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ARTICULO DE REVISION/REVIEW ARTICLE

Células Granulares Eosinofilicas / Células Mast (CGE / MC) y
su relacion con los efectos de herbicidas: Caso del Glifosato y

surfactantes acompanantes en peces

Eosinophlic granular cells / Mast cells and their relation with
the effects of herbicides: Case of glyphosate and accompaning
surfactants on fish

Células de granulos eosinofilicos / Mast células (CGE / MC)

e sua relacao com os efeitos de herbicidas: Caso glifosato
e surfactantes que acompanha em peixes.
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Resumen

Los Mastocitos, Células Granulares Eosinofilicas (CGE) o células Mast de los peces (MC) pertenecientes al sistema inmune,
han sido relacionadas en diferentes tipos de respuestas fisioldgicas y patoldgicas en peces. Recientemente, se ha incremen-
tado el interés cientifico relacionado con su participacion en reacciones ante contaminantes acuaticos, asi mismo, frente a
agentes infecciosos y dltimamente como modelos de peces para estudiar enfermedades que involucran desordenes alér-
gicos y alteraciones neurodegenerativas en los seres humanos. Numerosos trabajos en varias especies de teledsteos han
demostrado que los comportamientos de CGE/MC son relevantes para estudiar mecanismos anti-infecciosos. Asi mismo, se
ha estudiado su respuesta ante la exposiciéon a contaminantes tales como los herbicidas, que pueden interferir con el siste-
ma nervioso y el olfato de los peces. Se muestran datos de trabajos sobre mastocitos de peces y se sugiere la importancia
de estudiarlas también como biomarcador ante contaminantes. En esta revision se enfatiza su participacion en las respues-
tas de diferentes 6rganos y tejidos ante la exposicién a herbicidas como el glifosato y los surfactantes acompanantes en las
mezclas asperjadas, su morfologia, su papel fisiol6gico y patolégico, y sobre algunas posibles formas de estudiarlas en el
sistema nervioso, especialmente, frente a exposiciones subletales a pesticidas.

Palabras clave: Mastocitos, POEA, Roundup®, toxicidad, patologia toxicoldgica de peces, inmunohistoquimica, telencéfalo.

Abstract

The mast cells of the immune system, which in fish are referred to as eosinophilic granule cells (EGC), have been related to
different types of physiological and pathological responses in fish. Recently, there is increased scientific interest related to

Células Granulares Eosinofilicas / Células Mast y su relacion efectos de herbicidas: caso Glifosato y surfactantes en peces 59



these cells’ participation in reactions to water pollution, against infectious agents, and lastly, their use as models for studying
the allergic and neurodegenerative disorders in humans. Numerous studies in various species of teleost have shown that
the behavior of CGE/MC are relevant for studying anti-infective mechanisms. Also, researchers have studied their response
to exposure to pollutants, such as herbicides, which can interfere with the nervous and olifactory systems of fish. This re-
view of the literature shows data from various studies on mast cells of fish which suggest the importance of them being a
good biomarker to contaminants. This review emphasizes the participation in the responses of different organs and tissues
from exposure to herbicides such as glyphosate and accompanying surfactants in the mixtures that are sprayed, and the
morphological, physiological, and pathological role, and some possible ways to study them as well in the nervous system,
especially compared to sublethal exposures to pesticides.

Keywords: Mast Cell, POEA, Roundup®, toxicity, toxicological fish pathology, immunohistochemistry, telencephalon.

Resumo

Os mastocitos (MC), células de granulos de eosindfilos (CGE) ou peixe mastécitos pertencem ao sistema imunitario tém
sido relacionadas com diferentes tipos de respostas fisiologicas e patolégicas em peixes. Recentemente, tem aumentado o
interesse cientifico relacionado com a sua participacao nas reaccoes a poluicdo da dgua, também, contra agentes infeccio-
sos e ultimamente como modelos para estudar doencas dos peixes envolvendo doencas alérgicas e doencas neurodege-
nerativas em humanos. Numerosos estudos em diversas espécies de teledsteos mostraram que o comportamento de CGE/
MC sdo relevantes para o estudo de mecanismos de anti-infecciosos. Além disso, nds estudamos a sua resposta a exposicao
a poluentes, tais como herbicidas, que podem interferir com o sistema nervoso e o cheiro de peixe. Dados de emprego
em mastdcitos e peixe é também a estudar a importancia de biomarcador sugeriu aos contaminantes. Nesta revisao sua
participacdo nas respostas dos diferentes 6rgaos e tecidos da exposicao a herbicidas, como companheiros de glifosato e
surfactantes polvilhado em misturas, morfologia, papel fisiolégico e patolégico é enfatizada, e algumas maneiras possiveis
para estudd-los no sistema nervoso, especialmente em comparagdo com as exposicoes subletais a pesticidas.

Palavras-chave: Mastro, POEA, Roundup®, toxicidade, toxicoldgicas patologia de peixes, imuno-histoquimica, telencepha-

lon.

Introduccién

Tanto a nivel global como en Colombia, los herbi-
cidas representan la mayor proporcién de los pes-
ticidas utilizados en la agricultura. El uso de los
plaguicidas en el mundo se estima alrededor de 2,4
mil millones de kg, de los cuales la mayor propor-
cion, un 40%, cerca de 950 millones de kg son her-
bicidas (EPA, 2012). Los herbicidas se utilizan en la
agricultura, la silvicultura, y, manejo de zonas verdes
urbanas, pero los usos agricolas dominan el merca-
do. Con el nimero y variedad de cultivos que han
sido modificados genéticamente (OGM) para ser
tolerantes a herbicidas, el uso de estos productos
aumentara en el futuro. Hasta ahora el herbicida
mas utilizado en cultivos OGM ha sido el glifosato
(GP), (Duke and Powles, 2008), aunque otros cul-
tivos se han modificado para la resistencia a otras
clases de pesticidas como los imitadores de la au-
xina, 2,4-D, y productos conexos. El aumento del
uso sobre los cultivos transgénicos se traducird en
una mayor entrada de herbicidas a los agro-ecosis-
temas con aumentos concomitantes y potenciales
vertimientos al ambiente, especialmente sobre los
cuerpos de agua en particular, con efectos sobre
los organismos acudticos (Mortensen et al., 2012).
El uso de herbicidas en la agricultura puede resul-
tar en su presencia en varias matrices ambienta-

les, incluidos los ecosistemas acuéaticos, donde los
agroquimicos pueden llegar facilmente a las aguas
superficiales de campos agricolas por escorrentia y
lixiviacion (Borggaard and Gimsing, 2008). El ingre-
diente glifosato (GP), N-(fosfonometil)-glicina es un
herbicida de amplio espectro, no selectivo de post-
emergencia que inhibe la ruta del dcido shikimico y
afecta a la biosintesis de aminodcidos aromaticos:
fenilalanina, tirosina y triptéfano (Solomon et al.,
2013). El uso a gran escala de GP se explica en parte
por su aplicacion a variedades de plantas genética-
mente modificadas (Williams et al., 2000) que tie-
nen una gen que confiere resistencia a la molécula
de herbicida, evitando el bloqueo de la accién en
l[a enzima EPSPS (La EPSPS cataliza la reaccion entre
el shikimato-3-fosfato (S3P) y el fosfoenolpiruvato
(PEP) para formar 5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
(EPSP). Ademas, las diferentes formulaciones de
GP son utilizados en las practicas agroindustriales
como la maduracion de cana de azucar, silvicolas
y en ambientes urbanos (Borggaard and Gimsing,
2008). Roundup® esta registrado en mas de 100
paises y esta disponibles bajo diferentes marcas. En-
tre estas formulaciones podemos destacar Roundup
Transorb (RT), que fue desarrollado para su uso du-
rante los periodos de lluvia debido al hecho de que
su absorciéon por la planta tarda sélo 1 h, mientras
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que las otras formulaciones de Roundup® necesi-
tan por lo menos 4 horas para ser absorbidos (Ro-
driguez and Almeida, 2005). RT contiene glifosato
(480g/L-1) e ingredientes inertes que se registran
como una mezcla de tenso-activos que contiene
15% de polioxietilamina (POEA) (Howe et al., 2004).
Este agroquimico se clasifica como moderadamen-
te toxico (Clase Ill), de acuerdo con la clasificacion
toxicoldgica, y peligrosos para el medio ambiente,
segln Clasificacion del riesgo Potencial (Monsanto,
2010). Segun la Organizacion Mundial de la Salud,
la toxicidad de glifosato es baja (OMS, 1994). Sin
embargo, los productos basados en GP son general-
mente mas téxicos para los peces (Amarante Junior
et al., 2002, Peixoto, 2005). Las preparaciones co-
merciales de Glifosato se han diversificado con dife-
rentes concentraciones en varios paises, tales como:
Roundup® WeatherMax, Roundup® PowerMAX™,
Roundup® Active, Roundup® Transorb; Roundup
Ultra®, y Roundup UltraMax™ vy se utilizan sobre
cultivos genéticamente modificados denominados
Roundup Ready®. Los productos con GP de Mon-
santo estan registrados en mas de 130 paises para el
control de arvenses o malezas en gran diversidad de
cultivos, especialmente, soya, maiz y algodén (Solo-
mon et al,, 2013). Adicionalmente, en Colombia el
GP es usado como herbicida de amplio espectro en
practicas agricolas y se ha venido utilizando bajo la
denominacion Roundup Ultra® (variedad del Roun-
dup® que varia ligeramente en la concentracion de
sus componentes) en las practicas de erradicacion
quimica de los cultivos de coca y amapola en una
mezcla a la que se le adiciona el surfactante Cos-
moflux® 411F (Nivia, 2001). Estas mezclas de herbi-
cidas estan entre las mas utilizadas a nivel mundial
y se carece de la informacion completa sobre la
composicion del producto que incluye “elementos
inertes” de caracteristicas desconocidas que no se
describen en la etiqueta. Entre los elementos inertes
estan los surfactantes, que son agentes modificado-
res de la tension superficial que se anaden a las for-
mulaciones para aumentar la penetracién a través
de la cuticula y en los tejidos de plantas. Sin embar-
go, algunos tensoactivos particulares de férmulas
comerciales no se encuentran especificados en la
etiqueta, siendo segtn (Vigil et al., 2004) seleccio-
nados entre compuestos pertenecientes a una lista
de familias quimicas, por ejemplo, alkanolamidas,
alquil arilsulfonatos, aminas y amidas sulfonatadas,
alquilfenoles etoxilados, acidos grasos etoxilados,
alcoholes sulfatados y etoxilados, derivados del sor-
bitol, ésteres de fosfato, entre muchas otras. En mu-
chos casos, en las preparaciones comerciales de uso
agricola la toxicidad de tales tenso-activos puede ser

mayor que el GP para los organismos acuaticos (So-
lomon et al., 2013). Estas formulaciones son rapida-
mente disipadas en aguas superficiales, en donde el
GP sufre una biodegradacion a AMPA (acido amino-
metilfosfonico), el cual tiene la misma toxicidad que
el glifosato (Giesy et al.,, 2000, Monheit, 2003), pos-
teriormente es degrado a metilamina y finalmente a
diéxido de carbono (CO2) y amonio (NH3) (Evrard
et al., 2010, Glusczak et al., 2007). El uso de mez-
clas con GP genera preocupacion con respecto a la
contaminacién de los ecosistemas acudaticos, ya que
se ha demostrado que el GP y sus subproductos son
mas moviles y persistentes en estos ambientes (Kol-
pin et al., 2006). En la naturaleza, no necesariamen-
te la exposicion a toxicos produce la muerte de los
animales, en muchos casos, los organismos intentan
sobreponerse a las exposiciones mediante diversos
“ajustes” metabdlicos o fisiolégicos, mediados por
mecanismos tales como el estrés u otras respuestas
adaptativas que sin embargo, pueden tener conse-
cuencias sobre las poblaciones. Los herbicidas pue-
den generar efectos subletales sobre los peces, que
se expresan en respuestas anémalas relacionadas
con el desarrollo, el crecimiento, la reproduccion y
comportamiento (van der Oost et al.,, 2003). A raiz
de la exposicion a un téxico se desata una reaccién
que involucra la puesta en marcha de una cascada
bioquimica, celular y metabdlica para contrarrestar
los efectos nocivos de este. Esto puede suceder, a
través de la depuracion del toxico o por la transfor-
macion en moléculas de menor bioactividad (Lan-
giano and Martinez, 2008, Cazenave et al., 2009).

El sistema nervioso central y las vias de acceso a través
de 6rganos de los sentidos, entre ellos el olfato, trans-
miten informacion ambiental fundamental para los
peces. Las actividades vitales, como el apareamiento,
la localizacién de alimentos, discriminacion de familia-
res y evasion de depredadores son comportamientos
que pueden verse afectados o perdidos como conse-
cuencia de la exposicion a contaminantes téxicos en
las aguas. Los estudios de olfato en teledsteos se han
centrado en las respuestas de comportamiento como
por ejemplo de evasion a los contaminantes (Tierney
et al, 2007). Mas recientemente, ha habido cambios
en la comprensién de los mecanismos subyacentes y
la importancia funcional de contaminantes a través del
olfato en peces. Esto incluye considerar contaminan-
tes que afectan el sistema olfativo y, por extension,
la respuesta fisiolégica, o los procesos de comporta-
miento que comprenden una respuesta normal a esti-
mulos naturales como por ejemplo, el crecimiento, la
reproduccion o la liberacion de feromonas. Numero-
sos trabajos en varias especies han demostrado que es
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ecolégicamente relevante la exposicién a contaminan-
tes comunes tales como metales y pesticidas que pue-
den interferir con el sistema nervioso vy el olfato en los
peces y alterar por esa via procesos en el ciclo de vida
que determinan la supervivencia individual y el éxito
reproductivo (Tierney et al.,, 2010, Tierney et al., 2007,
Solomon et al,, 2013). Se han realizado experimentos
con herbicidas en los que las Células granulares eosi-
nofilicas / mastocitos de los peces CGE/MC estan invo-
lucradas en la respuesta tanto en el telencéfalo como
de vias olfatorias (Ramirez-Duarte et al, 2008, Cas-
tafeda, 2012) y por consiguiente, se postulan como
marcadores de exposicion, de tal modo que a través
de estudios histopatologicos e inmunohistoquimicos
sea posible considerarlas como variable a monitorear
en investigaciones que midan el impacto de diferentes
toxicos sobre peces teledsteos en el medio acuatico.
Se ha identificado ademas, que hay un aumento en el
ndmero de CGE/MC en diversos tejidos y 6rganos de
teledsteos vinculado a diversas condiciones genera-
doras de estrés, como la exposicion a metales toxicos
(cadmio, cobre, plomo y mercurio) y la exposicion a
herbicidas o agentes téxicos (Ramirez-Duarte et al.,
2008, Lauriano et al.,, 2012). Por ello, se considera que
esta poblacion celular podria usarse como biomarca-
dor, teniendo en cuenta que el término hace referen-
cia a los cambios celulares, bioquimicos, moleculares,
o fisiologicos que son medidos en células, fluidos, teji-
dos u 6rganos dentro de un organismo y que indican
la exposicion o efecto de un xenobidtico. Especial-
mente en circunstancias ambientales reales ain bajo
exposiciones sub-letales, las alteraciones histopatol6gi-
cas pueden modificar significativamente la funcion de
tejidos y células, sefalando asi los efectos de la expo-
sicion ante agentes toxicos (van der Oost et al., 2003).
Dichos cambios dependeran de la capacidad del or-
ganismo para reparar la injuria, la naturaleza y la seve-
ridad de la contaminacién y el tiempo de exposicion
(Lourengo et al, 2011). Algunos estudios realizados
con juveniles de cachama blanca (Piaractus brachypo-
mus) concluyen que el Roundup® genera alteraciones
patoldgicas, en las branquias, higado, rifones, piel y
cerebro; en el caso del cerebro especificamente en los
bulbo olfativos y el telencéfalo se encontraron CGE/
MC que pueden estar asociadas con la activacion o
aceleracion de los procesos apoptéticos y otras res-
puestas de las neuronas y demas componentes del te-
jido nervioso (Ramirez-Duarte et al., 2008).

En esta revision se hard énfasis en el papel de las cé-
lulas granulares eosinofilicas CGE/MC de los peces, y
su participacion en las respuestas de diferentes orga-
nos y tejidos ante la exposicion a herbicidas como el
glifosato, su morfologia, su papel fisiolégico, y sobre

algunas formas de estudiarlas en el sistema nervioso
en respuestas fisiopatoldgicas, especialmente, frente a
exposiciones subletales a pesticidas.

Respuestas agudas y crénicas de peces ante las
férmulas comerciales de herbicidas con base en
Glifosato (GP)

Existen muchas aproximaciones metodoldgicas para
estudiar efectos de contaminantes ambientales como
los herbicidas en peces. Segin (Ahmad et al.,, 2000)
estudios del estrés oxidativo y parametros bioquimi-
cos, asi como la histopatologia, son biomarcadores
dtiles para la evaluacion del riesgo ambiental. La com-
binacion de parametros de estrés oxidativo, enzimas
hepaticas y de histopatologia son importantes para evi-
denciar respuestas en los 6rganos internos; mientras
que las medidas de estrés oxidativo son biomarcado-
res de la exposicion, las lesiones histopatolégicas vy el
estudio de enzimas hepdticas son biomarcadores de
efecto (Ferreira et al, 2010). Se han registrado efectos,
tanto del glifosato como de las diferentes formulacio-
nes y las sustancias aditivas que lo acompanan, en di-
ferentes especies de peces (Kelly et al, 2010, Langiano
and Martinez, 2008, Neskovic et al., 1996, Shiogiri et
al, 2012, Wang et al,, 1994); Wang et al., 1994), espe-
cialmente salménidos (Folmar et al, 1979, Hildebrand
etal., 1982, Mitchell et al., 1987, Peterson and Hulting,
2004, Antén et al,, 1994). En relacion con peces neo-
tropicales de agua dulce el Roundup®, que contiene
el POEA en su formulacion, se ha determinado mas
toxico para los organismos acuaticos que el glifosato
(Giesy et al., 2000, Tsui et al., 2005). Los estudios to-
xicolégicos han demostrado que el uso crénico de
Roundup® es potencialmente nocivo para los organis-
mos no blanco (Giesy et al.,, 2000, Relyea, 2005) y los
peces que viven en aguas poco profundas (Albinati et
al, 2007). Se han reportado diversos tipos de altera-
ciones en los peces expuestos a glifosato, desde altera-
ciones en el genoma (genotoxicidad), neurotoxicidad,
hepatotoxicidad, desequilibrios i6nicos y lesiones ne-
créticas en diversos 6rganos.

Genotoxicidad

Varios estudios que utilizan diferentes pruebas (in vivo
e in vitro) han informado de alta genotoxicidad del GP
(Sivikova and Dianovsky, 2006, Sparling et al.,, 2006,
Cavas and Konen, 2007, Alvarez-Moya et al, 2011,
Guilherme et al,, 2012). La genotoxicidad observada
esta relacionada con el organismo de prueba utilizado
(Zdniga, 2001), por ejemplo, las plantas (Dimitrov et
al, 2006, Alvarez-Moya et al., 2011, Truta et al,, 2011),
los peces (Cavas and Konen, 2007) y las células hu-
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manas (De Roos et al, 2005, Bolognesi et al, 2009)
son muy sensibles al GP. Teniendo en cuenta la im-
portancia de los enfoques que implican los efectos ge-
notdxicos de los contaminantes sobre los organismos
acuaticos, asi como la escasez de informaciéon con
respecto a estos danos genéticos producido por RT y
el GP en peces, se han disenado estudios para evaluar
el dafo del ADN en peces expuestos a GP y RT; uno
de ellos es el ensayo cometa, ensayo conocido como
SCGE (ensayo de electroforesis en gel de célula dnica)
siendo uno de los mas utilizados (Langiano and Marti-
nez, 2008). (Alvarez-Moya et al, 2014) mediante un
ensayo cometa, demostré genotoxicidad de isopropi-
lamina de glifosato (0,7, 7, 70 y 700u M) en linfocitos
humanos y en eritrocitos de Oreochromis niloticus in
vitro e in vivo. Estos resultados indican que el GP es
genotoxico en las células y los organismos estudiados
en concentraciones de 0,7-7u M (Alvarez-Moya et al.,
2014). La exposicion al Roundup® también ha sido
asociada con lesiones al ADN en varias especies de
peces y al ser humano (Cavas and Konen, 2007, Paz-y-
Mino et al.,, 2002) y con alteraciones en el ciclo celular
(Marc et al., 2004b). Un trabajo reciente (Moreno et
al, 2014) indica que tanto el GP como el Roundup®
Transorb (RT) causan danos a la molécula de ADN de
Prochilodus lineatus corroborando que el ingrediente
activo puede contribuir a la genotoxicidad de la for-
mula, y que ambos actdan con mas intensidad en eri-
trocitos que en células branquiales. En conjunto, estos
resultados revelaron que tanto el mismo GP como el
producto formulado RT son genotéxicos para las célu-
las branquiales y los eritrocitos de P. lineatus, lo que
sugiere que su uso debe ser monitoreado cuidadosa-
mente teniendo en cuenta su impacto potencial en
biota acuatica tropical (Moreno et al., 2014) .

Alteraciones Morfo-funcionales

En peces se han observado diversas alteraciones de
la morfologia y la funcién celular, tales como, des-
equilibrio i6nico, respuestas de estrés y alteraciones
histopatolégicas en higado, eritrocitos y células bran-
quiales expuestos a diversas formulaciones de GP (Ca-
valcante et al,, 2008, Langiano and Martinez, 2008).
Por ejemplo, la exposicion a Roundup® Transorb cam-
bi6 la actividad de las enzimas antioxidantes e indujo
la inhibicion de la acetilcolinesterasa (Modesto and
Martinez, 2010b, Modesto and Martinez, 2010a). en
cuanto a respuestas crénicas y agudas, se ha observa-
do que la exposicion a largo plazo al Roundup provo-
ca alteraciones metabdlicas en Leporinus obtusidens.
Las respuestas de los peces permiten concluir que al
menos un estado de aclimatacién parcial se obtuvo
después de exposiciones prolongadas a Roundup,

debido a la alta tasa de supervivencia. Sin embargo,
el crecimiento se redujo, y varios parametros metabo-
licos y hematolégicos se alteraron, lo que indica to-
xicidad del Roundup (Salbego et al, 2010). Por otro
lado, en cuanto a efectos agudos, se considera que la
toxicidad del Roundup (particularmente del glifosato)
en animales es baja de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud, pero su amplio uso puede causar
problemas ambientales con impacto negativo sobre la
fauna silvestre, especialmente en el ambiente acuati-
co, donde pueden persistir quimicos por mucho tiem-
po. (Lushchak et al, 2009) estudiaron los efectos de
Roundup mediante marcadores de estrés oxidativo y
defensa antioxidante en Carassius auratus, encontran-
do que Roundup en general suprimié las actividades
de las enzimas superéxido dismutasa (SOD), glutation
S-transferasa (GST), la glutation reductasa y deshidro-
genasa de glucosa-6-fosfato en tejidos de los peces
expuestos. Se considera como un primer estudio que
demuestra una respuesta sistematica por los sistemas
antioxidantes de los peces a la exposicion Roundup®
mostrando que concentraciones relativamente bajas
de herbicidas pueden causar efectos adversos en el
estado antioxidante en los peces. Se ha demoestrado
que el Roundup® tiene efectos sobre el metabolismo
de los animales que pueden ser dafinos, especial-
mente si la exposicion es prolongada (Lushchak et
al,, 2009), alterando la expresion génica que pueden
conllevar a una alteracién en el balance energético
y la sintesis de proteinas (Marchand et al, 2006). En
cuanto a alteraciones morfolégicas,varios autores
han reportado el desarrollo de lesiones necréticas y
proliferativas, asi como el desarrollo de aneurismas e
infiltrados leucocitarios en las branquias; lesiones he-
paticas consistentes en cambios degenerativos, vacuo-
lizaciones lipidicas y gotas hialinas citoplasmaticas en
los hepatocitos de peces expuestos a formulaciones
comerciales de GP en exposiciones agudas (Neskovic
etal, 1996, Szarek et al., 2000, Jiraungkoorskula et al.,
2002, Jiraungkoorskul et al., 2003, Ramirez-Duarte et
al., 2008). Asi mismo, se han reportado lesiones en el
telencéfalo de la cachama blanca en exposiciones agu-
das al Roundup® (Ramirez-Duarte et al.,, 2008) y a la
mezcla Roundup® mas Cosmoflux® 411F (Ramirez D
et al,, 2009). Se han observado alteraciones histopato-
l6gicas en el higado después de exposiciones agudas
y / o crénicas a Roundup® en Oreochromis niloticus
(Jiraungkoorskul et al., 2003, Jiraungkoorskula et al,
2002) y Prochilodus lineatus (Langiano and Martinez,
2008) y cambios ultraestructurales en los hepatocitos
de Cyprinus carpio (Szarek et al., 2000). En Piaractus
mesopotamicus las lesiones hepaticas se clasificaron
como moderadas a severas incluyendo vacuolizacio-
nes del citoplasma, acumulacién de lipidos, alteracion
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de las membranas celular y nuclear y deplecién de los
depdsitos de glucogeno sugiriendo alteraciones en la
funcién hepatica (Shiogiri et al, 2012). La exposicion
a glifosato y surfactantes induce lesiones en las mem-
branas celulares (disminucion de surcos superficiales)
de células epiteliales asi como dafos asociados a des-
organizacion del citoesqueleto (Elie-Caille et al., 2010).
Estos dafios de membrana se relacionan con libera-
cion de componentes intracelulares 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
apoptéticos. Estos fendmenos pueden derivarse de la
lesion mitocondrial ya descritas ante la exposicion a
estas sustancias (Szarek et al., 2000).

Toxicidad olfativa

Un aspecto de particular importancia en relacion con
efectos subletales de los pesticidas es la capacidad de
alterar respuestas olfativas: la respuesta de los peces
a estimulos olfativos ha sido el objeto de una serie de
trabajos que a menudo se realizaron en relacion con
los comportamientos de alimentacién; la mayoria de
estos estudios se han centrado en efectos de insec-
ticidas (Jarrard et al, 2004) que son generalmente
mas toxico para los peces y con frecuencia afectan
el sistema nervioso directamente. El olfato transmite
la informacién ambiental fundamental para los peces,
las actividades de apoyo, como el apareamiento, la
localizacién de alimentos y evasion de depredadores
hacen parte de respuestas mediadas por estimulos ol-
fativos. La toxicidad del sistema olfativo, representa
una de las vias por las que los productos quimicos
toxicos en los habitats acudticos pueden contribuir
cada vez mas a las disminuciones ecolégicamente
importantes en poblaciones de peces. Segin (Tier-
ney et al, 2010) a pesar de nuestro entendimiento
emergente de las amenazas que la contaminacién
representa para la comunicacién quimica en el me-
dio acuatico, muchos desafios de investigacion per-
manecen. Estos incluyen: (1) la determinacion de los
mecanismos especificos de la toxicidad en el epite-
lio sensorial olfativo de peces; (2) la comprensién
de los impactos del complejo de mezclas quimicas;
(3) la capacidad para evaluar la toxicidad olfativa
en los peces in situ; (4) el impacto de las toxinas en
comportamientos-olfativos que todavia no se entien-
den bien para muchas especies de peces; y (5) las
conexiones entre los efectos subletales sobre peces
individuales y la viabilidad a largo plazo de las po-
blaciones silvestres (Tierney et al, 2010). A través de
estudios a lo largo de los niveles de la organizacion
olfativa el tema recurrente es que una variedad de

pesticidas, agentes tenso-activos, metales e hidrocar-
buros alteran la funcién y estructura olfativa de las
neuronas sensoriales y las respuestas conductuales
de orden superior que apoyan. Los estudios de toxici-
dad futuros se beneficiarian mediante la vinculacién
de efectos de la exposicion al crecimiento, la repro-
duccion o el reclutamiento, que juntos representan
niveles de supervivencia correspondiente a la pobla-
cion. Relacionando la importancia de una disminu-
cion en la respuesta de la neurona olfativa a partir de
una exposicion a los pesticidas a corto plazo con un
impacto a nivel de poblacion, los estudios de toxici-
dad olfativa deben permitir enlazar los mecanismos
de la toxicidad a las respuestas de comportamiento
que pueden estar relacionados con los cambios en
la supervivencia, sobre todo a nivel de ecosistema.
Varios estudios indican que existen umbrales entre
la respuesta neurolégica v fisioldgica y las respuestas
de comportamiento. Ademas, otros efectos toxicos,
tales como los independientes del olfato y posible-
mente con mecanismos de accién desconocidos,
deben tenerse en cuenta al determinar toxicidad en
el organismo. En dltima instancia, tendra que ser revi-
sada la reglamentacion sobre los niveles de contami-
nantes donde se observen efectos negativos basadas
en respuestas olfativas. En la actualidad, se dispone
de informacién para indicar que el olfato en peces
es sensible a los contaminantes, los cuales hacen el
seguimiento de su funcion una buena aproximacién
para el mantenimiento de las poblaciones de peces
en un entorno cambiante (Tierney et al, 2010). Aun-
que un ndmero de estudios han reportado respuestas
de comportamiento a herbicidas, la importancia de
estas respuestas en la supervivencia, el crecimiento,
el desarrollo y la reproduccién o la sostenibilidad de
las poblaciones de peces no han sido cuantificadas,
salvo en un sentido especulativo o modelado. Estas
conductas pueden ser adaptativas, y se pueden pro-
ducir por habituacién a las alteraciones del ambiente.
Lo mismo probablemente cierto para las respuestas
de comportamiento en otros animales a menos que
sean como resultado de neurotoxicidad directa o
efectos sobre el desarrollo en los mamiferos (Allen,
2010). Otra revision sobre el tema analiza efectos
subletales de herbicidas que incluyen efectos en la re-
produccion, el estrés, el olfato, y el comportamiento;
aunque algunas de estas respuestas se han observado
en los peces expuestos a herbicidas, se han observa-
do en grandes concentraciones que serian raramente
encontradas en las aguas superficiales habitadas por
peces. En el caso de la conducta, no se han relaciona-
do con las respuestas ecoldgicamente significativas
sobre supervivencia, el crecimiento, el desarrollo, y
la reproduccion (Solomon et al., 2013) pero el pa-
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pel de tales sustancias en la generacién de disturbios
fisiolégicos aun dista mucho de ser esclarecida. Se
sabe que los mayores efectos observados con Roun-
dup® se relacionan con los «ingredientes inertes» de
la formulacién, tales como los surfactantes, muchos
de estos productos quimicos son conocidos por ser
sustancias toxicas al olfato de peces (Sutterlin et al.,
1971). Como se ha descrito arriba, pocos estudios se
han llevado a cabo con herbicidas, se han efectua-
do mediciones electrofisiolégicas a respuestas olfati-
vas en la trucha arco iris expuestos a atrazina y una
formulacién de sal de GP que contienen glifosato de
isopropilamina (IPA), y un agente tensoactivo POEA
(Tierney et al., 2007). La atrazina no provocd ninguna
respuesta olfativa en concentraciones de 10 y 100
mg / L y se observaron con 100 y 1,000 mg de GP/
IPA. Las respuestas olfativas no fueron fuertemente o
proporcionalmente correspondientes en relacién con
las respuestas de comportamiento, sin embargo, en
cuanto a las respuestas de comportamiento, no esta
claro qué efecto de la percepcion de una sustancia
quimica o la interferencia de la sustancia quimica con
la percepcion de otras senales ambientales y de ali-
mentacién tiene en la supervivencia, el crecimiento,
el desarrollo, o reproduccién (Tierney et al., 2010).

Neurotoxicidad

Algunos de los efectos relacionados con neuro toxi-
cidad tienen que ver con alteraciones en la funcion
de la enzima Acetilcolinesterasa (AChE). Segun (Sal-
bego et al, 2010) la actividad AChE cerebral y los
parametros hematolégicos pueden ser utiles como
indicadores de exposicién a largo plazo a formula-
ciones comerciales que contienen GP. Por ejemplo,
mediante un experimento de exposicion cronica en
Leporinus obtusidens (Piava) sometidos a diferen-
tes concentraciones de Roundup, una formulacién
herbicida comercial que contiene GP (0,1, o 5 mg
L-1), durante 90 dias se demostré que la actividad
AChE del cerebro se redujo significativamente en
los peces expuestos a 5 mg L-1 Roundup, mientras
que la actividad AChE de musculo no fue alterada.
Se observaron alteraciones como disminucién del
glucégeno hepatico, reduccion de niveles de gluco-
sa, lactato, proteinas hepaticas y musculares en los
peces expuestos (Salbego et al., 2010). La mayoria
de efectos observados se producen a concentracio-
nes ambientales relevantes, y, en resumen, los resul-
tados muestran que Roundup afecta a la actividad
AChE del cerebro, asi como alteraciones metabdlica
y alteraciones de parametros hematolégicos de pia-
vas.

Aspectos morfolégicos y funcionales
de las células granulares eosinofilicas / Células
Mast de los peces (CGE/MC)

Los mastocitos o células mast (MC) son células impor-
tantes como iniciadoras y efectoras de la inmunidad
innatay enlaregulacion de la respuestainmune adapta-
tiva; se han descrito en todas las clases de vertebrados
y parecen ser morfolégica y funcionalmente similares;
sin embargo, desde los primeros estudios se encontra-
ron diferencias en peces y anfibios en relacién con el
contenido de sus granulos y las propiedades histoqui-
micas. Segun lo descrito por Paul Ehrlich en 1878, los
MC son células granulares del tejido conjuntivo de los
vertebrados, que se tifien metacromaticamente con
anilina y se localizan con muy alta frecuencia alrede-
dor de los vasos sanguineos en el tejido conectivo laxo
(Vallejo and Ellis, 1989, Kunder et al., 2011). En teleds-
teos las MC se han descrito en varias especies (Mulero
et al, 2007). Las caracteristicas de tincion y contenido
de los granulos pueden variar entre especies, pero una
ubicacién predominantemente perivascular es cons-
tante (Reite, 1998). Las MC se degranulan (respuesta a
corto plazo) o proliferan (respuesta a largo plazo) ante
agentes patogenos o irritantes (Powell et al., 1993, Va-
llejo and Ellis, 1989). El término de Células Granulares
Eosinofilicas (CGE) / Mast (MC) fue usado por (Roberts
etal, 1972) para designar a unas células mononuclea-
res que contenian granulos eosinofilicos y que estaban
distribuidas en el tejido conectivo de diversos teleds-
teos (Alvarez-Pellitero, 2008). Se ha hallado que dichas
células liberan una amplia gama de compuestos bio-
activos, como la heparina, neuropéptidos, y proteasas
neutras (Baccari et al, 2011), péptidos antimicrobiales
(PAM) como la lisozima, piscidinas y pleurocidinas,
que son abundantes en la mucosa de los peces, y re-
accionan fuertemente a la inflamacion a través de la
migracion vy la liberacion de granulos. Contienen ade-
mas, componentes comunes con los granulos de las
células mast de los mamiferos, e.g. fosfatasas alcalinas
y acidas, arilsulfatasa, 5-nucleotidasa, y 5-HT (seroto-
nina) (Reite and Evensen, 2006, Dezfuli et al, 2011,
Buonocore et al,, 2012, Rombout et al, 2011). La pro-
duccion de CGE/MC en peces adultos tiene lugar en
el rifndn craneal y el bazo, pues representan los sitios
de mayor hematopoyesis (Da’as et al, 2012, Baccari
et al, 2011, Prykhozhij and Berman, 2014), aunque
dicha propiedad también es posible en otros 6rganos
e.g. tejido linfoide asociado a mucosas, y timo (Press
and Evensen, 1999). (Holland and Rowley, 1998), es-
tablecian que el incremento de CGEs/Mast en tejido
branquial de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) se
daba presumiblemente a la diferenciacion de precur-
sores celulares en las branquias. Se ha demostrado por
tanto, que los precursores no granulados de células
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granulares residen en el tejido y siempre que hay la
disponibilidad de los factores necesarios, se convier-
ten en CGE/MC (Reite and Evensen, 2006), en otras
palabras, las células se forman (Matsuyama and lida,
1999) en 6rganos hematopoyéticos y posteriormente
migran al tejido blanco, donde maduran y adquieren
sus diferentes funciones (Da’as et al., 2012, Sfacteria
et al,, 2015). En los peces se encuentran con mas fre-
cuencia en la piel (Blackstock and Pickering, 1980, Zac-
cone, 1982, Gomez et al.,, 2013), asi como en el tejido
conectivo vy epitelial del tracto digestivo y branquias
(Reite, 1998, Matsuyama and lida, 1999, Jordanova et
al, 2007, Leknes, 2007, Alvarez-Pellitero, 2008, Garg
et al, 2010, Dezfuli et al, 2011, Dezfuli et al, 2013,
Gomez et al., 2013); en sistema urinario, reproductivo,
bazo, rifones, y vejiga natatoria. (Hellberg et al,, 2013)
las identificaron mayormente en el intestino de pez
lobo (Anarhichas lupus L.), y al compararlas con trucha
arcoiris, se evidencié que solo se asociaban estrecha-
mente a vasos linfaticos en los primeros; ademas, en
trucha arcoiris los granulos de las CGE/MC tenian una
estructura globular intacta, mientras que en pez lobo
observaban vacuolas vacias. Las CGE/MC se han iden-
tificado también en otro érganos como el higado (Jor-
danova et al, 2007) quienes hallaron que estas células
estaban distribuidas regularmente en el higado de tru-
cha de Ohrid (Salmo letnica) lo cual atribuian a la co-
nexion de la especie con las condiciones de su habitat,
y la necesidad de adaptarse a lo largo de su proceso
evolutivo para constituirse como parte de la defensa
del huésped. Se cree que la propiedad metacromatica
de las CGE/MC es altamente dependiente de la natu-
raleza del fijador usado y del subsecuente método de
tincion empleado. Se ha reportado ademas, el uso de
técnicas de inmunohistoquimica indirecta siendo la
técnica de inmunocomplejo peroxidasa-anti-peroxi-
dasa usada habitualmente para identificar los produc-
tos de degranulacion de las CGE/MC de los peces, asi
como el método Complejo Avidina-Biotina (ABC),la
reaccion peroxidasa y los ensayos de inmunoabsor-
bancia (Baccari et al, 2011). Las técnicas de cultivo in
vitro de poblaciones homogéneas de CGE/MC también
han cobrado relevancia para estudiar la fisiologia de
las mismas a través de cultivos explante de 6rganos.
Una senal histoquimica ampliamente aceptada de las
CGEs/Mast como ya se ha mencionado, es la meta-
cromasia expresada por sus granulos con tinciones
de anilina basica o una tiazina como azul de toluidina
(Dobson et al.,, 2008, Baccari et al, 2011). Esta caracte-
ristica se explica por la presencia de glucosaminoglica-
nos sulfatados como la heparina, que le confieren esta
capacidad y por consiguiente permite distinguirlas de
otro tipo de células morfolégicamente parecidas (Bac-
cari et al, 2011). En pez cebra (Danio rerio) el grupo

de CGE/MC comparte con las denominadas células
rodlet y eosindfilos la coloracion eosinofilica con HE
y el ser PAS-positivas. Se ha evidenciado que son facil-
mente distinguibles con azul de toluidina en tejidos de
branquia e intestinos, ademas de responder a secreta-
gogos especificos expresando ckit, triptasa y carboxi-
peptidasa a5 (cpa5) (Da’as et al, 2011, Dobson et al.,
2008), en tanto los lipidos solo se han observado en
salmén, la fosfatasa alcalina y acida, B-glucuronidasa,
N-acetil- B-glucosaminidasa, y actividad esterasa se ha
descrito en células mast de anfibios, aves y en varios
peces (Baccari et al,, 2011). Se afirma que cuando las
CGE/MC retienen el color rojizo, se debe a que son
deprivadas de su material granular basofilico (Reite et
al,, 1996). Considerando la alta solubilidad de sus gra-
nulos como la razén de los problemas para expresar
metacromasia con ciertas técnicas e.g. Hematoxilina-
Eosina (HE), el siguiente paso fue desarrollar técnicas
histoquimicas mas eficientes como el tratamiento con
sulfato de berberina lo que resolvio la deteccion de
la heparina en los granulos de CGE/MC (Holland and
Rowley, 1998, Reite, 1998, Reite and Evensen, 2006,
Baccari et al,, 2011). Reportes que usaron Hoplias ma-
labaricus senalan que al usar métodos fluorimétricos
para la cuantificacion de heparina (histoquimicamente
especifico de heparina para un pH 3,5) los granulos de
las CGEs/Mast del tejido intestinal exhiben una fluores-
cencia amarilla después del tratamiento con sulfato de
berberina sugiriendo la presencia de heparina dentro
de sus componentes (Reite, 1998).

Aunque recientemente ha aumentado el uso genérico
de la denominacion MC en peces, hay que sefalar que
hay diferencias funcionales con las células descritas en
mamiferos, por ejemplo, en éstos se ligan a la IgE a
través de receptores especificos (FceR) que involucran
procesos de activacion que requieren ATPasa, hista-
mina y otros factores liberados de las mismas (Reber
et al, 2012, Silver and Curley, 2013). En los peces no
se ha demostrado la presencia de IgE, y la histamina
solo se ha identificado en peces del orden percifor-
mes (Mulero et al, 2007, Rombout et al.,, 2011). Sin
embargo, se ha podido identificar, la presencia de
IgM e IgD pero no hay evidencia de si son capaces de
generar degranulacion de las CGE/MC (Baccari et al.,
2011). Segun investigaciones en pez cebra (Danio re-
rio), las CGE/MC poseen receptores analogos de alta
afinidad (FceRI) a IgE que pueden inducir estimulos,
que resultan en una reproduccion clasica de respues-
ta sistémica anafilactica pasiva. Dicha aseveracion, se
fundamenta en el hallazgo de reactividad cruzada di-
rigida tanto contra FceRle IgE humana; si bien no hay
evidencias de IgE en peces, lo que si indica este hallaz-
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go, es que la funcién de respuesta anticuerpo-receptor
auln se conserva en las CGE/MC (Da’as et al.,, 2011).

Varios de los compuestos de las CGE/MC son los mis-
mos que en mamiferos e.g. histamina, serotonina,
heparina, asi como hay otros de los que aunque se
ha reportado su presencia en peces teledsteos, no se
ha reportado que sean mediadores secundarios pro-
ducidos por las CGE/MC e.g. factores de crecimiento
y quimioquinas (Secombes and Cunningham, 2004,
Secombes et al, 2001, Alejo and Tafalla, 2011). Es-
pecificamente, los péptidos antimicrobiales (PAM) se
consideran un importante componente del sistema
inmune innato (Buonocore et al,, 2012, Acosta et al.,
2013, Niu et al, 2013), y estan ampliamente distribui-
dos tanto en vertebrados como invertebrados (Cuesta
et al, 2011, Sperstad et al, 2011, Buonocore et al.,
2012) en leucocitos y a nivel de superficies epitelia-
les e.g. la piel, tracto respiratorio y gastrointestinal. Se
han identificado en células de moco-piel, intestino y
branquias-asi como en CGE/MC, neutrdfilos y células
rodlet (Corrales et al, 2010). De los péptidos antimi-
crobiales (PAM) de los peces, las piscidinas son las mas
ampliamente distribuidas y muestran mayor potencial
y amplio espectro de actividad contra virus, bacterias,
hongos y parasitos (Corrales et al,, 2010, Dezfuli et al,,
2011, Buonocore et al, 2012, Niu et al., 2013). (Mule-
ro et al., 2008), reportd que las mismas solo han sido
identificadas en peces del orden perciformes, mientras
que se ha detectado la presencia de otros PAM en
peces e.g. pleurocidinas (Douglas et al, 2001), hep-
cidinas (Douglas et al, 2003), dicentracinas, moro-
necidinas (Lauth et al, 2002, Salerno et al., 2007) y
chionodracinas (Buonocore et al., 2012), asi como hay
otros PAM -e.g. LEAP-2 (péptido antimicrobial-2), cate-
licidinas, gaduscidinas 1y 2, epinicidina-1 y defensinas,
aun no vinculados a alguna poblacion celular (Bao et
al,, 2006, Chang et al., 2006, Yin et al., 2006, Zou et al.,
2007, Cuesta et al., 2011).

(Mulero et al.,, 2008), determinaron que las piscidinas
estaban contenidas dentro de los granulos de CGE/MC
y granulocitos acidofilicos -neutréfilos- en dorada (Spa-
rus aurata) y que estos no solo actuaban como poten-
tes PAM en el espacio extracelular tras la activacion y
degranulacion de las CGE/MC, sino que podrian actuar
como parte del mecanismo intracelular -fagocitosis-.
Estos PAM son péptidos lineales, amfipaticos, a-hélices
que tipicamente conservan el N-terminal rico en his-
tidina (Chekmenev et al, 2006, Noga et al, 2011) y
fenilalanina; entre las piscidinas identificadas se hallan
la 1, 2 y 3, estas comparten una alta homologia en la
secuencia de aminodcidos en sus péptidos maduros,
y la sustitucion de aminodacidos -excepto para la pisci-
dina 3- ha sido de glicina por histidina en la posicién

17 (Silphaduang and Noga, 2001, Lauth et al, 2002).
De otro lado, los PAM lineales han sido descritos tam-
bién en peces del orden pleuronectiformes incluyendo
Pleuronectes americanus (Sfacteria et al., 2015), Hippo-
glossoides platessoides (Fabricius), Hippoglossus hippo-
glossus L, Limanda ferruginea (Storer), y Glyptocephalus
cynoglossus L (Patrzykat et al., 2003).

Las CGE/ MC en las respuestas ante agentes
téxicos en peces

Varios investigadores han propuesto que los masto-
citos son “sintonizables,” tanto por factores genéticos
y ambientales, de tal manera que, dependiendo de
las circunstancias, la célula se puede colocar fenoti-
picamente para expresar un amplio espectro de va-
riaciones en los tipos, la cinética, y / o magnitud de
sus funciones secretoras (Galli et al., 2005). Como se
mencion6 arriba, se ha demostrado dentro de las ca-
racteristicas homologas de las CGE/MC con las células
mast de los mamiferos, su capacidad de inducir una
respuesta vasomotora y aumento de la permeabilidad
vascular por la liberacion de sus granulos, ante la expo-
sicion a bacterias patégenas, productos bacterianos,
toxicos u otros agentes puede inducir degranulacién
(Ellis, 1985, Vallejo and Ellis, 1989, Reite, 1996, Lauria-
no et al,, 2012, Sfacteria et al, 2015). La informacién
proporcionada por las investigaciones hechas en ver-
tebrados no mamiferos, ha llevado a plantear que los
mecanismos de activacion de las células Mast parecen
estar altamente conservados dentro de la evolucién de
los vertebrados por las siguientes razones: 1) El com-
puesto 48/80, un miembro de la familia de secretago-
gos de las células Mast necesario para la estimulacion
de la GTPasa -la cual activa la via de transduccion de
sefales mediada por fosfolipasa C y D- induce degra-
nulacién de las CGE/MC en peces, anfibios, aves y ma-
miferos (Ellis, 1985, Vallejo and Ellis, 1989, Matsuyama
and lida, 1999, Matsuyama and lida, 2002, Reite and
Evensen, 2006). 2) La Sustancia P, Concanavalina A
(ConA), capsaicina, hidrocortisona y toxinas promue-
ven degranulacién en algunos peces teledsteos y ma-
miferos (Reite, 1997, Matsuyama and lida, 1999, Reite
and Evensen, 2006) 3) La activacion de las células
Mast de mamiferos involucra CR3 (receptor C3) para
liberar agentes proinflamatorios y agentes quimiotacti-
cos para la migracién de células Mast y eosindfilos; el
receptor C3 ha sido reportado en trucha como tam-
bién en un procordado, este receptor ayuda a las CGE/
MC a reconocer e internalizar bacterias opsonizadas
(Baccari et al,, 2011), 4) En tele6steos como pez cebra
(Danio rerio), se ha demostrado la expresion y acti-
vidad de receptores tipoToll (TLR) y estan funcional-
mente involucrados con las CGE/MC, soportado por

Células Granulares Eosinofilicas / Células Mast y su relacién efectos de herbicidas: caso Glifosato y surfactantes en peces 67



reportes de una respuesta génica de diferenciacion
mieloide primaria -MyD88, una proteina adaptadora
en la via de transduccion de senales de receptores
TLR-(Da’as et al, 2011) y la degranulacion de CGE/
MC luego de la exposicion a toxinas de Aeromonas
salmonicida (Mutoloki et al., 2006, Da’as et al.,, 2011)
y 5) tanto en mamiferos como, peces 6seos y sapos,
se liberan neuroquinas desde las fibras nerviosas que
pueden activar las MC para liberar mediadores quimi-
cos (Baccari et al, 2011). Desde mediados del siglo
XX se desarrollaron estudios encaminados a analizar
la funcion de las CGE/MC empleando agentes patoge-
nos, quimicos, y parasitarios para observar si inducian
degranulacién o algin cambio en el nimero de las cé-
lulas; las inyecciones de la toxina de A. salmonicida,
compuesto 48/80 (Baccari et al, 2011) (potente agen-
te liberador de histamina) y concanavalina A (Con A),
permitieron identificar la degranulacién de CGE/MC en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), determinando
asi, que la respuesta ultraestructural era similar a la
extrusion anafilactica de los granulos en células Mast
de mamiferos (Ellis, 1985, Vallejo and Ellis, 1989). La
respuesta de las CGE/MC difiere de las células Mast
de los mamiferos en dos aspectos: 1) La degranula-
cion involucra la liberaciéon de granulos electrolucidos
intactos y la subsecuente desintegracion de la matriz
granular (Dezfuli et al, 2008) y 2) La degranulacion
inducida con el compuesto 48/80 y Con A puede ser
inhibida con anti-histaminas prometazina y cimetidina
(Baccari et al, 2011). Ultraestructuralmente las CGE/
MC maduras muestran una degranulacién crénica no
anafilactica, estos resultados suponen que los precur-
sores residen en el tejido y que las células son capaces
de diferenciarse in situ, reforzando la analogia entre
este tipo de células y las células mast clasicas de los
vertebrados superiores. En cuanto a la asociaciéon con
otras células, las CGE/MC vy las células rodlet caracte-
risticamente tienden a rodear un sitio infectado lo que
sugiere una integracion de la respuesta inflamatoria
(Reite, 2005, Mazon et al, 2007, Dezfuli et al.,, 2008,
Dezfuli et al.,, 2013). Algunas otras correlaciones fun-
cionales de las CGE/MC, incluyen e.g. la calidad del
alimento dado a los peces, por ejemplo en salmones
alimentados con diferentes calidades de alimento se
hall6 que (con y sin antioxidante etoxiquin) exhibian
cambios consistentes en sus caracteristicas morfol6gi-
cas y distribucion corporal (Jackson et al, 1984). De
igual forma, (Sitja-Bobadilla et al., 2005) Hallaron que
al hacer cambios del 100 % en la dieta de Doradas
(Sparus aurata) alimentadas con harina de peces, por
una fuente proteica vegetal, la ingesta y el crecimiento
disminuian dramaticamente, en tanto que a nivel histo-
patolégico se hallé6 aumento de tejido adiposo en el
higado, incremento en el ndmero de vacuolas lipidicas

en enterocitos y la submucosa intestinal se hallaba di-
latada/hipertrofiada con infiltrados de CGE/MC.

Se ha mostrado que los productos de de granulacién
de CGE/MC extraidos de la cavidad peritoneal de réba-
lo (Dicentrarchus labrax) pueden estar involucrados en
la respuesta citotoxica contra células tumorales (Cam-
marata et al, 2000). En tilapia (Oreochromis niloticus)
la lisis de las CGE/MC induce una sobrerregulacion del
Ca2+ en cultivo de células endoteliales, indicando que
los productos de las CGE/MC activan directamente a
estas e incrementan la permeabilidad vascular (Mat-
suyama and lida, 2001). En tilapia (Oreochromis nilo-
ticus) ademas, estas son consideradas reguladoras de
la adhesion de neutréfilos a las células endoteliales
vasculares en cultivos primarios (Matsuyama and lida,
2002), mientras que en el salmén del atlantico (Salmo
salar), representan un componente central del metabo-
lismo del zinc (Paulsen et al,, 2001).

Respuestas de las CGE / MC en el Sistema Nervioso
de Peces expuestos a tdxicos

Se ha observado infiltracion de CGE/MC de diferentes
tamanos y en diferentes estados de degranulacion en
tejido nervioso, meninges y bulbo olfatorio de peces
expuestos a herbicidas, acompaiados en muchos ca-
sos con un aumento de la tasa de apoptosis de neu-
ronas en el encéfalo (Ramirez-Duarte et al, 2008,
Lauriano et al, 2012) esto puede estar relacionado
con fenémenos tales como eliminacion de células
progenitoras con inestabilidad genémica, lo que pue-
de verse reflejado en variaciones cromosomales (Re-
hen et al, 2001). Lo anterior se veria reforzado por lo
descrito por (Marc et al., 2004b) quienes hallaron que
productos a base de GP pueden retrasar la progresion
del ciclo celular y alterar el proceso de transcripcion
lo que puede llevar a la génesis de neuronas no aptas.
A continuacion se describe especificamente lo hallado
por (Marc et al,, 2004b, Marc et al., 2005). De acuerdo
con (Marc et al,, 2002, Marc et al., 2003) el GP per se
ocasiona un retraso en la transicién de la fase G2 a la
fase M del ciclo celular por un fallo en la activacién del
complejo CDK1/ciclina B en trabajos realizados con
embriones de erizos de mar en fase temprana de desa-
rrollo. (Marc et al,, 2004a) determinaron que el GP (en
diferentes productos comerciales conteniendo agen-
tes surfactantes) a una concentracién 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 micro-gota asperjada es suficien-
te para ocasionar una desregulacion en la transicion
del ciclo celular, la cual es inferior a la concentracion
recomendada por la manufacturera para aspersion de
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40 mM, comparado con la concentracion de GP en la
aspersion de cultivos de coca y amapola realizada en
Colombia que es de 234 mM. Adicionalmente, (Marc
et al, 2004b) han descrito que los herbicidas a base
de GP inhiben la sintesis del ADN durante la fase S. De
este modo, el fallo en la progresion de la fase G2 a la
fase M no solo puede ser ocasionada por el fallo en la
activacion del complejo CDK1/ciclina B, sino que tam-
bién puede ser ocasionado por falencias en la replica-
cién del ADN o por ausencia de replicacion del ADN,
sin descartar alteraciones en otras vias que afecten
de forma indirecta la progresion del ciclo celular. De
acuerdo a lo anterior, fallas en la progresién del ciclo
celular: alteracion (reduccion o supresion) de la sintesis
y/o liberacién de factores neurotréficos, lo cual reduce
la supervivencia de células progenitoras y de neuronas
diferenciadas (Depaepe et al. 2005; Ishamy y Ernfors,
1996; Elshamy et al.,, 1996; Frade & Barde, 1999; Lu et
al, 2005, Ockel et al,, 1996; Putz et al,, 2005 citados
por (Buss et al., 2006). Otra hipdétesis a la tasa alta de
apoptosis en el telencéfalo puede recaer en efectos
del GP sobre el epitelio olfatorio, dado que en perio-
dos de sinaptogénesis la supervivencia de las neuronas
puede depender de factores tréficos liberados por las
células inervadas. Esta hipotesis se puede ver apoyada
en parte por la presencia de centros de proliferacion
neural en el telencéfalo (Burek y Burke 2004, Chu et al.
2000, Cusato etal. 2001, Lotto et al. 2001, Morcuende
et al. 2005, Oliveira et al. 2002, Verney et al. 2000,
Vogel et al. 1989, von Bartheld y Johnson 2001 citados
por (Buss et al., 2006). El cerebro de los peces a dife-
rencia de los mamiferos se distingue por su habilidad
para reemplazar neuronas perdidas (Zupanc, 2006).
En los peces es distintivo su enorme potencial para
producir continuamente nuevas neuronas en el cere-
bro adulto, mientras que en los mamiferos la neurogé-
nesis adulta se limita al bulbo olfativo y el hipocampo.
En los peces las neuronas no sélo se generan en las
estructuras homologas a esas dos regiones, sino tam-
bién en docenas de otras areas del cerebro. En algunas
regiones del cerebro de peces, tales como el tectum
Optico, las nuevas células se mantienen cerca de zonas
de proliferacién en el curso de su desarrollo. En otras,
como en la mayoria de las subdivisiones del cerebelo,
migran, a menudo guiadas por fibras gliales radiales
sobre areas especificas. Aproximadamente el 50% de
las células jovenes pueden perderse tras someterse a
la muerte celular por apoptosis, mientras que las otras
sobreviven para el resto de la vida de los peces. Un
gran ndmero de células supervivientes se diferencian
en neuronas. Segtin Gheusi et al.,, 2000; Huang y Bitt-
man, 2002; Lledo y Saghatelyan, 2005; Miwa y Storm,
2005; Petreanu y Alvarez-Buylla, 2002; Rochefort et al.,
2002; Zou et al., 2004 citados por (Buss et al,, 2006),

la privacion olfatoria puede inducir una reduccién de
la supervivencia de neuronas generadas en fase adul-
ta en el bulbo olfatorio. De este modo, es plausible
la hipotesis que el aumento de la tasa de apoptosis
hallada en peces expuestos a GP sea ocasionada por
una menor capacidad de percepcién de olores, como
fue determinado por (Tierney et al.,, 2007) quienes ha-
llaron que truchas arcoiris expuestas durante 30 min a
concentraciones de 0.1 mg/l de GP en la presentacion
Roundup® reducen la respuesta odorante inducida
por la histidina determinada por evaluacién comporta-
mental y por medio de un olfato-electrograma. A partir
de esto se plantea que alteraciones en el tamano y
morfologia de las CGE/CM observadas en el encéfalo y
la acumulacién de granulos en su citoplasma pueden
ser explicadas segun las siguientes hipoétesis:

1) inhibicion de la liberacion del contenido granular
con sintesis continua de los componentes granu-
lares, tal vez inducida por algdn componente del
Roundup, o debido a que las CGE/CM presentes
en el encéfalo se encuentran inmaduras y no son
capaces de liberar su contenido de acuerdo con lo
reportado por (Vallejo and Ellis, 1989)

2) sintesis incrementada de componentes granulares,
sin degranulaciéon completa de las mismas, acorde
con la actividad de degranulaciéon no citotéxica
de las CGE/CM (Vallejo and Ellis, 1989). Probable-
mente las CGE/CM estén induciendo o acelerando
procesos de muerte celular de forma especifica e
individual para una neurona para lo cual no nece-
siten llevar a cabo una degranulacién completa.

3) el nimero aumentado de CGE/CM en el bulbo
olfatorio hace parte de un mecanismo de remo-
delacion neural seguido al dano neuronal agudo,
basado en la evidencia de sintesis y liberacion de
NGF por mastocitos (Williams et al, 1995) y en la
capacidad de neurogeneracion y regeneracion
neuronal en el cerebro de los peces (Zupanc,
2006, Lema et al., 2005).

Los estudios en cachama blanca realizados en la Uni-
versidad de los Llanos sobre efectos histopatolégicos
de la toxicidad aguda por exposicion al herbicida GP
en Piaractus brachypomus encontraron que las CGE/
MC estaban presentes en meninges y en la corteza del
telencéfalo, acompanadas de un patrén de satelitosis
alrededor de las neuronas con focos degenerativos,
relacionados con la activacién o la aceleracion de la
apoptosis, que sugiere un proceso especifico y local
(Ramirez-Duarte et al., 2008). Asi mismo, al estudiar
los efectos combinados del Roundup ® y surfactan-
te Cosmoflux ® 411F (Ramirez D et al., 2009), se en-
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contraron cambios histopatolégicos en las branquias,
consistentes en hiperplasia interfilamentar proximal e
interlamelar, mas severos de acuerdo a la concentra-
cion de las sustancias experimentales. Ademas, se ha-
[16, que en las lesiones del SNC se involucraban células
granulares EGC/CM y células gliales asociadas a somas
neuronales, los cuales presentan cambios degenerati-
vos y muerte celular, posiblemente relacionados con
fenémenos de apoptosis. Las EGC/CM asi como células
gliales corresponden a lineas celulares pertenecientes
al sistema inmune y que regulan la dinamica de repa-
racion: remocion a nivel cerebral asi como median al-
gunos procesos vasculares importantes, generandose
interrogantes sobre el efecto de dicho xenobidticos en
el sistema inmune y su interaccion con el tejido nervio-
s0, lo cual permitira la comprension mas amplia de los
fenémenos de respuesta subyacentes ante exposicio-
nes subletales.

Otro trabajo realizado en Colombia (Castafeda, 2012)
reafirma la via olfativa en P. brachypomus como posi-
ble puerta de entrada al sistema nervioso, se demos-
tré que concentraciones subletales Roundup® Activo
(0.1 y 1 mg/l) causan alteraciones a nivel tisular en
la roseta y bulbo olfativo, con infiltracion de CGE/
MC. Este hallazgo apoyaria la idea de que el sistema
olfativo es una de las posibles vias de entrada del
Roundup® Activo al sistema nervioso central, por lo
tanto y teniendo en cuenta que el sistema olfativo
estd implicado en aspectos fisiolégicos importantes
para los peces como la alimentacion, la reproduccién
y el reconocimiento intra e inter especifico; exposi-
ciones prolongadas a este herbicida podrian afectar
estos procesos vitales para el desarrollo y su interac-
cion con el ambiente. Se ha considerado que las CGE/
MC podrian usarse como biomarcador, toda vez que
el término hace referencia a los cambios celulares,
bioquimicos, moleculares, o fisiol6gicos que son me-
didos en células, fluidos, tejidos u 6rganos dentro de
un organismo y que indican la exposicion o efecto de
un xenobidtico (Lourenco et al, 2011, Pacheco and
Santos, 2002). Se ha demostrado, que la exposicion
a herbicidas aumenta la expresién de CGE/MC en el
cerebro, las cuales generan aminas vasoactivas, e. g
de serotonina -5-HT- que actuda en el eje hipotalamico
pituitario interrenal (EHPI), ocasionando la liberacion
de cortisol, el cual se une a nivel intracelular al recep-
tor de glucocorticoide (GR), inhibiendo el factor NF-kB
y por consiguiente la sintesis de citoquinas (Rondon
Barragan et al, 2010). Asi mismo, en tilapia (Oreo-
chromis niloticus), se observaron cambios histopato-
l6gicos en higado y cerebro expuestos a insecticida
endosulfano -reconocidos por ser altamente téxicos
en peces -. En el cerebro se observé meningitis, en-

cefalitis y edema, con un infiltrado inflamatorio aso-
ciado de CGE/ MC (Matthiessen and Roberts, 1982).
(Figueiredo-Fernandes et al., 2007), visualizaron CGE/
MC a nivel del complejo venoso pancreatico mayor de
tilapia (Oreochromis niloticus) luego de la exposicion
a cobre; asi mismo, (Coimbra et al,, 2007) Observaron
la presencia de CGE/MC y macréfagos en esta area,
luego de una exposicion dietaria a diferentes niveles
de endosulfano -durante 21 y 35 dias-, un insecticida
ampliamente distribuido en el mundo, y cuyo agravan-
te es su capacidad de transferirse a través de la cadena
trofica; el andlisis cualitativo mostré un incremento en
el nimero de CGE/MC asi como la migracion de las
mismas desde dreas cercanas a los vasos sanguineos
hasta el parénquima hepatico. Las alteraciones a ni-
vel branquial, asi como la infiltracién de CGE/MC fue
registrada por (Teh et al., 1997), donde las hallé aso-
ciadas a linfocitos, células plasmaticas y macréfagos;
tales cambios fueron atribuidos a contaminantes en el
medio acuatico. Recientemente (Lauriano et al., 2012)
estudiaron el papel de las CGE/MC en intestino y bran-
quias de Dorada (Sparus aurata) expuesto a bifenilos
policlorados (PCB 126); este estudio analizo la localiza-
cion morfoldgica y la proliferacién de los CGE/MC en
el intestino y branquias después de una exposicién de
12 h, 24 0 72 a PCB 126, un bifenilo policlorado, que
es un agente inmunotéxico potente. En los érganos
de los peces expuestos a PCB 126, se observé que,
ademas de la congestion de los vasos sanguineos, no
habia extravasacién de las células rojas de la sangre, la
infiltracion de linfocitos, y un aumento progresivo en
el ndmero de CGE/MC. Estos datos confirman la acciéon
inmunotdxica de PCB y la participacion de las CGE/MC
en la respuesta inflamatoria.

De otra parte, (Figueiredo-Fernandes et al.,, 2006) ha-
llaron que la exposicion de tilapia (Oreochromis niloti-
cus) a paraquat, ocasioné alteraciones del parénquima
hepatico, como vacuolizacién, necrosis, incremento
de la agregacion de macréfagos y CGE/MC, asociados
a una reduccién de la capacidad de biotransformacion
hepatica. En relacion con los ecosistemas acuaticos,
los peces han sido uno de los primeros en ser utiliza-
dos en los protocolos de evaluacion y como especies
centinelas, ya que la caracteristica mas importante, es
que estan en la cumbre de la cadena tréfica pudiendo
afectar la salud humana, lo cual aumenta su importan-
cia en los estudios ambientales (Zhou et al., 2008).
El uso combinado de biomarcadores bioquimicos,
genéticos e histologicos es una herramienta Gtil para
la investigacion de los efectos inducidos por contami-
nantes ambientales, que permite establecer la relacién
entre la exposicion al contaminante y las diversas res-
puestas biolégicas (Pacheco and Santos, 2002, Teh et
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al,, 1997), asi como su grado de afectacion a distintos
niveles -molecular, celular, tisular- (Valdez Domingos
et al, 2007, Viarengo et al, 2007, Ben Ameur et al.,
2012, Vieira et al, 2014). Particularmente, las altera-
ciones histopatolégicas pueden modificar significativa-
mente la funcion de tejidos y células senalando asi los
efectos de exposicion a agentes toxicos (Pacheco and
Santos, 2002, Lourenco et al., 2011). Dichos cambios
dependeran de la capacidad del organismo para repa-
rar la injuria, la naturaleza y la severidad de la conta-
minacién y el tiempo de exposicion (Lourenco et al.,
2011). Los productos basados en GP son generalmen-
te mas toxicos para los peces (Lushchak et al, 2009,
Moreno et al, 2014) que para animales terrestres, se
ha observado que la exposicion a herbicidas aumenta
la expresion de MC en diversos tejidos -e.g. cerebro,
branquias, intestino- (Matthiessen and Roberts, 1982,
Teh et al, 1997, Ramirez-Duarte et al,, 2008, Ramirez
D et al, 2009, Rondén Barragan et al,, 2010, Lauriano
et al, 2012), lo cual resalta la importancia de realizar
un cuidadoso monitoreo del impacto potencial del GP
sobre la biota acudtica tropical (Alvarez-Moya et al.,
2014, Moreno et al,, 2014).

Como se ha descrito a través de esta revision, las CGE/
MC estan involucradas en la respuesta inmune ante
agentes nocivos -e.g. bacterias y sus productos, para-
sitos, toxicos-, integrar a esta poblacion celular como
bioindicador de respuesta de teledsteos ante produc-
tos toxicos, puede ser una opcion para futuras inves-
tigaciones, dado que entre mas se combinen factores
biolégicos, se podra dilucidar mejor la relacion entre
la respuesta y el contaminante. Finalmente, las CGE/
MC son una poblacién celular de la cual no se ha de-
terminado completamente la funcién en el sistema in-
mune de peces neotropicales, por dicha razén incluirla
como un biomarcador en estudios de toxicologia con
pesticidas usados frecuentemente en nuestro medio
proporcionara mas elementos para entender sus me-
canismos y la relevancia de las mismas en lo que res-
pecta a respuestas complejas de tipo neuro-endocrino
e inmune, como en los procesos de alarma y repara-
cién ante agentes xenobidticos presentes en el medio
acuatico.
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