronas de la médula espinal, de los
ganglios sensoriales y simpéticos de organismos expuestos a pruebas
farmacéuticas, xenobidticos, o dafios fisicos en nervios periféricos. Segtn lo
reportan algunos autores de manera simplificada todo es un resultado de
alteraciones de la mielina (Greaves, 2007).

Entendiendo que el proceso de esta alteracion es un poco més complejo surge -
la pregunta si se frata de un proceso que lleva a necrosis o apoptosis. La
necrosis es caracterizada por la desintegracion celular, hinchamiento celular,
vesiculas por la desagregacién de organelos y un desensamblaje celular, el
cual es pasivo y poco regulado (Proskuryakov et al., 2003). Posteriormente los
productos citoplasméticos activan el sistema inmune permitiendo la llegada de
macroéfagos provocando una inflamacién localizada (Oliveira, 2001).
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En contraste la apoptosis es un proceso activo, que invoiucra inicialmente Ia
condensacion de la cromatina seguida por clivajes del ADN, reorganizacion del
citoesqueleto y redistribucion de organelos. La apoptosis ha sido caracterizada
en mas detalle por microscopia electrénica de transmisién pero los tipos y
clasificaciones varian dependiendo el autor. Sin embargo, a partir de los
hallazgos de Oppenheim ef al, (2001) y Borsello et al, (2002) podemos
argumentar que alteracion neuronal encontrada en este trabajo presenta una
semejanza a la apoptosis tipo 3B; vacuclas citoplasmaticas alrededor de todo
el soma neuronal, mientras el niclec permanece conservado y solo hasta la
dltima parte del proceso se produce una granulacion y acumulacion de
cromatina que puede llevar a la deformaciéon y evaginacién del nucleo, es
importante aclarar que esta tltimas caracteristicas no fueron observadas en las
neuronas de los GRDs, pero este proceso pueden ocurrir varias semanas
despues.

Como podemos observar las neuronas de los GRDs en peces expuestos a
Roundup® Activo podrian estar experimentando algunos de los dos procesos
(necrosis o apoptosis) o una mezcla de ambos. Borsello ef al., (2002) afirma
que la distincion entre la muerte celular de tipo 3B y necrosis es muy sutil y es
dificil de realizar. Asi mismo, manifiestan que ante una disminucion de ATP
intracelular o ante una exposicién al quimico Paciitaxel la célula puede ir hacia
apoptosis 0 necrosis y que necesariamente no comparten rutas metabdlicas
diferentes, en vez de eso, se ha encontrado que ambos procesos muestran
comunes mensajeros, activadores e inhibidores (Formigli ef al,, 2000; Pei-Chin
y Chien-Hui, 2005).

El Paclitaxel es un medicamento que se usa habitualmente en pacientes que
son tratados con quimioterapia para cancer de mama, ovario y pequefios
cancer de pulmoén, sin embargo como vimos anteriormente este medicamento
tiene un efecto adverso en el SNP ya que produce una degeneracion de las
neuronas sensoriales observandose inicialmente como  vesiculas
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citoplasmaticas sin dafio aparente del nicleo (Postma ef al, 1995). Este
medicamento es un claro ejemplo de cémo un quimico puede desencadenar
procesos tanto de necrosis como apoptosis (Pei-Chin y Chien-Hui, 2005).

Se presume que el mecanismo de dafio del Paclitaxel ocure a nivel del
transporte axopidsmico ya que impide la comecta polimerizacion de los
microtubulos (Authier ef al., 2000). Adicionalmente el medicamento causa otros
dafios neuronales, especialmente en las neuronas tipo A caracterizandose por;
agrandamiento del ntcleo de las neuronas sensoriales (Jamieson et al., 2003;
Jamieson et al., 2007), aumento de excentricidad y multinucleolacion neuronal,
lo cual segun Jamieson et al, (2007) es un signo claro de neuropatia. De
manera contraria, en esta investigacion la poblacién neuronal mas afectada fue
las tipos B, presentando neuronas y nticleos mas pequefios enel T2 y T3.

Basados en los resultados obtenidos en el porcentaje de vesiculas
citoplasmaticas surge la inquietud acerca de lo que pudiera estar ocurriendo
con las neuronas tipo A con porcentajes superiores al 10% y las tipo B con los
porcentajes mayores del 15%, donde en adelante no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos. Apoyados en lo que ocurre en
el desarrolio de este tipo de neuronas en mamiferos {Coggeshall et al., 1994;
Jackman y Fitzgerald, 2000) y aves (Eide y Glover, 1997) nos inclinamos con el
proceso de apoptosis mas que el de necrosis.

En tetrapodos éstas neuronas se desarrollan oscilatoriamente y el proceso es
mediado por apoptosis, primero se desarrollan las tipo A seguido por las B, y
este fenémeno es explicado porque los precursores de las tipo A detienen su
proliferacion primero que Ias neuronas tipo B (Coggeshall et al, 1994; Martinez
et al., 2000). En peces ain no se ha comprobado que exista un proceso similar,
pero trabajos como los de Jaramillo ef al,, (2009) parecen indicario, ademas
siendo P. brachypomus un pez de crecimiento indeterminado es probable que
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haya neurogénesis y apoptosis confinua en funcién de proveer inervacion
sensorial al tejido en formacién (muscular, cutdneo y visceral).

El porcentaje de neuronas que presentaban Unicamente la caracteristica de
vesiculas citoplasmaticas (VC), nicleo migrado {NM) y otra caracteristica (OC)
en ambas poblaciones neuronaies (tipc A y B) fue similar. No obstante, Ia
caracteristica de neuronas con vesiculas y nucleos migrados (V-NM)
representaba el mayor porcentaje de neuronas, siendo nuevamente el T3 el de
mayor proporcion en ambas poblaciones neurcnales. Lo anterior es una
caracteristica morfolégica que podria ser usada para determinar neuropatias en
este tipo de neuronas al ser expuestas ante un agente toxico.

Los hallazgos siguieren que diferentes poblaciones de neuronas sensoriales
pueden variar en su susceptibilidad ante un agente toxico, esto se pudo
evidenciar en este estudio donde las neuronas tipo B fueron mas sensibles al
herbicida Roundup® Activo especialmente en la conceniracion mas alta (T3).

Anteriormente se mencioné que ofra posible entrada del Roundup® Activo
seria a través de la piel, a través de los botones gustativos, neuromastos y
otras células epiteliales. Si tenemos en cuenta que los principales blancos
sensoriales de las neuronas tipo B son cutaneos y algunos 6rganos internos se
entenderia porque esta poblacién neuronal se afecté en mayor proporcion gue
las neuronas tipo A, las cuales inervan principaimente musculos (Jaramillo et
al., 2009).

Hu y McLachlan (2003) proveen una clara evidencia de la selectiva
vulnerabilidad de las neuronas de didgmetro pequefio {tipo B) en lesiones de
nervio periférico en el LS en ratas. Los autores demostraron que la muerte
progresiva de las neuronas tipo B v la disminucién de su didmetro se debian a
la perdida de los factores neurotréficos provenientes de los blancos cutaneos.
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Eslava et al., (2007) ya habian reportado dafios epiteliales en juveniles de P.
brachypomus con herbicidas similares en concentraciones mas aitas. Por lo
anterior se puede inferir que aun en concentraciones subletales de Roundup®
Activo se estarian alterando las células cutineas y su efecto se evidencia de
manera indirecta en las neuronas tipo B de los GRDs.

En los GRDs del T3 se encontraron CSMP las cuales se ubicaban de manera
indistinta entre las neuronas tipo A y B, al igual que fue comun hallarlas en los
capilares y arterias asociadas a los GRDs. Este es el primer reporte de este
tipo de células en los GRDs y especulamos que como en cerebro estén
cumpliendo funciones similares.

El calibre de las aferencias sensoriales y la velocidad de conduccién del
impulso nervioso dependen del tamafio neuronal (Martinez et al, 2000). Las
neuronas tipo A, las més grandes en los GRDs tienen fibras mielinicas y las
tipo B, las pequerias tienen fibras amielinicas o con menor espesor de mielina,
esto a su vez esta relacionado con la velocidad de conduccion la cual es mayor
en fibras mielinicas que en ias amielinicas (Jaramiilo et al., 2009).

Fisiologicamente el medicamento Paclitaxel ocasiona disminucion en la
velocidad de conduccion y un aumento del tiempo en los periodos de latencia
de los nervios sensoriales periféricos afectando principalmente las neuronas
grandes o tipo A {Jamieson ef al, 2007). Aunque en nuestro estudio Ia
poblacion mas susceptible fue la neuronas tipo B (pequerias), no se debe
descartar un efecto sobre las neuronas tipo A pues presentaron diferencias
significativas en el porcentaje de vesiculas v un aumento de neuronas con
vesiculas y nucleos migrados en el T3. Por este motivo, una degeneracion de
las neuronas tipo A puede generar ataxia es decir movimientos poco
coordinados del organismo y perdida sensorial muscular, mientras que
perdidas de neuronas tipo B, conduciria a sintomas como dolor, hiperestesia
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(sensacion exagerada de los estimulos tactiles) y si el efecto es prolongado
podria causar degeneracion de ias fibras nerviosas y una posterior perdida de
sensibilidad (Sghirlanzoni et af., 2005).

Es importante considerar que si los peces se encuentran en ambiente natural y
son expuestos a bajas concentraciones de Roundup® Activo, pueden generar
una disminucion progresiva en la velocidad de reaccion, lo cual puede ser
decisivo para la supervivencia de la especie, ya sea para escapar de un
predador, o si requiere alcanzar su alimento (Jaramillo et al., 2009), ademas al
tratarse de alevinos estas dos condiciones son mas relevantes que en
organismos adultos, ya que peces grandes tienen ventajas respecto a peces
pequefios en que poseen menores tasas de predacién Y en alcanzan mayores
distancias de forrajeo (Helfman et al, 1997).
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CAPITULO Vil

Vili. HIGADO
Vill.1. RESULTADOS.

Viil.1.1. Higado.

El higado se caracterizd por poseer hepatocitos poligonales con nucleos
centrales y redondeados y un prominente nucléolo densamente tefiido. Estas
células forman cordones o acimulos organizados af lado de los sinusoides.
Este 6rgano es altamente vascularizado por lo que fue comlin observar
capilares, vasos, venas y arterias.

Para el tratamiento control (T1) no se observaron alteraciones histopatoldgicas
(Figura 28-29).

En el tratamiento 2 (T2) se observaron alteraciones leves como: ligero
desplazamiento de los nticleos de ios hepatocitos hacia la periferia y aparicién
de algunas vacuolas picnéticas (Figura 30).

En el tratamiento 3 (T3), se observaron los mismos cambios que en el T2,
adicionalmente se evidenciaron cambios microcirculatorios como congestion de
algunos vasos sanguineos y un aumento en la heterogeneidad de los
hepatocitos (Figura 31).
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Figura 28. Higado de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T1. A y B.

Panoramica de higado del T1. Hepatocitos (H), eritrocitos (ER), venas hepéticas (V) tejido
pancreatico (PA). A y B barra= 50 pm

Figura 29, Detalle del higado de alevinos de Cachama blanca {P. brachypomus) del T1. A, By
C. Detalle de higado del T1. Hepatocitos {H), eritrocitos (ER), tejido pancredtico (PA). A, B y
C barra= 20 ym
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Figura 30. Detalle del higado de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T2. A, B,

C y D. Detalle de higado del T2. Hepatocitos (H), eritrocitos (ER), tejido pancreatico (PA). A,
B, Cy D barra= 20 pm



Figura 31. Detalle del higado de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T3. A, B,
C yD. Detalle de higado del T3. Hepatocitos {H), eritrocitos {ER). A, B, C y D barra= 20 ym

VIil.2. DISCUSION.

VIll.2.1. Higado

Fisiolégicamente el higado de los peces cumple varias funciones, incluyendo
procesamiento y almacenamiento de nufrientes, la sintesis de enzimas y otros
cofactores, formacién y excrecién de la bilis, e interviene en el metabolismo de
los compuestos xenobibticos (Wolf y Wolfe, 2005). El higado de los peces en
comparacion con los mamiferos fiene una menor capacidad para metabolizar
sustancias xenobioticas, y esto ha sido postulado a partir del hecho de que los
peces pueden eliminar gran parte de las sustancias inalteradas a través de sus
branquias (Wolf y Wolfe, 2005). Lo anterior puede explicar porque las
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branquias fueron mas afectadas mientras las alteraciones observadas en el
higado fueron relativamente leves.

Cemo ocurrié en nuestra investigacién y segun lo observado por (Wolf y Wolfe,
2005) la respuesta del higado de los peces tiende a ser menos severa ante un
agente toxico en comparacién con los mamiferos. Una explicacion a esta
observacion es que grandes concentraciones de un t6xico son requeridas para
causar comparables cambios hepaticos en los peces. Adicionalmente, esta la
relativa tolerancia de los peces a hepatotéxinas, lo cual es debido a las bajas
tasas de perfusion, la limitacion de la exposicién téxica de la membrana basal
de los hepatocitos, la distribucion homogeénea de las enzimas encargadas de la
biotransformacién y el hecho que algunas enzimas no son facilmente inducibles
(Hinton et al., 2001; en: Wolf y Wolfe, 2005).

En cuanto a las leves alteraciones se podria decir que la sutil perdida de
excentricidad de los nicleos de los hepatocitos, fue similar a Ia identificada en
higado de larvas de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) sanas y expuestas
a concenfraciones subletales de Lindano (1 mg/L) (Biagianti-Risbourg et al,,
1996) a lo observado en bocachico (Prochilodus lineatus) expuesto a aguas
residenciales humanas (Camargo y Martinez, 2007) y a Piaractus
mesopotamicus en la mas baja concentracion evaluada de 3 mg/L de Roundup
Ready® (Shiogiri et al., 2012).

La aparicion de vacuolas es otro criterio ampliamente utilizado para describir
posibles alteraciones en el higado y es una sefial de un proceso degenerativo
que sugiere dafios metabélicos (Pacheco y Santos, 2002). Sin embargo, hay
una gran paradoja acerca de la composicién de dichas vacuolas, pues pueden
tener un origen lipidico, glicogénico o hidrépico (Ferguson, 2006). Incluso la
discusion va mas alla, ;por qué diferentes especies de peces, al ser expuestos
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a un téxico pueden resultar en diferentes cantidades de acumulacion de lipidos
o glicogeno?. Al parecer la respuesta en los peces varia entre especies, el

estado de desarrollo, el agente téxico y la concentracion del téxico (Wolf y
Wolfe, 2005).

Debido a que en MOAR se usa tetradxido de osmio (OsOy) en el proceso de
postfijacion se obtiene una buena fijacién de lipidos, esto es particularmente
importante porque permite determinar si las vacuolas presentadas en los
hepatocitos son de origen lipidico o hidropico, lo cual es dificil de determinar
por medio de la técnica en parafina con tincién H&E, pues ambos tipos de
vacuolas se observan como gotas hialinas citoplasmaticas. Esta alteracion ha
sido previamente reportada en trabajos toxicologicos en Cachama negra
(Colossoma macropomum) (Salazar-Lugo ef al, 2011) y en Cachama blanca
(P. brachypomus) (Eslava et al., 2007; Rondén-Barragén et al., 2007; Ramirez
et al., 2009) evaluando diferentes tipos de herbicidas y surfactantes, definiendo
que las vesiculas encontradas se frataban de lipidos en el citoplasma de los
hepatocitos y representaban una estrategia para reducir la disponibilidad de
xenobidticos lipofilicos, aunque estos trabajos se apoyaron en histologia H&E
(Eslava et al., 2007; Rondén-Barragan ef al,, 2007: Ramirez ef al., 2009).

En esta investigacion se puede decir que se presento baja vacuolizaciéon de
origen lipidico, caracteristico de hepatocitos de peces sanos o con leve
afectacién a un xenobidtico (Biagianti-Risbourg et al., 1996). Es importante
resaltar que seria apropiado realizar otro tipo de tincién como la PAS, la cual
permite tefiir glicoproteinas y mucopolisacaridos, de esta manera se podria
identificar vesiculas de glicogeno en el interior de los hepatocitos. La
cuantificacion de glicbgeno es importante puesto que permite estimar la
movilizacion de estos compuestos energéticos. Shiogiri ef al., (2012)
determinaron una reduccion de los niveles de glicégeno al interior de los
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hepatocitos de P. mesopotamicus al ser expuestos a bajas concentraciones del
herbicida Roundup® Ready.

La congestion de vasos sanguineos en el T3 se puede dar como respuesta al
estres que pudiera estar ocasionando el Roundup® Activo, al aumentarse el
flujo sanguineo para fransportar mas oxigeno € incrementar las
concentraciones de glucosa que es movilizada desde el higado hacia otros
tejidos (Carmo y Martinez, 2008), este uitimo mecanismo le permite responder
al organismo ante un aumento en la demanda energética la cual es ocasionada
por un agente toxico (Biagianti-Risbourg et al, 1996; Carmo y Martinez, 2008).

Fue posible identificar la estrecha asociacién entre el higado y el pancreas. El
pancreas se observaba como pequefias aglomeraciones al interior del higado,
poseia células acinares con nucleos sitiados central y basalmente, lo anterior
ha reportado en otras especies de peces como bagre tigrito (Pimelodus pictus)
(Olaya et al., 2007) y el lenguado japonés (Parafichthys olivaceus) (Kurokawa y
Suzuki, 1996)
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CAPITULO IX

IX. RINON
iIX.1. RESULTADOS.

fX.1.1. Rifién.

El rifidn en todos los fratamientos se observaron normales, identificando
tubulos renales compuestos de epitelio ctibico simple con nlicleos redondeados
y prominentes. Glomérulos distribuidos en Ia region intersticial del rifon
cercanos a centros hematopoyéticos. También se encontraron algunos centros
melanomacrofagos aunque sin diferencias cualitativas en los tratamientos
evaluados, simplemente lo que se pudo evidenciar como alteracion
histopatol6gica, fue una leve expansion glomerular en el T3, resultando en una
reduccion del espacio de Bowman.

La region anterior del rifin denominado cefalico o craneal present6 un tejido
renal hematopoyético con abundantes células de linea sanguinea.
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Figura 32. Rifion de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T1. A y B. Panoramica
del rifion del T1. C y D. Detalle del rifién del T1. Tejido hematopoyético (TH), eritrocitos (ER),
centros melanomacrofagos (CM), tabulos renales proximales (* blanco). A y B barra= 50 ym, C
y D barra= 20 ym.
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Figura 33. Rifion de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus) del T2y T3. A y C. detalle
rinén del T1. B. detalle rifion del T2. D. Detalle del rifén del T3. Glomérulo (G), eritrocitos (ER},
epitelio parietal de la capsula renal (EP), epitelio cilindrico cbico (EC), capilares (CP), tbulos

renales proximales (* blanco) peces ("b flechas negras gruesas). A, B, C, y D barra= 20 ym.
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Figura 34. Rifi6n cefalico de alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus). A. Panoramica
detalle ifén del T1. B, Cy D. detalle rifién del T1. Tejido hematopoyético (TH), eritrocitos (ER),
tbulos renales proximales (* blanco). A barra= 50 pym, B barra= 20 um, C y D barra= 10 pm.

IX.2. DISCUSION.

X.2.1. Rifién

En los vertebrados superiores como en los peces el rifion desempefia varias
importantes funciones para mantener la homeostasis del organismo, siendo
uno de los primeros érganos en recibir la sangre postbranquial (Charmi et a/,,
2010), por lo cual se esperaria que fuese uno de los primeros 6rganos en
afectarse por algun contaminante en el agua (Mela ef al, 2007) lo cual no
ocurrié, lo que pareceria indicar que las concentraciones subletales de
Roundup® Activo no afectan considerablemente a este organo.
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La leve disminucién del espacio de Bowman ya habia sido reportado en varias
especies de peces: en P. fineatus al ser expuesto a aguas con desechos
urbanos (Camargo y Martinez, 2007), en Lates calcarifer al ser expuesto a
cadmio (Thophon ef al, 2003).

Se podria decir que el rifién de la regién anterior de Cachama blanca P.
brachypomus es exclusivamente hematopoyético presentando pocos islotes de
tejido interrenal compuesto de tubulos y glomérulos, este 6rgano va cambiando
gradualmente de hematopoyético a renal. En Ia region caudal aumentando
considerablemente el nimero de tabulos y glomérulos presentando poco tejido
hematopoyético, el cual estaba restringido a los espacios intersticiales.
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CAPITULO X

X. CONSIDERACIONES FINALES Y CONCLUSIONES

X.1. CONSIDERACIONES FINALES.

Como se mencioné anteriormente ia casa comercial del herbicida Roundup®
Activo no especifica el tipo de surfactante, aunque en otras presentaciones de
Roundup® se usa el POEA, el cual se ha demostrado ser mas toxico que el
mismo GP (Giesy et al., 2000: Eslava et al., 2007; Contardo-Jara ef al,, 2009).

De igual manera, ocurre con el nuevo herbicida Roundup® Ready producto
disefiado para controlar malezas en plantas fransgénicas de soya en Brasil, el
cual tampoco especifica el tipo y concentracion de surfactante. Este producto
produjo dafios moderados en branquias y dafios severos en higado, a
concentraciones relativamente bajas (3.0, 3.5, 4.0, 4.5 mg/L) en el pez Pacu
(Piaractus mesobotamicus) (Shiogiri et al, 2012). Esta especie pertenece al
mismo género de la Cachama blanca (P. brachypomus), pero demostré ser
mas susceptible al Roundup® Ready presentado un concentracion letal 50
(Clso) de 3.74 mg/L (Shiogiri et al, 2012) mientras que la reportada para
Cachama blanca es de 97.47 mg/L para Roundup® Ultra (Eslava et al., 2007).

Lo anterior demuestra que cada vez que sale al mercado una nueva
presentacion del herbicida a base de GP es apremiante evaluar el efecto no
solo sobre mamiferos sino sobre organismos acuaticos como los peces.
Ademas con la renuencia e iresponsabilidad de las casas comerciales gue no
reportan el surfactante ni la concentracion, bajo la excusa de que es un secreto
comercial, es importante que las entidades de control Colombianas (ICA,
Ministerio del Medio ambiente) exijan los componentes del mismo antes de ser
aprobado su uso en los cultivos agricolas Y se deberian realizar pruebas
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preliminares con especies nativas las cuales puedan ser afectadas por estos
herbicidas.

Esta investigacion proporciona evidencias que demuestran que en
concentraciones subletales (0.1 y 1 mg/L) de Roundup® Activo, las cuales son
muy probables de encontrar en cuerpos de agua cercanos a cultivos agricolas
0 aledafios a zonas de fumigacion de cultivos ilicitos generan alteraciones
histopatoldgicas en varios érganos de la especie nativa Cachama blanca (P.
brachypomus).

Aunque son importantes los hallazgos en este trabajo, son muchas las
interrogantes que surgen al respecto y que promueven varias investigaciones
en este tema. Conociendo la capacidad de regeneracion que presentan los
peces ¢serian estos capaces de revertir el efecto adverso en los 6rganos
evaluados? si es asi ¢ Cuanto tiempo requieren?.

En cuanto a las CSMP las cuales es la primera vez que se reportan en el
sistema nervioso fras ser afectados con un herbicida, entonces surgen
nuevamente algunas preguntas ;Qué funcion cumplen las CSMP en el sistema
nervioso en peces?, para ello se deberia caracterizar inmuno-
histoquimicamente estas células para determinar cuédl es la composicion
especifica de los granulos.

Por otro lado, se deberian realizar estudios complementarios evaluando
actividad enzimatica en 6rganos blanco como rifién e higado, pues aunque no
se observen cambios morfolégicos considerables quizas si hay alteraciones
metabolicas; por lo que seria interesante evaluar enzimas de tipo oxidativo
(aspartato y alanina aminotransferasa, lactato deshidrogensa efc.) y en sistema
nervioso estudiar actividad colinesterasa.
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X.2. CONCLUSIONES.

- No se presentaron diferencias entre los tratamientos para las
variables de crecimiento y parametros productivos en los alevinos de
Cachama blanca (P. brachypomus).

- La subpoblacion de neuronas mas susceptible al efecto de las
concentraciones subletales de Roundup® Activo fue las neuronas
tipo B, las cuales presentaron menores tamarios (area, diametro y
perimetro).

- Las diferencias en el porcentaje de vesiculas citoplasméticas en las
neuronas sensoriales fue mayor en las tipo B (0-10%) con respecto a
las tipo A (0-5%).

- La principal alteracion morfolégica en las neuronas sensoriales de los
alevinos de Cachama bilanca (P. brachypomus) expuestos a
concentraciones subletales de Roundup® Activo fue las vesiculas
citoplasmaticas y los nucleos migrados.

- Se identificaron CSMP en los hemisferios telencefalicos del T2 y T3,
siendo mé&s abundantes en este ditimo. Asi mismo, se encontro este
tipo de células en los ganglios de la raiz dorsal asociadas a neuronas
tipo A, B y haces nerviosos.

- Las branquias de los alevinos de Cachama blanca (P. brachypomus)
expuestos a concentraciones subletales de Roundup® Activo
preésentaron un mayor dafio en T2 que en T3. El dafio se caracterizo
por edemas, desarreglo de células pilares, aneurismas, leve
desprendimiento epitelial, hipertrofia e hiperplasia de células de cloro
y moco.

- ElI higado presentd alteraciones histopatologicas  leves,
caracterizadas en el T2 como un ligero desplazamiento de los
nucleos de los hepatocitos Yy aparicion de algunas vacuolas
picndticas, mientras que el T3 adicionalmente hubo cambios
microcirculatorios y un incremento en la heterogeneidad de los
hepatocitos.

- El rifién no exhibi6 alteraciones considerables en ninguno de los
tratamientos evaluados.
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