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Resumen

En la actualidad existe evidencia de los efectos deletéreos de la exposicion de diferentes especies animales a xenobidticos,
incluyendo herbicidas, pesticidas y plaguicidas.. En la literatura se han descrito los efectos de herbicidas tales como el
glifosato en sistemas organicos como el respiratorio y el tegumentario en peces, sin embargo, reportes acerca del efecto
de dichos productos en el sistema inmune de animales acudticos son tan escasos como necesarios. La alteracién de la
dindmica y equilibrio de la respuesta inmune pudiera estar generando efectos importantes sobre la capacidad del pez
para sobrevivir en el medio. El presente trabajo evalué el efecto del glifosato (Roundup®) y surfactantes acompanantes
(Cosmoflux® 411F), sobre el estado oxidativode la cachama blanca (Piaractus brachypomus) en un periodo de 14 dias de
exposicion cronica subletal. Se evidencié que el glifosato(Roundup®) asi como la mezcla de este con el surfactante induce
aumento de la actividad oxidativa (estrés oxidativo) en los animales expuestos. Estos efectos fueron mayores cuando se
expusieron a la mezcla atribuyendo un efecto importante al surfactante. De la misma manera el articulo se aproxima al
soporte fisiopatoldgico de estos hallazgos.

Palabras clave: Cachama blanca, Cosmoflux® 411F, estrés oxidativo, glifosato, inmunotoxicologia

Abstract

Currently, there is evidence of deleterious effects of xenobiotic exposure (including herbicides, pesticides and plaguicides)
in several animal species. Effects of glyphosate on organic systems such as respiratory and tegumentary system have been
described; however, the effects of this kind of xenobiotics on immune system of non-target animals, including aquatic
animals are as scarce as necessary. Dynamic and equilibrium alterations of the immune response could be eliciting impor-
tant effects on ability of fish to survive in the environment challenge. This current work assessed the effect of glyphosate
(Roundup®) and added surfactants (Cosmoflux® 411F), on oxidative status of red-bellied pacu (Piaractus brachypomus) in
a 14-day period of chronic sublethal exposure. It was evident that glyphosate Roundup® as well as its mixture with sur-
factant induce an increase on oxidative activity (oxidative stress) in exposed animals. These effects were higher in animal
exposed to the mixture than Roundup® alone, giving an important role of surfactant on the effect. In the same way, article
approaches to pathophysiological support of these findings.
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Resumo

Actualmente, ndo existe evidéncia de efeitos deletérios da exposicdo xenobidticos (incluindo herbicidas, pesticidas, etc)
em diversas espécies animais. Efeitos do glifosato em sistemas organicos, tais como as vias respiratorias e tegumentar tém
sido descritos, no entanto, os efeitos deste tipo de xenobidticos sobre o sistema imune de animais nao-alvo, incluindo os
animais aquaticos sdo tao escassos que for necessario. Alteracoes dinamicas e equilibrio da resposta imunitaria poderia ser
provocando efeitos importantes sobre a capacidade de peixe para sobreviver no ambiente desafio. O presente trabalho
avaliou o efeito de glifosato (Roundup®) e surfactantes (agregado Cosmoflux® 411F), sobre o estado oxidativo de Cachama
blanca (Piaractusbrachypomus) em um periodo de 14 dias de exposicdo subletal cronica. Era evidente que Roundup®, assim
Ccomo a sua mistura com um agente tensioactivo induzir um aumento na actividade oxidativa (stress oxidativo) nos animais
expostos. Estes efeitos foram mais elevados em animais expostos a mistura de Roundup® por si s6, dar um importante
papel de agente tensioactivo sobre o efeito. Da mesma forma, o artigo aborda a apoio fisiopatolégico dessas descobertas.

Palavras-chave: Cachama blanca, Cosmoflux® 411F, estresse oxidativo, o glifosato, imunotoxicologia

Introduccién

El sistema inmune es capaz de modular y generar res-
puestas, celulares o humorales, frente a los factores
medioambientales, principalmente agentes poten-
cialmente lesivos asi como a fenémenos propios del
cuerpo como la remocién de células senescentes,
procesos autoinmunes o neoplasicos. En la literatura
se encuentran descritos los efectos de herbicidas ta-
les como el glifosato en sistemas organicos como el
respiratorio y el tegumentario en peces, sin embargo,
reportes acerca del efecto de estos productos en el
sistema inmune de animales acudticos son tan escasos
como necesarios (Neskovic et al., 1996; Szarek et al.,
2000; Jiraungkoorskul et al., 2002; Eslava-Mocha et al.,
2007; Ramirez-Duarte et al., 2008).

La alteracion de la dinamica y equilibrio de la respues-
ta inmune podria estar generando efectos importan-
tes sobre la capacidad del pez para sobrevivir en el
medio. Dada ademas por alteraciones metabdlicas y
enzimaticas (incremento en los niveles de glucosa, al-
teracion de la funcién colinesterasa; (Glusczak et al.,
2006; Glusczak et al, 2007; Suarez et al., 2007) las
cuales pueden repercutir en el desempeno de funcio-
nes inmunes basicas y en la dindmica del sistema ner-
vioso, con lo cual se hace hincapié en la necesidad de
dilucidar estos procesos.

Se han encontrado evidencias anatomopatoldgicas de
alteraciones del sistema respiratorio, sistema digestivo
y del sistema nervioso central (SNC) de la cachama
blanca (Piaractus brachypomus) expuestas a Glifosa-
to y surfactantes acompanantes (Eslava-Mocha et al.,
2007; Rondén-Barragan et al., 2007; Ramirez-Duarteet
al.,, 2008). En las lesiones del SNC se han involucrado
células granulares eosinofilicas/células mast (EGC/CM)
y células gliales asociadas a somas neuronales, los cua-
les presentan cambios degenerativos y muerte celular,
posiblemente relacionados con fenémenos de apopto-
sis. Las EGC/CM asi como células gliales corresponden

a lineas celulares pertenecientes al sistema inmune
y que regulan la dindmica de reparacion: remocion
a nivel cerebral asi como median algunos procesos
vasculares importantes, la dilucidacion del efecto de
dicho xenobidticos sobre el sistema inmune permiti-
rd la comprension mas amplia de los fendmenos de
respuesta subyacentes. Los posibles mecanismos del
efecto de los herbicidas sobre el sistema inmune ya
han sido revisados anteriormente (Rondon-Barragan et
al,, 2010).

El glifosato (N-fosfonometil glicina, GP) es un herbici-
da sistémico, no selectivo de amplio espectro (WHO,
1994), el cual se ha usado para el control de plantas
anuales y perennes (WHO, 1994; Kaczewer, 2002) y
que ejerce su accion mediante la inhibicion de la sinte-
sis de aminoacidos aromaticos - triptéfano, fenilalanina
y tirosina - en las plantas (Williams et al., 2000), a través
de la supresién de una enzima de la via del chikima-
to (Haney et al, 2002), lo cual reduce la produccion
de proteina de la planta y, de este modo, inhibe el
crecimiento de la misma (Williams et al., 2000). La via
del acido chikimico estd ausente en mamiferos, peces,
aves, reptiles e insectos (Murtaza & Stallings, 2001).
En Colombia es utilizado el producto Roundup® (p.a.
Glifosato) en la aspersion de cultivos, para la deseca-
cion de granos y, por via aérea, como madurante de
la cafa de azicar y como desecante del sorgo (Nivia
& Sanchez, 2001).

Para permitir al glifosato atravesar y adherirse fuerte-
mente a la superficie cuticular de las hojas se le adi-
cionan diversas sustancias tales como emulsificantes,
solventes y surfactantes (como la Polioxietilamina
-POEA, incluido en la presentacion comercial), en sus
diferentes presentaciones comerciales; los cuales son
quimicos que pueden llegar a ser mas peligrosos que
el principio activo. El Glifosato junto con el POEA ha
evidenciado un efecto sinérgico entre ellos, demos-
trandose ademds que el surfactante es mas téxico que
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el glifosato mismo. Se ha demostrado que el POEA
contenido en el Roundup® puede interferir con la
respiracion cutanea de las ranas y la respiracion bran-
quial en renacuajos (Folmar et al., 1979), al igual que
producir alteraciones en el tejido branquial de los pe-
ces, y su toxicidad tiende a ser mayor con periodos
de exposicion mas prolongados. En Colombia, espe-
cificamente, se establecio el uso del Cosmoflux® 411F
como surfactante, pero su composicion atin no ha sido
detallada.También se adiciona el compuesto antiespu-
mante Cosmo-in D (Nivia & Sanchez, 2001). Ademas,
al conocimiento de los investigadores no existen sufi-
cientes estudios sobre los efectos del aditivo, solo o en
combinacién con Roundup Ultra®; de este modo, no
hay bases que respalden la seguridad de su uso sobre
la poblacién, cultivos de alimento y fuentes de agua.

El GP solo es considerado levemente téxico para los
peces (ClLso mayor a 10 mg/L), mientras el Roundup®
es considerado toxico para algunas especies de peces,
teniendo Clses para Roundup® en un rango de 2 a 55
mg/L (WHO, 1994) y, en ensayos realizados en cacha-
ma blanca (Piaractus brachypomus), se ha estimado
un valor de 97,47 mg/L (Ramirez-Duarte et al., 2008).
Los efectos subletales del GP sobre los peces incluyen
nado erréatico, dificultad respiratoria y alteraciones en
la alimentacién, migracién y reproduccion, ademas de
incrementar la probabilidad de ser predados (Morgan
etal, 1991; McComb et al,, 2008; Eslava-Mocha et al.,
2007).

Los posibles mecanismos por los cuales los surfactan-
tes pueden ejecutar efectos biologicos o influir en la
toxicidad del glifosato incluyen: a) reduccion de la
tension superficial; b) alteracion de la permeabilidad
de membranas bioldgicas y barreras de difusion o
procesos de transporte de membrana, incluyendo la
permeabilidad al glifosato y/o interactuando directa-
mente con el glifosato modificando, de este modo, la
disposicion del herbicida (Diamond & Durkin, 1997).
En trabajos de Rondén-Barragan et al,, (2007) se han
descrito los efectos toxicos asociados a la exposicion
al surfactante Cosmoflux 411F®, ademas se determi-
n6 una Clso a 96 horas de 4417,99 mg/L en cachama
blanca evidenciandose lesiones branquiales, hepaticas
y en el sistema nervioso central similares a las descritas
para el Roundup®.

Se ha demostrado el efecto deletéreo de la exposi-
cion a herbicidas sobre el sistema inmunede diversos
animales incluyendo bovinos (Sivikova & Dianovsky,
2006), ovinos (Pistl et al., 2002; Pistl et al., 2003), rato-
nes (Studnicka et al., 2000; Sheil et al., 2006; Pinchuk
et al., 2007), ranas (Kiesecker, 2002), almejas (Elanda-
lousi et al., 2008), langostas (Sun & Ye, 2009) asi como

en el ser humano (Lima & Vega, 2005; Cabassi, 2007;
Martinez et al., 2007; McClure et al., 2001). Particular-
mente en peces, Fatima et al. (2007) han demostrado
que una mezcla de herbicidas, genera un bloqueo del
sistema de defensa antioxidante enzimatico, causando
dano celular y estrés oxidativo; lo cual interfiere con la
actividad fagocitica y lisosémica, generando inmuno-
supresion. Por otra parte, Rice et al. (1996) describen
que la capacidad de respuesta inmune en los peces se
ve afectada negativamente tras la exposicion a diferen-
tes pesticidas y herbicidas incluyendo metales. Recien-
temente, Salazar-Lugo et al., (2009) demostraron que
en tambaqui (Colossoma macropomum) expuestos a
Paraquat se evidencia una disminucion significativa en
la capacidad bactericida de los leucocitos asi como
una disminucién en la concentracién de leucocitos cir-
culantes, principalmente neutréfilos.

El sistema inmune es mas sensible a los xenobiéticos y
reacciona mas rapidamente que otro sistema, incluso
a concentraciones mas bajas que las requeridas para
evocar una respuesta toxica sistémica aguda (Salazar-
Lugo et al., 2009), por lo tanto sus componentes son
candidatos para ser utilizados como biomarcadores
en estudios de inmunotoxicologia. El presente trabajo
tiene como objetivo evaluar el efecto del glifosato y
surfactantes acompanantes, asi como de su mezcla,
sobre la respuesta inmune de la cachama blanca (Pia-
ractus brachypomus), intentando aproximarse a la fisio-
patologia de dichos hallazgos.

Materiales y métodos

Animales

En el presente trabajo se utilizaron alevinos de cacha-
ma blanca (Piaractus brachypomus), de 3,96 = 0,65 g
de peso, clinicamente sanos, obtenidos de la estacion
piscicola del Instituto de Acuicultura de los Llanos
Orientales (IALL), criados en estanques en tierra. El tra-
bajo se realiz6 en el Laboratorio de Toxicologia de la
Universidad del Tolima, (Ibagué, Tolima) y en el labora-
torio de Diagnéstico Veterinario de la Universidad del
Tolima, adscrito a la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia.

Los animales fueron alojados en acuarios de vidrio a
una densidad menor o igual a 1g/L como lo indica la
OECD (1992) para la aclimatacién y experimentacion,
acondicionados con aireacion constante, sin filtro. Los
peces fueron alimentados dos veces al dia con con-
centrado MOJARRA al 30 % de proteina (elaborado
por SOLLA®) con una racion correspondiente al 2 % de
la biomasa total, siendo adicionado el alimento a cada
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acuario acorde con el peso total de cada grupo, de
forma gradual hasta el cese en el consumo.

Diariamente, durante el periodo de aclimatacion y en
el transcurso de la fase experimental, en cada grupo,
para cada ensayo, fueron medidos los parametros de
calidad de agua correspondientes a: pH, sélidos di-
sueltos, temperatura (pHMeter Multiparametric Han-
na Instruments®) y oxigeno disuelto (OXXI 330i/set
Germany). lgualmente, se realizé recambio diario del
50 % del volumen de agua con mantenimiento de la
concentracion correspondiente en cada grupo experi-
mental mediante la adicion de la mitad de la sustancia
experimental requerida.

Sustancias experimentales

El Roundups.® (MONSANTO COMPANY) es un her-
bicida compuesto de 48% de sal Isopropilamina de
glifosato, surfactante POEA y agua. Los componentes
descritos del Roundups.® son los mismos del Roundup
Ultra®, difiriendo en la concentracién de sus compo-
nentes.

El Cosmoflux® 411F (COSMOAGRO, Colombia) es un
surfactante que contiene como ingredientes activos
una mezcla de sustancias tensoactivas estereoespecifi-
cas no-ionicas basados en alcoholes lineales etoxilados
propoxilados con pequefas cantidades de un com-
puesto aril etoxilado y aceite isoparafinico.

Ensayo de toxicidad cronica

Se realizaron dos experimentos correspondientes a los
ensayos, siendo el primero con Roundups.® y el segun-
do con la mezcla Roundups.® y Cosmoflux® 411F. Para
cada uno de los experimentos se utilizaron dos repli-
cas. Cada grupo experimental consté de 20 animales.
Previo al experimento los peces fueron sometidos a
un periodo de aclimatacién de 15 dias. Antes de la
aclimatacion, los peces fueron sometidos a un bano
con cloruro de sodio (NaCl) al 3 % durante 20 minutos
con el objetivo de eliminar ectoparasitos de acuerdo
con lo descrito por Floyd (1995). Se utilizaron alevi-
nos de cachama blanca y fueron dispuestos seguin las
normas de la OECD (1992). El tiempo experimental fue
de 14 dias a exposicion cronica basada en la concen-
tracion letal reportada por Eslava-Mocha et al., (2007),
Rondon-Barragan et al, (2007) y Ramirez-Duarte et
al., (2008), siendo de 10 pg/L (Tratamiento 1), 100
pg/L (Tratamiento Il), 1000 pg/L (Tratamiento Ill) de
glifosato y a 1000 pg/L de Roundup® mas 22,7 ug/L
Cosmoflux® 411F, en una proporcién 44:1 Roundup®:
Cosmoflux® 411F (Tratamiento V). Con su respectivo
grupo control (Tratamiento 0).

Hematologia

Se realiz6 extraccion de sangre por venipuncion cau-
dal a la altura de la insercion de la aleta anal, 1 a 1,5
cm por debajo de la linea lateral,con uso de jeringa
con capacidad para 1T mL con heparina sédica como
anticoagulante y aguja nimero 30. Se determiné el
hematocrito mediante el uso de capilares para micro-
hematocrito, centrifugandoa 2500 g por 5 minutos. Se-
guidamente, fue determinado el leucograma mediante
andlisis de extendidos sanguineos, los cuales fueron te-
nidos con Hemacolor® (Merck Chemicals, Germany),
para realizar los recuentos diferenciales y estudiar las
caracteristicas morfoldgicas pos exposicion.

Explosion respiratoria

Para evaluar la respuesta inmune se utilizé el método
de reduccion de nitroblue tetrazolium (NBT) por ensa-
yo espectrofotométrico descrito en Mohanty & Sahoo
(2010). Brevemente, 0,1 mL de sangre se dispuso en
una placa de microtitulos (fondo en U de 96 pozos)
y luego se adicion6 una cantidad igual de solucién al
0,2% de NBT. Después de la incubacion a temperatura
a 25 °C por 30 min, se remueve 0,05 mL de la suspen-
sion NBT-células sanguineasy se agrega a un tubo que
contenia 1,0 mLde N,N dimetil formamida. Después
de la centrifugacién a 2000 g x 5 minutos, se realizé
la lectura de la densidad 6ptica del sobrenadante en
lector de placas ELISA (espectrofotometro) (ELx-800;
Biotek® Instruments, Inc. USA) a 620 nm.

Indice hepatosomdtico

El indice hepatosomatico de cada animal se determind
en cada etapa muestreal por medio de la férmula:

indice hepatosomatico: Peso higado/Peso corporal x
100.

Los higados al igual que los peces completos fueron
pesados mediante balanza analitica (ADAM® 250 x
0,0001 g).

Muestreo de los peces

Para cada uno de los ensayos, previo al inicio del pe-
riodo de aclimatacion, los animales fueron anestesia-
dos con Eugenol (30 mg/L) para morfometria.

Los muestreos fueron realizados los dias 1, 4, 8, 11
y 14 post-exposicion tomando en cada uno de los
dias 4 animales por tratamiento. Al cabo de la fase
experimental se registré la mortalidad de cada grupo.
A los peces de cada tratamiento se les realizé examen
necropscopico segin los lineamientos descritos por
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Reimschuessel et al. (1988) y Yanong (2003). El higa-
do fue extraido en su totalidad para calcular el indice
somatico.

A los 6rganos que lo ameritaron a la necropsia se les
tomo6 muestra para histopatologia las cuales fueron fi-
jadas en formalina bufferada al 3,7 %, y cortadas de
4 - 5 pm de grosor para procedimientos histopato-
l6gicos tenidos con hematoxilina y eosina (H&E). La
evaluacion histopatoldgica fue realizada en un micros-
copio optico Leitz Aristoplan (Germany).

Andlisis estadistico

Se utilizé un disefo experimental completamente
aleatorizado efecto fijo balanceado con la técnica de
ANOVA y MANOVA donde las variables de respuesta
fueron: densidad 6ptica, hematocrito, leucograma,

porcentaje de neutrdfilos, linfocitos, monocitos, basé-
filos, eosindfilos y proporcion neutréfilos: linfocitos e
indice hepatosomatico. El modelo se ajusté de acuer-
do al siguiente diagrama:

T Yij=u+Tl+¢i(l) §

Donde y es la media, Ti el efecto tratamiento, y €j(i) el error
experimental.

Se utilizaron las pruebas de comparacion mdltiple de
Tukey y andlisis candnico de indice ortogonal con un
95 % de confiabilidad. Se validaron los supuestos del
modelo y se empleé un andlisis descriptivo explora-
torio unidimensional para hallar media, desviacion y
coeficiente de variacion. Los datos se transformaron
mediante arco seno debido al incumplimiento de los
mismos. Los datos son presentados como el promedio
* error estandar de la media (ESM). Los resultados fue-

Tabla 1. Valores de peso corporal (promedio + desviacién estdndar), de higado e indice hepatosomatico en alevinos de cachama
blanca expuestos a diferentes concentraciones de la mezcla Glifosato (Roundup®) mas Cosmoflux® 411F

Dia Variable T1 T2 T3 T4 C
PA 4.78 £0.92 3.90 £ 1.20 4.40 £ 1.55 3.65 £ 1.01 3.09+1.13
1 PH 0.11 £0.04 0.12 £0.05 0.12 £0.04 0.10 £0.02 0.06 £0.02
IHS 241 +£1.12 3.23£1.38 2.87 £0.92 3.05+1.25 2.41 +£1.01
PA 4.22+£0.73 5.13+0.73 494 +£1.53 4.22 £0.49 3.20 £ 0.66
4 PH 0.16 £ 0.04 0.16 £0.04 0.17 £0.06 0.15 £ 0.04 0.11 £0.04
IHS 3.88+£1.13 3.88+1.13 3.56 £0.39 3.56 £0.84 3.66 £ 0.95
PA 5.10 £ 0.55 5.21+1.23 494 +£1.12 6.81 £0.99 417 £0.57
8 PH 0.19 £0.01® 0.15+0.01° 0.16 £ 0.04° 0.25 +£0.03° 0.15 £ 0.02°
IHS 3.81+£0.83 2.89+0.48 3.22+£0.39 3.74 £ 0.46 3.57£0.25
PA 5.16 £0.48 5.21+£0.14 5.87 £1.90 5.01 +0.47 5.94 £ 0.67
11 PH 0.18 £0.03 0.13 £0.004 0.15+£0.46 0.16 £0.015 0.19 £0.02
IHS 3.47 £0.55 26 +0.11 2.65+£0.25 3.21+£0.49 3.31+£0.59
PA 6.76 £0.81 5.75+£0.69 7.33+1.61 6.30 £ 1.47 5.45 £ 0.50
14 PH 0.15 £ 0.01 0.13 £0.02 0.22 £0.07 0.19£0.03 0.15+0.04
IHS 221+0.2 2.37%£0.22 2.93 £0.58 3.13 £0.49 2.83 £0.69

PA= Peso de los animales; PH= Peso delos Higados; IHS= indice Hepatosomatico. T1: 10 pg/L de glifosato (Roundup®); T2:100 pg/L de gli-
fosato (Roundup®); T3: 1000 pg/L de glifosato (Roundup®), T4: 1000 pg/L de glifosato (Roundup®) mas 22,7 pg/L Cosmoflux® 411F, en una
proporcién 44:1 glifosato (Roundup®): Cosmoflux® 411F y C: grupo control. Valores con letras diferentes denotan diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05)
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ronanalizados mediante el software SAS/STAT® version
9.0.

Resultados

Referente a los parametros de calidad de agua no se
evidenciaron diferencias significativas entre tratamien-
tos y réplicas experimentales. Dichos parametros es-
tuvieron dentro del rango de confort descrito para la
especie (temperatura 27,2 £0,11; pH 6,28 £ 0,07; Du-
reza 28 £ 0,1 mg/L).

De la misma manera los animales experimentales no
presentaron diferencias significativas en su peso (Tabla
1). El peso del higado solo presenté diferencias signi-
ficativas en los animales al dia 8 del muestreo siendo
mayor este peso para los animales expuestos al trata-
miento 1V, i.e. mezcla de 1000 pg/L Roundup®: 22,7
pg/L Cosmoflux® 411F; con respecto a los demas gru-
pos experimentales incluyendo el grupo control. No
obstante, no se presentaron diferencias en el indice
hepatosomatico, indicando asi que esta diferencia es
relativa a los animales de los grupos experimentales
mds no una hepatomegalia.

No se presenté mortalidad durante el periodo de acli-
matacion ni en la fase experimental en ninguno de los
tratamientos incluido el grupo control, esto debido
principalmente al caracter subletal de la prueba. Los
animales del tratamiento |, Il y lll, redujeron moderada-
mente su consumo de alimento y demostraron menos
avidez, en comparaciéon con los animales del grupo
control. Al examen de necropsia, el higado de los ani-
males del tratamiento Il y IV mostré una coloracion
blanquecina, principalmente en la porcion caudal asi

como arborizacion, diciente de procesos congestivos
(Figura TA-B). Dicha arborizacion fue mas evidente en
la cara visceral del 6rgano. Ademas, los higados pre-
sentaron consistencia friable y en solo 3 animales se
observé aparente hepatomegalia.

Histopatologia

Al andlisis histopatoldgico del higado en los animales
expuestos a glifosato (Roundup®) asi como para los
expuestos a la mezcla con Cosmoflux® 411F, se ob-
servaron lesiones focales caracterizadas por hepatoci-
toscon una menor densidad celular, citoplasma claro,
compatible con cambios grasos (Figura 3 y 4); estas
lesiones fueron dependientes de la concentracion
siendo mas severas en las concentraciones altas. Ade-
mas se evidenciO desplazamiento del nicleo de los
hepatocitos hacia la periferia asi como vacuolas lipidi-
cas grandes. Estos hallazgos no fueron evidentes en el
grupo control (Figura 2). Asi mismo a nivel branquial
se evidencio, en los animales expuestos a los xeno-
bidticos, hiperplasia interlamelar de leve a moderada
acompanada de infiltracion de células mononucleares,
en una manera dependiente de la concentracién (Fi-
gura 6). Estos cambios no se presentaron en el grupo
control (Figura 5).

Hematologia

Los animales de los tratamientos lll y IV, evidenciaron
la sangre de color oscura con respecto a los demas
tratamientos incluyendo el control. Con respecto al he-
matocrito se evidencié un aumento de este parametro
en los animales expuestos en todos los tratamientos

Figura 1.A. Higado de cachama blanca, grupo control (T0). B. Higado de cachama blanca expuesta a 1000 pg/L de Glifosato
(Roundup®) mds 22,7 pg/L Cosmoflux® 411F (T4). La flecha y la cabeza de flecha indican una extensa area del 6rgano con un color

blanquecino y congestién, respectivamente
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Figura 2. Higado de cachama blanca correspondiente al grupo control (T0). Se observan estructura normal de los hepatocitos.
H&E 40x.

Figura 3. Higado de cachama blanca expuesta a 1000 pg/L de glifosato(Roundup®)(T3). Se observan lesiones focales leves con
citoplasma claro, compatible con cambios grasos. Se evidencia ademds desplazamiento del ntcleo de los hepatocitos hacia la
periferia asi como vacuolas lipidicas grandes (cabeza de flecha). H&E 40x.

Figura 4. Higado de cachama blanca expuesta a 1000 pg/L de glifosato(Roundup®) mas 22,7 pg/L Cosmoflux® 411F (T4). Sepre-
sentaron patrones multifocales de lesiones compatibles con cambios grasos, caracterizados por citoplasma claro (hialino). Se
evidencia ademds desplazamiento del nicleo de los hepatocitos hacia la periferia (flecha) H&E 40x.
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Figura 6. Branquia de cachama blanca expuesta a 1000 pg/L de glifosato (Roundup®) mds 22,7 pg/L Cosmoflux® 411F (T4).Se
evidencia hiperplasia interlamelar leve, acompafiada de infiltrado mononuclear, diciente de un proceso inflamatorio (flecha) H&E

40x.

con respecto al grupo control al dia 14 de exposicion.
Se evidenciaron diferencias significativas en los anima-
les expuestos a los xenobidticos con respecto al con-
trol a excepcion del dia 8 cuando no se presentan tales
diferencias (Figura 7).

Actividad de explosién respiratoria

La explosion respiratoria presenté diferencias significa-
tivas en todos los animales expuestos a los xenobio-
ticos con respecto al control, excepto del octavo dia
post-exposicion (dpe) en el cual no se evidenciaron
dichas diferencias. Para el 1 dpe se evidencio en el
tratamiento | niveles disminuidos de actividad oxidati-
va, con respecto a los demds tratamientos. No obstan-
te estos niveles se elevaron el dia 14 donde presentd

niveles de actividad oxidativa por encima de los evi-
denciados en el grupo control. EI11 dpe los niveles
de actividad oxidativa de los tratamientos tuvieron una
tendencia al incremento sin diferenciarse estadistica-
mente de los animales del grupo control (Figura 8).

Los animales experimentales no mostraron diferencias
significativas en los valores de recuento diferencial leu-
cocitario, sin embargo el valor de monocitos se encon-
tr6 en el limite superior. La proporcion deneutrofilos
y linfocitos fue mayor en los animales expuestos a
concentraciones de 1000 pg de Glifosato (Roundup®)
(0,2 £0,04) asi como a la mezcla con Cosmoflux® 411F
(0,25 = 0,03)comparados con el control (0,08 + 0,01)
(p<0,05). En el presente trabajo fue posible evidenciar
en los animales experimentales un nivel mas alto de
células blasticas en los individuos expuestos frente a
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Figura 7. Valores de hematocrito en cachama blanca expuesta a diferentes concentraciones de glifosato (Roundup®) asi como
de glifosato mas Cosmoflux® 411F. Se evidenciaron diferencias significativas en los animales expuestos a los xenobidticos con res-
pecto al control a excepcién del dia 8 cuando no se presentan tales diferencias. Barras con letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05).

Actividad de explosion respiratoria
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Figura 8. Valores de densidad 6ptica en cachama blanca expuesta a diferentes concentraciones de glifosato (Roundup®) asi como
de glifosato mas Cosmoflux® 411F. Se evidenciaron diferencias significativas en los animales expuestos a los xenobidticos con res-
pecto al control a excepcién del dia 8 cuando no se evidenciaron tales diferencias. Barras con letras diferentes denotan diferencias
estadisticamente significativas. (p<0.05).
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los animales del grupo control. No obstante la presen-
tacion de estas células blasticas no fue mayor a con-
centraciones mds altas.

Discusién

En el presente estudio, los alevinos de cachama blanca
expuestos a diferentes concentraciones de Glifosato
(Roundup®) asi como de la mezcla con Cosmoflux®
411 F, evidenciaron un incremento en la actividad de
explosion respiratoria (estrés oxidativo), asi como una
alteracion de la proporcion de neutréfilos y linfocitos
sanguineos.Ademas fueron evidentes cambios histopa-
tologicos hepaticos (compatibles con cambios grasos)
y lesiones branquiales (hiperplasia interlamelar leve).

En el presente estudio no se evidencié cambios en el
indice hepatosomético de los animales experimenta-
les, similar a lo descrito en otros trabajos (Velisek et
al., 2010). Eason & Scanlon (2002) demostraron que la
exposicion a atrazina y glifosato no indujoaumento de
peso del higado. No obstante, los animales expuestos
a glifosato mostraron un mayor porcentaje de grasa
hepatica en comparacion con los expuestos a atrazina
y el grupo control. Por otra parte, Yi et al,, (2007a) y
Mikula et al.,, (2009) encontraron que en carpa, Ca-
rassius auratus, expuesta crénicamente al herbicida
Alachlor presentaron una disminucién del indice hepa-
tosomatico; como también fue descrito por Ariyoshi
et al., (1990); Ariyoshi et al,, (1991) en animales ex-
puestos a surfactantes. Sin embargo, existen algunos
trabajos que demuestran un elevado indice hepatoso-
matico en animales expuestos a herbicidas (Figueire-
do-Fernandes et al., 2006; Stephensen et al., 2000; Yi
et al., 2007b; Yang et al., 2010).

Los cambios blanquecinos en superficie del higado,
compatibles con degeneraciéon grasa hepatica, fueron
leves en los animales expuestos en los tratamientos T3
y T4. Dichos cambios han sido reportados en anima-
les expuestos a xenobidticos y especificamente glifo-
sato (Roundup®), al surfactante (Cosmoflux® 411F) asi
como a su mezcla (Eslava-Mocha et al., 2007; Rondon-
Barragan et al., 2007; Ramirez-Duarte et al., 2008; Ve-
lisek et al., 2010).

Esta degeneracion grasa puede estar relacionada con
la hipoxia sistémica (debido a hiperplasia interlamelar
leve, que limita la difusién del oxigeno a la sangre (Fi-
guras 5y 6) que conduce a una inhibicién del proce-
so de beta-oxidacion de las grasas, permitiendo asi la
acumulacion de las mismas en el tejido hepatico. Sin
embargo esta acumulacién pueden ser consecuencia
de un daho mitocondrial que disminuye la beta oxi-
dacion de los acidos grasos a cetonas (Myers y Mc-

Gavin, 2007). Szarek et al., (2000) demostraron dano
mitocondrial en hepatocitos de carpas expuestas a la
formulaciéon comercial Roundup® asi como la forma-
cion de figuras de mielina en el tejido hepatico, las
cuales corresponden en su gran mayoria a fosfolipidos
destruidos y acumulados en el citoplasma (Myers &
McGavin, 2007). Ademas, pueden presentarse leves
alteraciones en la sintesis proteica, especificamente de
lipoproteinas necesarias para la liberaciéon y transpor-
te de los lipidos desde los hepatocitos (Jones et al.,
1997). No obstante, algunos autores han descrito di-
chas vacuolizaciones como estrategias para disminuir
la disponibilidad de xenobiéticos lipofilicos (Cooley
et al., 2000; Sarkar et al., 2005). Estas vacuolizaciones
han sido descritas en otras especies expuestas al glifo-
sato (McComb et al., 2008) asi como en otros tejidos
diferentes al hepatico (Dallegrave et al., 2007). Acorde
con estudios previos en otras especies de peces, los
hallazgos de este trabajo sugieren que los compuestos
Glifosato y Cosmoflux 411® F, tienen la capacidad de
inducir degeneracion grasa del higado de la Cachama
blanca en forma leve o moderada. El efecto modera-
do de dichos compuestos podria deberse a la dosis y
tiempo de exposicion evaluada. Se hacen necesario
estudios adicionales e incluir tiempos de exposicion
prolongados, asi como los efectos agudos dentro de
los primeras 24 h de exposiciéon, dado que esta espe-
cie aparentemente tiene un alto grado de adaptaciéon
metabdlica.

Hematologia

Los cambios en la coloracion de la sangre (apariencia
mas oscura) en los tratamientos expuestos a los toxicos
pueden deberse a la formacién de carboxihemoglobi-
na. No obstante el origen de esta carboxihemoglobina
se descarta por efecto del Eugenol, pues aun cuando
este produce depresion del centro respiratorio, los ani-
males fueron venipunzados antes del cese de los mo-
vimientos operculares, ademds estuvieron expuestos el
mismo tiempo de anestesia que el grupo control. Por
otra parte la coloracién oscura de la sangre puede de-
berse a fenémenos de hipoxia generados por hiperpla-
sia interlamelar que disminuye la difusion del oxigeno
al espacio vascular branquial, sin embargo, dicha hiper-
plasia fue leve en los animales expuestos. Estas lesiones
de hiperplasia interlamelar branquial han sido descritas
por otros autores como respuestas adaptativas frente
a polutantes en el agua (Mallat, 1985; Nescovik et al.,
1996; Eslava-Mocha et al, 2007; Rondén-Barragan et
al.,, 2007; Ramirez-Duarte et al., 2008).

Por otro lado, la exposicion a surfactantes reduce la
hematosis branquial provocando una disminucién en
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su actividad fisiolégica de forma reversible (Fonseca
et al., 1997). Cabral et al. (1999) encontraron que el
Genapol® a concentraciones subletales (0,75 mg/L) in-
duce cambios dramaticos en el consumo de oxigeno
asociados con una reduccion en la tasa metabdlica,
debido al desarrollo de dafos branquiales en el “mos-
quitofish”. Estos danos branquiales han sido descritos
como lisis de células epiteliales branquiales Onchor-
hynchus mykiss (Partearroyo et al., 1991) asi como se
han descrito otras lesiones vasculares, tales como el
aneurisma(Eslava et al., 2007; Rondén-Barragén et al.,
2007; Ramirez-Duarte et al., 2008; Jiraungkoorskul et
al., 2002) las cuales no fueron evidentes en el presen-
te trabajo. Asi se concluye que la exposicion subletal
de alevinos de cachama blanca a las concentraciones
evaluadas de Glifosato y Cosmoflux® 411F induce le-
siones branquiales. Se sugiere ademas la evaluacion
de los efectos agudos de dicha exposicion dentro de
las primeras 24 horas, pudiendo correlacionarse con
la capacidad de adaptacion metabdlica de la especie.

Diversos estudios han demostrado cambios en los
parametros hematolégicos en animales expuestos a
pesticidas (Velisek et al., 2009; Salbego et al., 2010).
En el presente estudio se evidencié un aumento en
el hematocrito de los animales expuestos a Roundup®
y a la mezcla con Cosmoflux® 411F, en comparacion
con el grupo control, esto se debe posiblemente a una
respuesta adaptativa (compensatoria) a fenémenos hi-
poxicos o procesos de hemolisis.Sin embargo parecen
existir diferencias en la respuesta en diversas especies,
e.g. en la Piava (Leporinus abtusidens) expuestas al gli-
fosato, se observé una reduccion en el valor del hema-
tocrito (Salbego et al., 2010)

Ademas, este incremento en el hematocrito puede de-
berse a un incremento en el ndmero total eritrocitos
inducido por la exposicion al toxico. Asi, Velisek et
al, (2010) observaron incremento en el recuento de
eritrocitos en carpa comun (Cyprinus carpio) expues-
tas al herbicida Terbuteryn, estos cambios se eviden-
cian durante situaciones de estrés para incrementar
la captacion de oxigeno y asi suplir las demandas de
oxigeno de los 6rganos mayores en respuesta a la alta
demanda metabdlica.

Cavalcante et al., (2008) demostraron que este herbici-
da induce dano eritrocitario en Curimba (Prochilodus
lineatus) lo cual esta acorde con lo evidenciado en los
frotis sanguineos, donde se presenté mayor hemolisis
en animales expuestos a la mezcla de herbicida mas
surfactante. Estos autores asocian tales fenémenos a la
interaccion que existe entre el ADN vy las especies de
oxigeno reactivo (ROS) generadas en el metabolismo
de dicho xenobidtico (Cavas et al., 2007).Asi también

se han descrito lesiones en las membranas celulares
que pueden inducir fallas en la regulacion iénica asi
como muerte celular (Elie-Caille et al., 2010).

Explosién respiratoria

Los niveles elevados de actividad oxidativa de los ani-
males expuestos a los xenobidticos en este estudio
pueden deberse a un incremento en el estrés oxidati-
vo generado por el Roundup® asi como por la mezcla
de Roundup® mas Cosmoflux® 411F. Peixoto (2005)
demostré que la exposicion al glifosato indujo estrés
oxidativo y que este era mayor cuando se acompa-
faba del surfactante en alevinos de cachama blanca
(Piaractus brachypomus). Se ha demostrado que el
Roundup® asi como el glifosato grado técnico inducen
una depresion de la funcion del citocromo P450 y de
las enzimas Glutation-S- transferasa y G-6-P deshidro-
genasa, las cuales son vitales para el procesamiento de
toxicos en animales, asi como la Superéxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT) (Acquavella et al., 2004; Gehin
et al., 2005; Costa et al., 2008; Elie-Caille et al,, 2010).
La exposicion a surfactantes ha evidenciado también
la disminucion en la actividad de la citocromo P450,
citocromo b5 y del grupo hemo microsomal (Ariyoshi
et al., 1990; Ariyoshi et al., 1991). La alteracién de la
actividad enzimatica puede presentarse dada la unién
de los surfactantes a proteinas, modificando su so-
lubilidad y estructura (Cserhati, 1995) lo cual puede
explicar la mayor actividad oxidativa en los animales
expuestos al herbicida mas el surfactante. Martinez-
Coscolla et al., (1993) demostraron que los surfactan-
tes incrementan la absorcién de xenobidticos en tejido
epiteliales, pudiendo ser por tanto esta inhibicion enzi-
matica causada por una mayor entrada de xenobidtico
a los tejidos.

La exposicion a glifosato y surfactantes induce lesiones
en las membranas celulares (disminucién de las protru-
siones) de células epiteliales asi como dafos asociados
a desorganizacion del citoesqueleto (Elie-Caille et al.,
2010). Estos dafnos de membrana se relacionan con li-
beracion citosélica de componentes asi como pérdida
de la regulacion iénica. Por otra parte, Elie-Caille et al.,
(2010) demostraron que las células expuestas a glifo-
sato evidencian cambios caracteristicos de procesos
apoptoticos. Estos fendmenos pueden derivarse de la
lesion mitocondrial ya descrita en la exposicion a estas
sustancias (Szarek et al., 2000).

Salbego et al., (2010) describen que los peces expues-
tos al Roundup® probablemente usan su energia para
detoxificar este compuesto y alteran su metabolismo
de carbohidratos y proteinas, acorde con los descrito
en otros trabajos (Ramirez et al., 2007). Zilinskans et
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al., (1975) reportan que el incremento en el porcentaje
de linfocitos reductores de NBT se debe a la activa-
cion de la via de monofosfato de hexosa, dicha ruta
metabdlica convierte la glucosa en pentosa mas CO»
y libera energia para su uso por parte de la célula y es
acelerada por el NADP* (Tizard, 2009) durante el pro-
ceso de explosion respiratoria.

Asi trabajos con estos xenobidticos en cachama blan-
ca han indicado un incremento en la presencia de cen-
tros melanomacréfagos (CMM) cuando son sometidos
a concentraciones letales y subletales (Ramirez-Duar-
teet al., 2008; Rondoén-Barragan et al.,, 2007). Estos
cambios son compatibles con el incremento en la acti-
vidad oxidativa dada la accién barredora de radicales
libres que cumplen estos centros, también son cohe-
rentes con procesos de reparacion tisular del epitelio
tubular renal. Ya otros autores han destacado los CMM
como bioindicadores de cambios ambientales bruscos
asi como de la exposicion a xenobidticos (Agius & Ro-
berts, 2003).

Algunos autores han argumentado que los animales en
exposiciones cronicas pueden adaptarse a las concen-
traciones de glifosato, esto evidenciado por cambios
en la concentracién de cortisol (Salbego et al., 2010),
diferente a lo hallado en ensayos de exposicion aguda
donde estos niveles se elevan y mantienen (Cericato
et al., 2008).

Cambios tales como incremento en el recuento de
monocitos, bandas y PMNs, han sido categorizados
como alteraciones de la inmunidad no especifica (Ve-
lisek et al., 2009). Estos cambios no fueron evidentes
en el presente estudio, no obstante el nivel de mo-
nocitos se ubico en el limite superior en los animales
expuestos al téxico. Ademas, se evidenciaron células
blasticas de la linea mieloide, monoblastos principal-
mente. No obstante dada la carencia de medula 6sea
para la maduracion celular es posible encontrar dichas
células en el torrente sanguineo. Los cambios en la
proporciéon neutréfilos:linfocitos han sido relacionados
con alteracion de la respuesta inmune (Knowles et al.,
2006; Van Rijn y Reina, 2010) probablemente por un
efecto depresivo de la linea linfocitica por niveles altos
de cortisol.

Conclusiones

La exposicion crénica subletal de alevinos de cacha-
ma blanca (Piaractus brachypomus) a concentraciones
subletales de Glifosato (Roundup®) asi como de la
mezcla Roundup® mas Cosmoflux® 411F incrementa
la actividad oxidativa, asi como induce cambios hema-
tolégicos, e histopatolégicos en branquias e higado,

importantes que pueden comprometer la capacidad
del pez para responder a los desafios del medio.

En el presente trabajo se postula que la via por la cual
se induce el estrés oxidativo en alevinos de cachama
blanca expuestos al glifosato asi como a la mezcla se
puede deber a la alteracién/inhibicion del sistema an-
tioxidante, dependiente de diferentes componentes
enzimaticos tales como SOD, CAT, Glutation Peroxida-
sa, entre otros, los cual se soporta en reportes previos
(Wu et al., 2004; Hultberg, 2007). Ademas se sugiere
la revision de efectos subletales agudos (antes de las
24 horas) asi como la exploracién de actividad anti-
colinesterasa que pueda estar ejerciendo efecto inmu-
nomoduladores post-exposicion (Salbego et al., 2010;
Rondon et al,, 2010).
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