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Resumen

En Colombia, el surfactante Cosmoflux® 411F es usado en fumigaciones de cultivos ilicitos
para mejorar la efectividad del glifosato. El uso del Cosmoflux® 411F no esti soportado por estudios
toxicologicos. Los objetivos del presente trabajo fueron determinar las lesiones anatomopatologicas
derivadas de la exposicion al Cosmoflux® 411F y establecer la concentracion letal 50 (CL,) a 96 horas
en cachama blanca (Piaractus brachypomus). Se utilizaron juveniles de cachama blanca (~40 g) en dos
experimentos: 1) toxicidad subletal (n =126) y, 2) determinacién de la CL ,(n =84). Las concentraciones
del ensayo de toxicidad subletal fueron: 0 mg/l (Tratamiento 0), 0.17 mg/l (Tratamiento 1), 0.34 mg/l
(Tratamiento 2), 0.68 mg/l (Tratamiento 3), 1.36 mg/l (Tratamiento 4), y 2.72 mg/l (Tratamiento 5), en
sistema semiestdtico. Para determinar la CL, las dosis fueron: 3000, 3450, 3900, 4350 y 4800 mg/l de
Cosmoflux® 411F. La CL, obtenida fue de 4417.99 mg/l. En los peces se evidencié leve disminucion de
la actividad de nado. A la necropsia se hallo palidez del higado y acumulacion de material mucoso en las
branquias. Por histopatologia se hallé: vacuolizacion de hepatocitos, hiperplasia de células epiteliales, de
cloro y caliciformes branquiales, vacuolizacion de enterocitos, aumento de centros melanomacroéfagos
renales, gliosis, degeneracion neuronal e infiltracion de células granulares eosinofilicas/células mastocitos
en telencéfalo. Los hallazgos concuerdan con lo reportado en peces expuestos a surfactantes, exceptuando
las lesiones del sistema nervioso central que pueden tener consecuencias sobre interacciones sociales,
de alimentacion y reproduccion de la especie; siendo necesario profundizar la investigacion sobre dicho
efecto. El higado, branquias y piel constituyen érganos blanco de la accién téxica. La CL  hallada (4417.99
mg/l) es alta comparada con lo reportado en surfactantes no-ionicos. Se prevé un efecto sinérgico en la
mezcla asperjada; sin embargo, el desconocimiento de la estructura del surfactante limita el andlisis de su
dinamica.
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surfactantes no ionicos, toxicologia ambiental
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Summary

In Colombia, surfactant Cosmoflux® 411F is used for the fumigation of illicit crops in order to
improve the glyphosate herbicide activity. The use of Cosmoflux® 411F is not supported by toxicological
surveys. The aims of this study were to determinate the anatomopathological lesions due to the exposure to
Cosmoflux® 411F and to establish lethal concentration 50 (LC,,) to 96 hours in cachama blanca (Piaractus
brachypomus). Juveniles of cachama blanca (~40 g) in two assays were used: 1) sublethal toxicity (n=126)
and 2) determination of LC,, (n=84). Sublethal toxicity assay concentrations were: 0 mg/l (Treatment ()
0.17 mg/l (Treatment 1), 0.34 mg/l (Treatment 2), 0.68 mg/l (Treatment 3), 1.36 mg/l (Treatment 4), and 2.72
mg/l (Treatment 5); through semi-static system. For the determination of LC,, of Cosmoflux® 411F 3000,
3450, 3900, 4350 y 4800 mg/l concentrations were used. LC_, was 4417.99 mg/l. Animals showed slight
decrease in swimming activity. At necropsy examination were found paleness in liver and whitish material
accumulation in top of gill filament. Histopathologically, it was found fatty degeneration and hepatocyte
vacuolization, epithelial cells, chloride cells and mucous cells hyperplasia, enterocyte vacuolization,
increase in the expression of melanomacrophage centres in kidney, gliosis, neuronal degeneration and
infiltration of eosinophilic granule cells/mast cells in telencephalon. With exception of central nervous
system lesions, the findings are according to the reported in literature about surfactant exposure in fish.
Central nervous system effects can have consequences on feeding, reproductive and social interactions,
due to close telencephalon/olfactory system relationship, being necessary to deep in research to these
processes. In same way, liver, gills and skin are target organs of toxic action of this xenobiotic. LC, is
high (4417.99 mg/l) compared with that reported for other nonionic surfactants. Nevertheless, the lack
of information about the structure of surfactant restrict the analysis of the dynamic and implications of
xenobiotic in the generation of lesions, although, a synergic effect on the mixture is foreseen.

Key words: anatomopathological lesions, cachama blanca, Cosmoflux® 411F, environmental toxicology,

LCsy non-ionic surfactants.

Introduccion

La politica de aspersion de cultivos ilicitos en
Colombia se inicid en la década de 1970, debido a
la gran produccion nacional de marihuana. Desde
entonces, las practicas de cultivo de marihuana,
coca y amapola y la distribucion de coca y opio/
heroina han constituido un objetivo de intervencion
del gobierno colombiano a través de un programa
nacional de control y erradicacion de cultivos
ilicitos. En 1984, ante la escalada narcoterrorista
en el pais reforzd la lucha contra la produccion de
drogas, permitiendo la aspersion aérea con glifosato.
Desde 1992, se inici6 la practica de aspersion con
glifosato bajo la presentacion comercial Roundup®
Ultra por aplicacion aérea para el control de los
cultivos de amapola y coca (14). El glifosato ademas
es usado como madurante de cafia, desecante de
granos y para el control de malezas en cultivos de
arroz (40, 52).

La mezcla de aspersion sobre cultivos de coca
y amapola se compone de glifosato utilizado bajo la
presentacion comercial Roundup® Ultra constituyendo
el 44% de la mezcla en proporcion volumen/

volumen lo que determina una concentracion de
180 g de glifosato como principio activo por litro
de la mezcla, ademas de un surfactante catidonico
poliexietilamina (POEA) (72); este producto ademas
contiene un surfactante no-iénico denominado
Cosmoflux® 411F, cuyo uso se realiza inicamente
en Colombia, al 1%, y el 55% restante de la mezcla
esta constituido por agua. La tasa de aspersion de la
mezcla sobre los cultivos para el Roundup® Ultra es
de 17.6 2a30.8 1/ha (14).

Hasta el 2004, se han utilizado 1°420.130 litros
de Roundup Ultra (Solomon et al, 2005), mientras
que en el 2005, las areas de coca y amapola
asperjadas fueron 138.775 y 1624 hectareas,
respectivamente (69).

Marc et al (34) determinaron que el glifosato,
en diferentes productos comerciales conteniendo
agentes surfactantes, a una concentraciéon de 0.01
a 0.12 mM (variable dependiendo del producto
comercial y por ende de los compuestos surfactantes
presentes en el producto) en una microgota asperjada
es suficiente para ocasionar una disregulacion en la
transicion del ciclo celular, la cual es inferior a la
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concentracion recomendada para aspersion de 40
mM, siendo incluso mas baja a la concentracion
de glifosato en la aspersion de cultivos de coca y
amapola realizada en Colombia que es de 234 mM.
Conjuntamente con el retraso en la progresion del
ciclo celular, estos mismos autores han descrito que
los herbicidas a base de glifosato inhiben la sintesis
del ADN durante la fase S (33). En Colombia, se ha
descrito citotoxicidad y genotoxicidad en células
humanas expuestas in vitro al glifosato (37), lo cual
concuerda con resultados de estudios hechos en el
Ecuador (43).

Aun cuando se han adelantado estudios en
Colombia tendientes a dilucidar el efecto de la
aspersion con glifosato y sus mezclas, aquellos que
favorecen la inocuidad (61) de este herbicida estan
basados en el principio activo glifosato y no en el
producto comercial de aspersion el cual contiene
surfactantes que han demostrado ser mas toxicos
que el glifosato solo (16) y que en mezcla muestran
sinergismo (14). Con respecto al Cosmoflux 411F,
de acuerdo con el concepto toxicologico LP-0593-
93 del Ministerio de Salud de Colombia es un
producto de categoria toxicoldgica IV (ligeramente
toxico) y posee licencia de venta del Instituto
Colombiano Agropecuario - ICA (N° 054-2186).

La ausencia de trabajos acerca de las
caracteristicas toxicologicas del Cosmoflux 411F
hace notable la carencia de respaldo argumentado
en bioensayos (in vitro o in vivo) que permitan
determinar la viabilidad ecologica, tanto a corto
como largo plazo de la adicion del Cosmoflux
411F a la mezcla de aspersion, cuyos componentes
presentan caracteristicas toxicoldgicas y riesgosas
para el ambiente. Los posibles mecanismos por los
cuales los surfactantes pueden influir en la toxicidad
del glifosato incluyen la reduccién de la tension
superficial asi como la alteracion de la permeabilidad
de membranas biologicas y barreras de difusion o
procesos de transporte de membrana, incluyendo
la permeabilidad al glifosato e interactuando
directamente con el glifosato alterando, de este modo,
la disposicion del herbicida (12).

Este trabajo tuvo por objeto determinar las
lesiones macro y microscopicas en branquias, piel,
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cerebro, intestino, higado y rifiones del Cosmoflux®
411F en cachama blanca, (Piaractus brachypomus),
asi como la determinacion de la concentracion letal
50 (CL,,) a 96 horas.

Materiales y método
Comité de ética

El estudio conto con la aprobacion del Comité de
Bioéctica de la Universidad de los Llanos para los
procedimientos de experimentacion animal (Acta
001 del Consejo Institucional de Investigaciones,
del 19 de enero de 2005).

El trabajo se realizd6 en el Laboratorio de
Bioensayos del Instituto de Acuicultura de los Llanos
(IALL), Universidad de los Llanos, Villavicencio
(Meta) Km 4 Via Puerto Lopez. Vereda Barcelona.
A una altitud de 420 msnm y temperatura promedio
de 25 °C.

Animales experimentales

En el estudio se utilizaron juveniles de cachama
blanca (Piaractus brachypomus), obtenidos de un
mismo desove de la estacion piscicola del TALL,
clinicamente sanos y criados en estanques en
tierra; con un peso de ~42 g, alojados en acuarios
de vidrio, con un volumen de 48 1 de agua,
acondicionados con aireacion constante, sin filtro.
Los animales experimentales fueron alimentados
dos veces al dia (7 a.m. y 4 p.m.) con concentrado
comercial “Mojarra” al 30% de proteina bruta con
una racioén correspondiente al 2% del peso. Los
animales fueron aclimatados por un periodo de 15
d y fueron medidos los parametros de calidad de
agua: pH (Pinpoint pH Monitor, American Marine
Inc. USA), temperatura y oxigeno disuelto (Hach
Portable LDO HQ10 Dissolved Oxygen Meter,
USA) a la misma hora cada dia (07:00 am).

El experimento de toxicidad subletal se baso en
un sistema semiestatico con recambio diario del
50% del volumen de agua con mantenimiento de la
concentracion mediante la adicion de la mitad de la
dosis. Para la determinacion de la CL,; se empled
un sistema estatico.
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Sustancia experimental

El Cosmoflux 411F es elaborado por la empresa
colombiana Cosmoagro, del cual no se describe la
composicion exacta, pero se sabe contiene como
ingredientes activos una mezcla de sustancias
tensoactivas estereoespecificas no-ionicas basada
en alcoholes lineales etoxilados propoxilados con
pequefas cantidades de un compuesto aril etoxilado
y se le adiciona aceite isoparafinico.

Diserio experimental

Toxicidad subletal. En el estudio se evaluaron
concentraciones de Cosmoflux 411F de: 0 (Tratamiento
0), 0.17 (Tratamiento 1), 0.34 (Tratamiento 2), 0.68
(Tratamiento 3), 1.36 (Tratamiento 4), y 2.72 mg/l
(Tratamiento 5). Los animales fueron sometidos
a dichas concentraciones por un periodo de 96 h
y fueron realizadas tres réplicas (n total = 126;
n tratamiento = 21). Las concentraciones subletales
se tomaron a partir de la concentracion letal 50 y
sus pruebas piloto realizadas en el Laboratorio de
Bioensayos del IALL.

CL;, (Concentracion letal 50). Las concentraciones
del experimento de determinacién de la CLy, del
Cosmoflux 411F a 96 h fue establecida con base
en una prueba piloto que arrojo un valor de CLy,
de 4583 mg/l. Dicho valor fue tomado como base
para la determinaciéon de las concentraciones
del surfactante a usar durante el bioensayo. Las
concentraciones utilizadas fueron las siguientes (en
orden ascendente del grupo 1 al 5): 0 (Tratamiento
0), 3000 (Tratamiento 1), 3450 (Tratamiento 2),
3900 (Tratamiento 3), 4350 (Tratamiento 4) y 4800
mg/l (Tratamiento 5). Se realizaron dos replicas,
incluyendo un grupo control sin exposicion a la
sustancias experimental y se expusieron peces
diferentes a los usados para el ensayo de toxicidad
subletal, exponiendo 7 peces por acuario (n total =
84; n tratamiento = 14).

Determinacién de CL,,. El valor de CL,, se
determind mediante el analisis de la mortalidad
a las 96 horas por medio del programa Trimmed
Spearman — Karber- TSK version 1.0 (18).

Previo al periodo de aclimatacion, para todos
los experimentos, los peces fueron sometidos a un

Rev Col Cienc Pec 2007; 20:431 - 446

bafno con cloruro de sodio (NaCl) industrial (no
yodado) al 1 %/60 min con el objetivo de eliminar
ectoparasitos de acuerdo con lo descrito por Francis-
Floyd (17).

Muestreo de los peces

Los animales fueron tranquilizados mediante
inmersion en agua fria a 5 °C/30 seg, para la
medicion de la longitud estandar y pesaje con una
balanza digital Scout Pro 400 x 0.1 g. Al cabo de las
96 h de la fase experimental se registro la mortalidad
de cada tratamiento, y los peces sobrevivientes
fueron tranquilizados con agua fria como se describi6
previamente. Dos peces sobrevivientes de cada
acuario (seleccionados al azar) fueron insensibilizados
mediante seccion de la médula espinal, dorsal a los
opérculos. Ademas de estos dos ejemplares, a todos
los peces muertos durante la fase experimental se les
realizé la necropsia siguiendo el protocolo descrito
por Reimschuessel et al, (51). Para histopatologia
se tomaron: estdbmago, intestino, higado, rifion
caudal, piel y cerebro, y para branquias se tomo el
segundo arco branquial izquierdo. Las muestras
se fijaron en formalina tamponada al 3.7 % para el
procesamiento histolégico, embebidas en parafina,
realizando cortes de 4-5 um de grosor y tincién
con hematoxilina-eosina tradicional. La evaluacién
histopatologica se realizd en un microscopio optico
Nikon Eclipse 80i (Nikon Corporation, Japan) y se
fotografiaron utilizando una camara DS-5M (DS
Camera Head + DS Camera Control Unit DS-L1,
Nikon Corporation, Japan).

De la misma forma, los patrones de nado
fueron evaluados en los animales experimentales,
mediante observacion directa.

Analisis estadistico

Los resultados de mortalidad se analizaron
tomando cada acuario como unidad experimental.
Las lesiones halladas al examen de necropsia fueron
descritas y expresadas en porcentaje de animales
afectados y las alteraciones histopatologicas de
acuerdo con el grado de severidad. Los parametros
de calidad del agua se analizaron mediante ANOVA,
utilizando SPSS® para Windows version 12 y son
expresados como promedio + desviacion estandar.
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Resultados

Ensayo de toxicidad subletal

Las variables de temperatura (24.5 = 1.2 °C),
oxigeno disuelto (7.2 £ 0.6 mg/l) y pH (7.13 £ 0.17)
del agua no mostraron variaciones significativas
entre tratamientos durante el periodo de aclimatacion
ni durante la fase experimental (p<0.05).

Comportamiento

En todos los tratamientos de exposicion al
Cosmoflux 411F se evidenciaron leves alteraciones
en el patron de nado durante las 96 h del experimento
y fue posible observar movimiento aleatorio en
los tres tercios del acuario, algunos se describen
a continuacion: a las 2 h del inicio de la fase
experimental, dos individuos del tratamiento 2 (0.34
mg/l) manifestaron episodios de nado explosivo. A
las 4 horas los individuos del tratamiento 1 (0.17 mg/
1) se mostraron pasivos comparados con los demas
tratamientos, incluyendo el grupo control. A las 8 h
los animales del tratamiento 3 (0.68 mg/1), tratamiento
4 (1.36 mg/l) y tratamiento 5 (2.72 mg/l) evidenciaron
quietud en el tercio inferior del acuario; por otra parte,
en el tratamiento 4 tres individuos mostraron quietud
en el tercio medio. En los tratamientos 3 y 4, aunque
presentaron movimientos aleatorios, la velocidad
del movimiento se redujo considerablemente. En el
tratamiento 4 a la 8 hora, los animales permanecieron
en el tercio inferior de manera estatica, sin embargo,
respondieron con prontitud al estimulo de amenaza
visual. A las 24 h los animales del tratamiento 5
manifestaron hiperactividad comparados con los
demas tratamientos.

Hallazgos de necropsia

Tanto en el grupo control como en los
tratamientos en la exposicion subletal no fueron
halladas alteraciones macroscdpicas relevantes.

Histopatologia

Los hallazgos histopatolégicos aumentaron en
severidad con el aumento en la concentracion del
toXico:
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Branquia: en el tratamiento 0 fue posible hallar
leve hiperplasia de células de moco, mientras en
los tratamientos 2-4 se observo posible observar
necrosis epitelial interlamelar basal y denudacion
lamelar severa. En todos los tratamientos se
evidenciaron algunas formaciones quisticas por
myxosporidios en las lamelas.

morfoldgicas del tejido. 40x. H-E

Higado: el grupo control no evidencid
cambios morfologicos (véase Figura 1). En los
tratamientos 1-5 se encontrd vacuolizacion lipidica
de los hepatocitos, cariorrexis evidente de algunos
hepatocitos acompanada de infiltracion de células
mononucleares (véase Figura 2). En el tratamiento 1
se hallo anisocitosis de los hepatocitos, mientras en el
tratamiento 2 se observo picnosis de los hepatocitos.
Por otra parte el tratamiento 4 mostrd congestion
severa y picnosis de algunos hepatocitos.

Figura 2. Higado. Tratamiento 1. Pérdida de la densidad de los
hepatocitos, vacuolizacién leve generalizada asociada a cambio
graso (flecha), asi como anisocitosis de los hepatocitos. 40x. H-E
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Estomago e intestino: el grupo control no
evidenci6 cambios morfologicos. En los tratamientos
1-5, tanto en el estbmago como en el intestino se
hallaron hiperplasia moderada de células caliciformes
e infiltrado de linfocitos y de células mononucleares
en la lamina propia. Por otra parte, en los tratamientos
2-5 en el intestino se observé hiperplasia moderada
de células caliciformes acompanada de vacuolizacion
moderada de enterocitos, de caracter generalizado
(véase Figura 3).

Ririon: el grupo control no evidencid6 cambios
morfologicos. En los tratamientos 1-5 se observaron
centros melanomacrofagos (CMMs) aumentados de
distribucion multifocal, picnosis tubular asi como
algunos quistes por myxosporidios y pérdida de la
densidad celular. En el tratamiento 4, por otra parte,
se observo degeneracion leve de células epiteliales
tubulares y desprendimiento de las mismas.

Figura 3. Intestino medio. Tratamiento 3. Vacuolizacién moderada
de células epiteliales (flecha corta) e infiltracion de células
mononucleares en la lamina propia y submucosa (flecha larga),
40x, H-E

Piel: el grupo control no evidencid cambios
morfologicos. En los tratamientos 1-5, se evidencio
infiltracion de células mononucleares en la dermis,
activacion de células de alarma, hiperplasia de
células de moco y edema en la dermis observandose
separadas las fibras de colageno y presencia de
pigmentos en la dermis.

Concentracion Letal 50 (CL;,)

La CL,, fue de 4417.99 mg/l. La mortalidad de
los diferentes tratamientos se registra en la tabla 1.

Rev Col Cienc Pec 2007; 20:431 - 446

Tabla 1. Mortalidad CLso a 96 horas
Control T1

Tratamientos T2 T3 T4 T5

Numero de animales
muertos n total = 84; - - 7 1 7 8
n tratamiento = 14

Hallazgos de necropsia

En el grupo control no fueron hallados signos
relevantes a excepcion de una leve palidez en uno de
los animales. En el tratamiento 1 se evidencio una
coloracion clara de la piel. En el higado se observé
una coloracion roja intensa en algunos animales
(2/14) mientras en otros animales (4/14) se hall6 un
higado con coloraciones blanquecinas leves focales
circulares. Ademas, en algunos individuos (2/14)
se encontr6 el rifion palido. El tratamiento 2 mostro
dos animales con palidez severa del higado (2/14).

En el tratamiento 3 fue posible evidenciar en
branquias, acumulacién de material blanquecino en el
tercio distal de los filamentos (14/14) (véase Figura 4).
El higado, al igual que en el tratamiento I, evidencio
coloraciones blanquecinas leves mas definidas y de
mayor extension acompanada de palidez leve (7/14).
En este tratamiento se observd contenido gastrico
blanquecino (14/14) al igual que en el tratamiento
5 (14/14). En el tratamiento 4 se hall6 palidez
en el higado asi como presencia de coloraciones
blanquecinas difusas moderadas (2/14) al igual que
en el tratamiento 5 (14/14). Los animales también
presentaban residuos blanquecinos en el tercio distal de
los filamentos branquiales (12/14). En el tratamiento
5 se observaron residuos blanquecinos en el extremo
distal de los filamentos branquiales, asi como cambios
en la coloracion de la porcion distal de los filamentos
branquiales compatibles con hemorragias (14/14).

Figura 4. Tratamiento 3. Acumulacion de material blanquecino en
el extremo distal branquial (flecha).
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Histopatologia para la CL,,

La severidad de las lesiones histopatoldgicas
aumento con el incremento en la concentracion del
Cosmoflux 411F.

Branquias: en el tratamiento 0, las branquias
presentaron hiperplasia leve filamental distal e
interfilamental (véase Figura 5). En los tratamientos
1-5, en la region faringea, se evidencié un aumento
del grosor de la mucosa, asi como infiltracion
leve de células mononucleares acompanada de
infiltracion en la region interfilamental (véase
Figura 6), en algunos ejemplares se hallaron quistes
de myxosporidios de severidad variable ocupando
una a varias lamelas, acompafiados de focos de
hiperplasia leve. También se evidenciaron cambios
festoneados en la superficie celular, congestion, edemas
subepiteliales leves, infiltraciones interfilamentales
proximales, hiperplasia interfilamental y activacion
de células de cloro (véase Figura 7). En el tratamiento
3, la branquia mostrd congestion y hemorragias
lamelares multifocales, rupturas de células pilar
acompafiado de pequefios aneurismas en las lamelas
asi como fusion lamelar con reaccion inflamatoria.
En los tratamientos 4 y 5 se evidencié hiperplasia
de células de moco y fusion lamelar severa (véanse
Figuras 8, 9y 10).

SN 4. AL RN

e

Figura 5. Branquia. Tratamiento 0. Sélo se observa una hiperplasia
ligera en la regién interfilamental (flecha). 40x H-E

Higado: el grupo control no mostrd lesiones
en el higado. En los tratamientos 1-5 se
observd vacuolizacion lipidica de hepatocitos
acompafiada de congestion leve. De la misma
manera, se observaron algunos focos quisticos
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por myxosporidios en algunos ejemplares. En
los tratamientos 3-4 se observd anisocitosis de
hepatocitos, apoptosis y cariorrexis. En los tratamientos
4 y 5 se hallo degeneracion parenquimatosa de los
hepatocitos asi como necrosis de coagulacion.

Figura 6. Branquia. Tratamiento 1. Hiperplasia interfilamental
leve, cambios festoneados en la células epiteliales de las
lamelas branquiales. 40x. H-E.

Figura 7. Branquia. Tratamiento 1. Hiperplasia moderada de la
region interfilamental (flecha corta), cambios festoneados sobre
la superficie de las células epiteliales (flecha larga). 100x H-E.

Figura 8. Branquia. Tratamiento 4. Hiperplasia interlamelar severa
(Flecha), incluyendo células de moco, de tipo generalizada. 10x. H-E.
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Figura 9. Branquia. Tratamiento 4. Hiperplasia severa interlamelar
(flecha corta), e infiltracion de células mononucleares (flecha
larga), pseudoepitelizacion incipiente. 40x. H-E.

Estomago e intestino: el grupo control no
evidencid lesiones. En los tratamientos 3-5, en el
estomago se hall6 congestion en los vasos de la
lamina propia y submucosa. Adicionalmente, se hallo
congestion en serosas de los organos digestivos,
cambios degenerativos en glandulas gastricas e
hiperplasia de células de moco. En los tratamientos
1-3, el intestino medio mostré vacuolizaciones leves
no generalizadas de los enterocitos en la region
apical. También fue posible hallar infiltraciones de
células mononucleares en la lamina propia. En los
tratamientos 4 y 5 se hallo infiltracion de células
mononucleares, aumento de la produccién de moco,
necrosis de enterocitos y vacuolizacion leve de la
region apical de algunos enterocitos.

Cerebro: el grupo control no evidencio lesiones
(véase Figura 11). En la region anterior del encéfalo
correspondiente al telencéfalo, de los tratamientos
1-5 se hallaron infiltracion perivascular de CGE/
CM y células de la glia en la corteza, congestion en
meninges, plejos coroidales y vasos sanguineos de
la regién cortical y cuerpos de neuronas apoptdticas
(véase Figura 12).

Rinion: el grupo control no evidencid lesiones
o cambios compatibles con patologias. En los
tratamientos 1-2 se observé un aumento en la
presencia de CMMs (~15-20 %), de gran tamafio y
localizados principalmente en los tibulos y algunos
granulomas pequefios (lesion crénica nodular)
los cuales corresponden a respuestas a esporas de
myxosporidios. En el Tratamiento III se hallaron
CMMs grandes activados de manera multifocal
asociados a lesiones tubulares, asi como asociados
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a esporas de myxosporidios, necrosis tubular leve
y congestion vascular cortical. En el tratamiento 4
se presentd menor densidad de CMMs aun cuando
en mayor extension que en los grupos anteriores,
areas de necrosis de coagulacion a nivel tubular

con infiltracion de células mononucleares y de
CGE/CM.

Figura 10. Branquia. Tratamiento 5. Hiperplasia interlamelar severa
generalizada, formacién de estructura semiquisticas por alcance
de extremos distales de lamelas branquiales (flecha). 10x. H-E.

Figura 11. Cerebro. Tratamiento 0. Estructura normal del encéfalo,
porcion craneal (telencefalo). 10x. H-E.
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Figura 12. Cerebro. Tratamiento 3. Neuronas con granulaciones
hialinas (cabeza de flecha) y células granulares eosinofilicas
(flecha). 40x. H-E.
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Piel: el grupo control presentdé normalidad en
la piel (véase Figura 13). En los tratamientos 1-5
se observo ligera hiperplasia de células de moco e
infiltraciéon de células mononucleares en el estrato
basal de la epidermis. En los tratamientos 3-5 se
halld6 engrosamiento de la epidermis, hiperplasia
de células pavimentosas y de moco, infiltracion
moderada de células mononucleares (véase Figura
14) y espongiosis leve.

Figura 13. Piel. Tratamiento 0. Tejido normal, se aprecia la
epidermis, delgada y regular. 40x. H-E.

Figura 14. Piel. Tratamiento 4. Hiperplasia severa de células de
moco (cabeza de flecha), acompafnada de infiltraciéon de células
mononucleares (flecha). 40x. H-E.

Discusion

La evaluacion de los efectos de los surfactantes
sobre los organismos vivos, y en especial en
organismos acuaticos, ha sido de gran interés, dada
la alta tasa de descarga desde diversas fuentes,
asi como por el desconocimiento de los efectos
reales de los mismos, debido a que su modo de
accion es amplio (gracias a su caracter anfifilico y
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a sus propiedades de solubilizaciéon de membranas,
disrupcion endocrina, entre otras) (12, 31). Se debe
tener en cuenta que gran parte, sino la totalidad, de
los trabajos de investigacion realizados acerca del
efecto de los surfactantes sobre cuerpos de agua
estan descritos en paises que poseen regulaciones
estrictas acerca de la descarga de sustancias (i.e.
detergentes, compuestos de amonio cuaternario,
etc) a cuerpos de agua; por lo cual los niveles
ambientales esperados son mucho mas bajos. De
esta manera, los estudios encaminados a evaluar
dichos efectos utilizan concentraciones mas bajas y
la evaluacion es de caracter subletal y cronica.

En Colombia, la fumigacion aérea se soporta en
estudios (61) en los cuales no es tomada en cuenta
la inclusion de un surfactante (Cosmoflux 411F®)
en la mezcla de aspersion. Ademas, se desconoce la
estructura molecular del compuesto, bajo lo cual se
podria evaluar parcialmente la toxicidad, teniendo
en cuenta relaciones estructura/actividad descritas
para otros compuestos (38, 74).

Algunos  autores  argumentan  que las
concentraciones nocivas para surfactantes no-i6nicos,
con algunas excepciones, exceden 0.5 mg/l (28).
Ademas, se ha demostrado que los peces perciben
surfactantes a bajas concentraciones, evitando aguas
contaminadas incluso a 0.001 mg/1 (62).

En el presente trabajo se observaron alteraciones
en el comportamiento y la actividad de nado a
la 4* hora del inicio del ensayo, sin que estas
fueran conservadas a lo largo del experimento.
Dichas alteraciones, se pueden explicar por la
aclimatacion al toxico o como una consecuencia
del gasto energético que involucra el metabolismo
del mismo. No obstante, Abel y Skidmore (1), en
peces expuestos a laurilsulfato sédico, evidenciaron
un incremento inmediato en la actividad de nado
y episodios de tos. Hofer et al, (20) demostraron
disminucion en la capacidad de nado de alevinos
de trucha arco iris expuestos a surfactantes. Asi
mismo, algunos autores han descrito una secuencia
de cambios de comportamiento asociados con
la intoxicacion: excitacion, nado erratico con
incremento en la frecuencia respiratoria, boqueo,
convulsion y muerte (25). Dichas alteraciones
en el comportamiento son relevantes debido a la
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importancia en la conservacion de la habilidad de
escape que determina gran parte de la supervivencia
de las especies en el medio natural.

Histopatologia

Los hallazgos histopatologicos tanto para
el ensayo de toxicidad subletal como para la
determinacion de CL,, son similares y de mayor
severidad a mayor concentracion del Cosmoflux
411F, por lo cual el analisis se plantea de forma
global, discerniendo acerca de las diferencias a
las que haya lugar. En las branquias las lesiones
interlamelares, tanto proliferativas como
inflamatorias, han sido descritas ante la exposicion
a otros surfactantes (1, 2, 60). El incremento en la
celularidad ha sido sugerido como una respuesta
adaptativa que reduce la difusion del toxico hacia
la sangre (41, 67). No obstante, dicha celularidad
implica un aumento en la distancia de difusion
del oxigeno al torrente sanguineo, permitiendo
el desarrollo de hipoxia y estrés respiratorio (10,
32). La concentracion critica a la cual ocurre
la transicion de respiracion independiente a
dependiente es de 2 mg O,/1 (a 30 °C) (56), dichos
niveles estan por debajo de los registrados para este
ensayo. Por lo tanto, la hipoxia desarrollada en este
experimento puede deberse a una disminuciéon en
la difusion de O, debido a las lesiones ocasionadas
de forma directa por el surfactante y a los cambios
proliferativos del epitelio branquial. Estas respuestas
proliferativas generan deformacion de las lamelas,
fusion lamelar y pseudoepitelizacion, lo cual ha sido
descrito en exposicion a contaminantes (3, 5). Esta
respuesta adaptativa aumenta el espacio de difusion
de iones, oxigeno y del toxico hacia la sangre.

El levantamiento de las células epiteliales
branquiales es similar a lo descrito en trabajos
anteriores en los cuales las células en sus estadios
finales de lesion comenzaron a levantarse (2, 5, 60).
Dicho proceso incrementa la barrera de difusion
agua-sangre, limitando igualmente la difusion del
toxico hacia la sangre (60). El festoneamiento de las
células epiteliales ha sido descrito por otros autores
tras exposicion a contaminantes (39) y puede ser
generado por la capacidad de los surfactantes no-
ionicos de solubilizar proteinas presentes en las
membranas celulares (11).
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En este experimento se hallo hiperplasia leve de
células compatibles con células de cloro, hiperplasia
leve de células de moco asi como infiltracion de
CGE/CM, lo cual ha sido descrito de manera similar
ante exposicion a otros contaminantes (3, 5, 25). Las
células de cloro proveen proteccion frente al estrés
osmorregularorio branquial (6, 44).

La proliferacion de células de moco constituye
una respuesta adaptativa ante agentes irritantes
(3, 10, 55) y es desencadenada por niveles
elevados de cortisol (26). El estrato mucoso de
las branquias posee un papel de ionorregulacion,
sin embargo su incremento limita la difusion de
iones, debido al aumento de la barrera de difusion
ionica (19, 55, 59).

Las CGE/CM han sido descritas en estrecha
asociacion a las paredes de los capilares sanguineos
(47) y muestran marcadas semejanzas con las células
mastocitos de mamiferos (46). La proliferacion
de células mononucleares en los espacios
interlamelares ha sido descrita como reaccion de
alarma frente a la exposicion a surfactantes y otros
contaminantes (1-3). En este trabajo, de la misma
forma, no fueron evidenciables CGE/CM activas en
el filamento branquial descritas por otros autores
tras la exposicion a surfactantes (1, 2).

La presencia de aneurismas y hemorragias
puede ser explicada porque gradualmente las
células pilar fueron distendidas y colapsaron,
dicho colapso progresa desde la region proximal
hacia la distal de la lamela, este fendmeno ha sido
descrito por otros autores (1). En dicho trabajo las
células pilares ocluyeron los espacios vasculares
y se presentd la formacion de hematomas lo cual
fue evidente en este trabajo. Los eritrocitos aunque
enlagunados dentro del sistema pilar estuvieron
aparentemente confinados dentro del epitelio
lamelar (1). Por otra parte, han sido descritos
cambios en los mecanismos de control adrenérgicos
y vasodilatacion en branquias de salmoéon a
concentraciones de alkilbenceno sulfonato lineal
de 0.6 mg/l o mayores (28).

La lisis de células pilar asi como la necrosis de
células epiteliales puede deberse a una accion toxica
del Cosmoflux 411F por alteracion de la membrana
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generando una pérdida de la funcién celular
(hipoxia asfixia o falla osmorregulatoria) (32). Los
surfactantes son capaces de alterar el potencial
transepitelial branquial en ausencia de gradientes de
difusion, lo que sugiere un efecto inhibitorio directo
del transporte ionico electrogénico (63). Ademas,
los surfactantes no-iénicos asi como los anidnicos
forman canales de conduccion cationica en bicapas
lipidicas (63) y generan desequilibrios i6nicos
(por flujo de electrolitos a través de los mismos)
afectando el estatus ionorregulatorio del pez.

Las vacuolizaciones lipidicas en el higado
evidenciadas en el presente trabajo, han sido
descritas en peces expuestos a otros contaminantes
(39, 42, 65) y representan una estrategia para
reducir la disponibilidad de xenobioticos lipofilicos.
Algunos autores explican dicha vacuolizacion
debido a la presencia de reticulo endoplasmico
rugoso dilatado asi como a cuerpos de mielina en
el citoplasma (39, 42). Ademas son compatibles
con la evidencia macroscopica de coloraciones
blanquecinas halladas.

En la piel, se hall6 en los tratamientos 2, 3
y 4, hiperplasia leve de células de moco y de
alarma asi como CGE/CM infiltradas; dicha
respuesta representa una reaccion inflamatoria
ante un agente irritante; el edema generado tras
los cambios vasculares inflamatorios se evidencid
como espongiosis. Esta proliferacion de CGE/CM
ha sido evidenciada en truchas arco iris expuestas
a agua acida, en las cuales, ademas, se acumulan
macrofagos y linfocitos dentro de la epidermis (21)
y en peces expuestos a otros contaminantes (5, 8).
Ademas el moco que cubre la superficie epidermal
es la primera linea de defensa contra patégenos
invasores (15). Los surfactantes son capaces de
reducir el componente lipidico en las células de
moco, células epiteliales y células de alarma. Sin
embargo, la secrecion de moco generada por el
surfactante no es suficiente para contrarrestar, como
barrera, el efecto del mismo (53).

En el intestino la vacuolizacion de los
enterocitos fue mayor a medida que aumentaba
la concentracion de Cosmoflux 411F. Esta
vacuolizacion podria corresponder a surfactante
transportado (pinocitosis) por los enterocitos,
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gracias a la lipofilicidad del mismo que permite
atravesar las membranas celulares. El estrés generado
por la exposicion a xenobidticos desencadena
degeneracion de la mucosa intestinal y perturbacion
de la funcion de barrera y mecanismos de absorcion
(36, 57)

La presencia de CMM en el estroma renal se
vio incrementada de manera directa con el aumento
en la concentracion del surfactante. La formacion
leve de vacuolas o gotas proteicas (degeneracion
hialina) en células epiteliales tubulares renales ha
sido descrita por otros autores (24, 49, 50), y podria
corresponder a la absorcion de proteinas del filtrado
glomerular (23) o a sobrecarga en los lisosomas
tubulares proximales (48).

En el presente trabajo, la formacion de
estructuras nodulares y la expresion de CMMs en
el rifion se vio incrementada con el aumento en la
concentracion del Cosmoflux 411F, evidenciando
una relacion directa entre el nivel de respuesta de
depuracion requerido y la presentacion de areas
de reaccion a esporas de myxosporidios las cuales
son halladas de manera frecuente en ejemplares de
cachama blanca clinicamente sanos, de forma aislada,
sin que se presenten lesiones severas significativas a
nivel renal (22). Los CMMs probablemente se han
acentuado en los grupos experimentales debido a
una subrregulacion del sistema inmune lo cual puede
generar una disminucion en los factores solubles
asi como en la capacidad de respuesta celular. Estos
procesos estan acorde con trabajos de otros autores
(54); gracias al efecto del estrés y la liberacion de
corticoesteroides (4, 54, 71) por activacion del eje
hipotalamo-hipofisiario inter-renal (54).

En el sistema nervioso central fue posible
hallar lesiones en el telencéfalo, en estrecha
relacion con el bulbo olfatorio, tales como
degeneracion neuronal, cambios apoptoticos
neuronales, gliosis e infiltracion de CGE/CM
(satelitosis) tanto en las meninges como en la
superficie cerebral. Es de destacar que a nuestro
conocimiento, este es el primer reporte sobre este
tipo de hallazgos en exposicion a surfactantes. El
dafio en el epitelio olfatorio asi como en el encéfalo
anterior, puede ocasionar alteraciones reproductivas
y de comportamiento grupal. La respuesta primaria
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estaria generada a partir de las células de glia y
una posterior infiltracion de CGE/CM gracias a
la quimiotaxis generada, bien desde las células
neuronales en proceso de apoptosis y necrosis
asi como de las células de glia. La interaccion de
CGE/CM con neuronas puede ocurrir a través de
fenomenos de contacto celular (transgranulacion)
como ha sido descrito en el sistema nervioso
central (73). El cerebro del pez se distingue de
los mamiferos por su habilidad para reemplazar
neuronas perdidas (76). La apoptosis evidenciada en
este trabajo puede ser resultado de un dafio directo
del surfactante sobre las células nerviosas, por via
hematica o por las narinas debido a la focalizacion
de la lesiobn en el area anterior del cerebro
(telencéfalo) y su relacion con el sistema olfatorio;
y a la falta de una respuesta generalizada, la cual
estaria presente si el fendmeno se presentara por
via hematica. Ademas, dada la remocion de detritos
generada por el sistema fagocitico mononuclear, se
puede estar generando, ademas de un efecto directo
sobre los somas neuronales, un imbalance en la
proporcion  destruccién/remocion:generacion  de
neuronas, como han descrito otros autores (27).
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Las CGE/CM presentes en el encéfalo se
caracterizaron por la presencia de gotas hialinas
y granulos de tamafo variable en relacion con
las observadas en otros organos (lamina propia
intestinal y branquias), este fenomeno puede deberse
a la inmadurez de CGE/CM que eventualmente
son incapaces de degranularse (35); sin embargo,
algunos autores describen que la maduracion de
dichas células ocurre en el proceso de migracion
por lo cual son efectivas en el sitio de accion,
gracias a cambios en el ambiente (70) y que los
granulos son capaces de regenerarse (35). Por
otra parte, Pfeifer (45) sugiri6 que la apariencia
de CGE/CM en proceso de degranulacion puede
corresponder a cuerpos multivesiculares. Las células
mastocitos (CGE/CM en peces) estan en estrecha
asociacion con estructuras mielinadas (47) y que las
interacciones entre neuronas y células mastocitos
se deben a estrés y en algunos casos a reacciones
de hipersensibilidad (76). Lewis (28) demostrd que
la exposicion a surfactantes posee efectos sobre
la fisiologia de la olfacion, y que dichos efectos
ocurrieron a concentraciones que excedieron los 0.1
mg/l en la mayoria de los casos (28, 64).

Tabla 2. CL, para alcoholes etoxilados (lineales y ramificados) y nonilfenoles.

. Duracion .
Especie Surfactante CL,, (mg/l) (horas) Referencia
Cachama blanca (Piaractus Cosmoflux® 411F 4417.99 9 En el pre§ente
brachypomus) trabajo
AE Ramificado

Pececillo cabeza gorda
(Pimephales promelas) C,,E07 45 96 (13)
Pez sol de branquias azules C11-15E09

. . . 4.6 96 (30)
(Lepomis macrochirus) (alcohol secundario)

AE lineal

Pececillo cabeza gorda Ci213 EOB.5 1.3 (0.72-2.7) 96 (75)
Trucha arco iris Ci415 EO18 5.0-6.3 96 (66)
Trucha arco iris Ci415 EO11 1.08 96 (68)
Zebrafish (Brachydanio rerio) Ci2.5 EO7 1.0-2.0 96 (31)
Organismo Nonilfenoles
Pecec'lllo cabez'a de oveja ) 0.142 % (29)
(Cyprinodon variegatus)
Trucha arco iris ) 5-6.05 24 ©)
(salmo gairdneri) 4.12-5.35 96
Trucha arco iris
(Onchorrhynchus mykiss) ) 0.221-0.270 96 (58)
Pez sol de branquias azules ) 0.209 9% 7)

(Lepomis macrochirus)

Modificado de Madsen et al (31).



Rev Col Cienc Pec 2007; 20:431 - 446

Concentracion letal 50

El valor de CL,; (4417.99 mg/l) se encuentra
por encima del rango descrito para surfactantes
no-iénicos, incluyendo alcoholes etoxilados
(AE) como se muestra en la tabla 2. Debido al
desconocimiento de la estructura molecular del
Cosmoflux 411F, los analisis acerca de la variacion
de la toxicidad con respecto a otros surfactantes no-
i6nicos, basados en relaciones estructura/actividad,
son dificiles de conjeturar. Dado el valor de CL,;
tan alto se podria considerar cierta resistencia por
parte de la cachama blanca ante este xenobiotico.
Respecto a la baja mortalidad en el tratamiento 3,
no fue posible hallar una explicacion, a parte de
una variacién individual.

En conclusion, la piel, el higado, las branquias,
el cerebro y en menor proporcion el riidén y el
tracto digestivo, constituyen organos afectados
morfoloégicamente por el Cosmoflux 411F. Los
cambios en las branquias corresponden en su
mayoria a fendmenos adaptativos, en los cuales
a través de respuestas proliferativas y, en menor
proporcion, inflamatorias, se limita la difusion
del toxico a la sangre, por incremento de la
barrera de difusion agua/sangre. Sin embargo,
algunos hallazgos tales como el festoneamiento
de células epiteliales branquiales, aneurismas,
entre otros, constituyen resultado del efecto toxico
del Cosmoflux 411F. En el higado se hallaron
cambios degenerativos posiblemente asociados al
metabolismo de los compuestos del Cosmoflux
411F asi como a los efectos directos del mismo
por alteracion de la permeabilidad de la membrana.
En el intestino los efectos son de importancia
dada la vacuolizacion severa de los enterocitos,
lo cual puede afectar de manera considerable su
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capacidad de absorcion, gracias a cambios en su
permeabilidad. La piel desarrolla una respuesta
proliferativa de células de moco, debido a un posible
efecto irritativo del surfactante. En el cerebro los
surfactantes pueden generar lesiones significativas,
dada la relacion del area anterior del encéfalo con
la olfaccion y las funciones intrinsecas asociadas a
la misma.

Aun cuando la CL,, de 4417.99 mg/l es alta
y se encuentra de manera poco probable en
ambientes naturales, el estudio de los efectos
de dicha concentracion es de interés para el
entendimiento de la dindmica de los surfactantes a
nivel celular, asi como de importancia biologica y
en salud publica. Ademas, se recomienda disefiar
trabajos encaminados a evaluar la susceptibilidad
de otras especies incluyendo plantas, macro y
microinvertebrados, encargados de la dinamica
poblacional acuatica, permitiendo discernir el
efecto real en ecosistemas acuaticos. Igualmente,
deben realizarse ensayos subletales y cronicos, que
semejen la situacion real de los cuerpos de agua
en condiciones de campo. Se aconseja dilucidar
la estructura molecular del Cosmoflux 411F con
el fin de mejorar la evaluacion completa de sus
posibles efectos. De la misma forma se recomienda
profundizar sobre su accidn en el sistema nervioso
central, asi como en el papel de las CGE/CM en
relacidn con las lesiones descritas.
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