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Resumen. Con el fin de investigar los efectos toxicos del glifosato, 3 diferentes
experimentos fueron llevados a cabo utilizando juveniles del mismo nimero de
especies piscicolas. En el primer experimento, ejemplares de tilapia roja
(Oreochromis sp.) fueron expuestos a diferentes concentraciones de Roundup®
(RP) (O, 1, 5, 15, 45 y 90 ppm). Los peces en 45 y 90 ppm murieron en tiempo
menor a 3 horas y 25 minutos presentando marcada sintomatologia nerviosa
(nado erratico, hiperexcitabilidad). Las actividades aspartato aminotransferasa
(AST) y colinesterasa plasmaticas mostraron un incremento significativo en
estos dos tratamientos. La peroxidacion lipidica cerebral se incrementé por la
exposicion al herbicida con excepcion del tratamiento de 45 ppm. Para el 2°
experimento juveniles de bocachico (Prochilodus magdalenae) fueron
expuestos a 10 y 30 ppm de RP. Los peces en 10 ppm murieron mostrando
sintomas nerviosos mientras los expuestos a 30 ppm manifestaron problemas
de indole respiratorio. En los 2 tratamientos, los peces fueron sacrificados
antes de las 3 h y 40 m post-exposicién. La actividad colinesterasa cerebral se
mostrd significativamente inhibida en 10 ppm y marcadamente elevada en 30
ppm. En el 3° experimento, ejemplares de yam( fueron expuestos a 10 y 30
ppm del herbicida y a la interaccion con una mezcla de RP y clorpirifos. En
todos los tratamientos, con excepcion de 30 ppm RP, se dio una disminucién
significativa de la actividad colinesterasa. En la concentracion mas alta el
efecto toxico fue de tipo respiratorio. Este estudio mostré6 que el RP causé
efectos sobre el sistema nervioso y respiratorio. La actividad colinesterasa
cerebral y plasmatica tuvo variaciones importantes en los peces por la
exposicion al herbicida y las respuestas variaron segun las concentraciones y
la especie estudiada.

Introduccidn. Los riesgos de intoxicacion con glifosato en especies piscicolas
en Colombia son altos teniendo en cuenta el uso masivo de este herbicida para
la erradicacion de coca, amapola y malezas de otros cultivos. El incremento en
las fumigaciones con RP ha sido significativo especialmente desde la
implementacién del Plan Colombia, un acuerdo politico entre los gobiernos de
Colombia y los Estados Unidos. Se calcula que un total de 983.000 hectareas
han sido asperjadas en Colombia entre los afios 1997 y 2006. A pesar de las
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denuncias sobre los efectos en salud de humanos, animales y dafos sobre
coberturas vegetales en Colombia y Ecuador, el gobierno ha mantenido una
politica de erradicacion a través de las aspersiones. Si bien recientemente (julio,
2007), el gobierno colombiano ha anunciado un incremento en el plan de
erradicacion manual, las preocupaciones sobre los riesgos de la exposicion al
herbicida siguen vigentes.

El proposito de este estudio fue realizar experimentacion con 3 especies de
interés en la piscicultura colombiana para determinar cambios en variables
bioguimicas como posible respuesta a la exposicidbn aguda a concentraciones
letales y subletales de glifosato. Para los experimentos se utilizé el producto
comercial Roundup® (sal isopropilamina de N-fosfonometil glicina: 480 g / L +
surfactantes no especificados) de venta libre en el mercado nacional.

Materiales y Métodos. Los ejemplares de las 3 especies fueron aclimatados
por un periodo de 3 semanas a las condiciones del Laboratorio de Toxicologia
Acuatica (Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Universidad
Nacional de Colombia). Muestras de sangre heparinizada fueron tomadas
antes del sacrificio para andlisis de aspartato aminotransferasa (AST) y
colinesterasa. Durante la necropsia, muestras de cerebro de las tilapias fueron
homogenizadas y centrifugadas (15,000 rpm x 30") para obtener las fracciones
S-9 (Pandey et al., 2001) y realizar el analisis de colinesterasa cerebral. Las
fracciones fueron almacenadas a -80°C hasta el momento de los ensayos
bioguimicos. Para los ensayos bioquimicos se siguieron las metodologias de
Ellman y col. (1961) (colinesterasas plasmatica y cerebral), Fatima y col. (2000)
(peroxidacion lipidica) y Murray (1984) (AST plasmatica).

Resultados. Experimento 1. Juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp.) (n=36)
(25.0 £ 1.3 g; 11.6 £ 0.2 cm) fueron distribuidos en 6 tratamientos (0, 1, 5, 15,
45 y 90 ppm RP x 96 horas). Los peces de los tratamientos 0 a 15 ppm
sobrevivieron las 96 h sin presentar sintomatologia alguna. De otra parte, los
peces en 45 y 90 ppm mostraron sintomas nerviosos extremos pocos minutos
después del inicio del experimento. Los peces en los 2 tratamientos tuvieron
patrones de nado erraticos (movimientos frenéticos en linea recta intentando
alcanzar la parte superior de los acuarios desde el fondo y luego cayendo al
fondo pesadamente). Los peces en 90 ppm fueron sacrificados 1 h 45 después
del comienzo de la exposicion al toxico y los de 45 ppm a las 3 hy 25". La
actividad colinesterasa  plasmatica de los ejemplares (acetil- AChE vy
butirilcolinesterasa BChE) se muestran en la Tabla 1. Los valores indican un
incremento significativo en 45y 90 ppm (p < 0.05) en comparacion a los otros.
La Fig.1 muestra la actividad AST. La actividad fue significativamente mas alta
en 45 y 90 ppm con valores que estuvieron entre 3y 7 veces por encima de los
encontrados en controles y las concentraciones mas bajas del herbicida. Por su
parte, la peroxidacion lipidica cerebral (Unidades TBARS) mostro los siguientes
valores (media = SE): Control = 6.3 £ 1.1, 1ppm=7.2+ 0.7, 5 ppm=9.2 £ 1.1,
15 ppm = 89 = 0.8, 45 ppm = 3.3 £ 1.0 y 90 ppm = 11.2 + 1.6. Con la
excepcion 45 ppm, la tendencia fue un incremento en la peroxidacion lipidica
cerebral (Fig. 2).
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Tabla 1. Actividad colinesterasa plasmatica expresada en nanomoles de sustrato hidrolizado /
ml plasma / minuto (n = 6 / tratamiento) (media *
significativas (ANOVA, p< 0.05) entre tratamientos para cada actividad.

S.E.). Letras diferentes = diferencias

Actividad
colinesterasa 0 ppm lppm 5ppm 15 ppm 45 ppm 90 ppm
Acetilcolinesterasa | 97 £25.5 92 +6.3 83+17.3 96 +8.5 181 + 30 175+ 21
(AChE) a a a a b b
Butiricolinesterasa
BChE) 60 + 20.2 62+5.6 58+ 16.4 44 + 8.6 179+ 44 149+ 20
a a a a b b

Fig.1. Actividad AST expresada en unidades / L (media + SE) en tilapia roja expuesta a RP (0-
90 ppm). Letras diferentes = diferencias significativas (ANOVA, p< 0.05) entre tratamientos
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Fig 2. Peroxidacion lipidica cerebral en tilapia roja expuesta a Round Up® (0-90 ppm). Letras
diferentes = diferencias significativas (ANOVA, p< 0.05) entre tratamientos
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Experimento 2. Ejemplares de bocachico (P. magdalenae) (n=12) (33 + 2.6 g;
14.3 £ 0.43 cm) expuestos a glifosato (Roundup®: 0, 10y 30 ppm / 4 peces por
tratamiento) fueron evaluados con respecto a su conducta, signologia,
mortalidad e inhibicién de actividad colinesterasa cerebral. Los peces de esta
especie mostraron una gran susceptibilidad al glifosato. En ambas
concentraciones, los ejemplares murieron en un periodo inferior a las 3 hy 40°.
Mientras los peces en 10 ppm tuvieron signos de tipo nervioso (nado erratico e
hiperexcitabilidad) en 30 ppm fueron de naturaleza respiratoria (disminucion de
frecuencia y permanencia hacia la superficie de los acuarios). La actividad
colinesterasa cerebral mostr6 un descenso significativo en los expuestos a 10
ppm (1.75 £ 0.6) y un aumento marcado en 30 ppm (113 + 8) en comparacion a
los valores en el grupo control (47 + 4.6). Estas actividades estan expresadas
en nanomoles de sustrato hidrolizado / mg de proteina / minuto y presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (ANOVA,
p<0.05).

Experimento 3. Juveniles de yamu (B. amazonicus) (n=36, 6.34 g y 8.0 cm)
fueron distribuidos en 6 tratamientos: T1 = control, T2 = RP 10 ppm, T3 = RP
30 ppm, T4 = clorpirifos (CP) 20 ppb, T5 = RP 10 ppm + CP 20 ppby T6 = RP
30 ppm + CP 20 ppb. Dado que en los experimentos anteriores se describio
efecto del RP sobre la actividad colinesterasa, se propuso investigar que
efectos habria cuando el herbicida se mezclaba con un insecticida
organofosforado (clorpirifos), inhibidor tipico de la actividad colinesterasa. Los
peces en RP 10 ppm mostraron un efecto sobreagudo de tipo nervioso con
sintomas de hiperexcitabilidad en los primeros 50 minutos de la exposicion. Los
peces en 30 ppm tuvieron una respuesta nerviosa leve inicial (trémores) con
manifestaciones respiratorias hacia las 7 horas (boca abierta constantemente y
permanencia en parte superior del acuario). En los expuestos a CP 20 ppb, el
efecto agudo se dio hacia las 2 h y 30" segun lo esperado por exposicion a un
organofosforado. Los peces expuestos a la combinacion de RP y CP murieron
en las primeras 10 h. La evaluacion de la actividad colinesterasa cerebral
mostrd que, con excepcion de RP 30 ppm, en todos los tratamientos donde los
peces estuvieron expuestos a los dos pesticidas individualmente 6 en
combinacion, se dio una marcada inhibicion de la misma. La actividad en RP 30
ppm fue practicamente igual a la de los controles (Fig. 3).

Fig.3. Actividad colinesterasa cerebral en yama (B. amazonicus) expuestos a RP y CP (media
+ S.E). Letras diferentes = diferencias significativas entre tratamientos (p< 0.05).
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Discusién. Los resultados encontrados en los 3 experimentos mostraron que
los sistemas nervioso y respiratorio estuvieron implicados como consecuencia
de la exposicion a RP. En todas las especies se presentd una respuesta de tipo
nervioso. Para la tilapia roja, la respuesta se dio en las concentraciones mas
altas (45 y 90 ppm) mientras que en los yamu y los bocachicos, la respuesta
fue evidente a una concentracion de 10 ppm. Estas respuestas nerviosas
estuvieron ligadas a cambios en la actividad colinesterasa plasmatica y/o
cerebral. Aunque la sintomatologia nerviosa fue similar entre las especies
(hiperexcitabilidad, nado erratico), en la tilapia la actividad de la enzima se
elevo significativamente mientras que en yamu y bocachico (10 ppm), se
mostr6 marcadamente inhibida. Para algunos autores (Glusczak et al., 2006), la
exposicién a glifosato en peces conduce a una disminucion de la actividad
colinesterasa, mientras que en otros estudios se ha visto el efecto contrario
(Rendon-von Osten et al., 2005). El presente estudio corrobora el hecho de que
la mayor 6 menor actividad de esta enzima ante la exposicion al herbicida
depende de la especie involucrada.

La elevacion de actividad colinesterasa presentada en la tilapia se dio junto a
un aumento en la peroxidacion lipidica cerebral de los ejemplares y también a
una mayor actividad plasmatica de la AST. Un mecanismo particular que
explique la fisiopatologia del efecto sobre el sistema nervioso en los peces por
accion del glifosato se desconoce. En otro estudio llevado a cabo por nuestro
grupo (Ochoa & Gonzalez, 2007) y que puede consultarse en este mismo
suplemento de la Revista de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, la exposicion
a concentraciones subletales de RP (5 y 15 ppm) en cachama blanca (P.
brachypomus) generd respuestas de tipo stress oxidativo y peroxidacion
lipidica en branquias e higado. Esto seria compatible con la peroxidacion
lipidica cerebral vista en el presente estudio. Otro reporte en cachama blanca
(Eslava et al.,, 2007) expuesta a concentraciones altas de glifosato indica
infiltracién de células granulares eosinofilicas/células de mast en las meninges
y corteza cerebral asi como cromatdlisis central de los somas neurales tras
exposiciones agudas. Esto evidencia la acciéon del RP sobre el sistema
nervioso, tal y como se verificO bioquimicamente en nuestro estudio. Sin
embargo, no tenemos a este punto de nuestra investigacion una explicacion del
porque en algunas ocasiones la actividad de la enzima se eleva y en otras
disminuye dependiendo de la especie y la concentracion usada.

La elevacion de transaminasas ha sido reportada como consecuencia de la
exposicion al glifosato. Una investigacién en tilapia nildtica (O. niloticus)
determind que tras una exposicion crénica de tres meses al herbicida (5 y 15
ppm) se dio una elevacion significativa de la aspartato aminotransferasa (AST),
alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA) (Jiraungkoorskul et al.,
2003). En nuestro estudio con tilapia, basté una exposicion de pocas horas a
dos concentraciones altas (45 y 90 ppm) para que se diera la elevacion de la
AST. La elevacion de AST plasmatica se asocia con dafos titulares,
particularmente hepatico, por exposicion a agentes toXicos u otros agentes
etiolégicos. El glifosato y sus productos comerciales han sido involucrados con
cambios como degeneraciéon mitocondrial y vacuolizacién en el higado de
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especies piscicolas (Szarek et al., 2000). Aunque en el presente estudio no se
hizo una evaluacion histopatologica de los dafios causados por el glifosato, si
es cierto que los hallazgos antes mencionados de peroxidacion lipidica
hepatica en cachama, amen de las referenciadas en cuanto a dafio hepatico
ultraestructural, podrian servir como explicaciones de la elevacion de la AST
reportada aca y en otras transaminasas analizadas en otros estudios.

Otro componente de interés encontrado en nuestro trabajo es el hecho de que
en algunas exposiciones al herbicida prevalecen los efectos de tipo respiratorio
sobre los de naturaleza nerviosa. Esto fue evidente en yamu y bocachico
expuestos a 30 ppm de RP. La actitud de los animales manteniéndose muy
cerca a la parte superior de la columna de agua, con minimos movimientos de
nado y cavidad oral abierta (yamud) sugieren problemas de oxigenacion. En
exposiciones subagudas (14 d) a glifosato en carpa (C. carpio), se reportd
hiperplasia epitelial branquial cuando los ejemplares fueron expuestos a 5y 10
ppm de glifosato (NeSkovic et al., 1996). En el estudio hecho en cachama
blanca por parte de Eslava y col. (2007) también se reportan cambios en tejido
branquial tras exposiciones agudas a las mezclas comerciales del herbicida.
Entre éstos: fusiones lamelares, necrosis, e hiperplasia interlamelar severa.
Cambios histopatolégicos como los referenciados en estos dos estudios
pueden explicar algunos de los sintomas respiratorios descritos en los peces
de esta investigacion. Sin embargo, en nuestro estudio, algunos ejemplares
mostraron los efectos respiratorios en pocas horas (menos de 7) de haber
iniciado la exposicion al toxico. El glifosato también ha sido relacionado con
una accion metahemoglobinizante (Pienigzek et al., 2004). En nuestros
experimentos observamos que al hacer el muestreo de la sangre para la
evaluacion de colinesterasas plasméticas y AST, en algunos ejemplares
expuestos se observaba una tonalidad mas oscura de lo normal. La
manifestacion del efecto metahemoglobinizante en la sangre es el color
“achocolatado” de la misma. Infortunadamente, el volumen de sangre obtenido
de los ejemplares no nos permitié hacer una cuantificacion de porcentajes de
metahemoglobina. En el momento estamos realizando experimentos al
respecto ya que consideramos que el efecto respiratorio del glifosato puede
obedecer a oxidacion del hierro de la hemoglobina ademas de los cambios
histologicos antes mencionados.

Conclusiones. La mezcla comercial Roundup caus6é problemas de tipo
nervioso y/o respiratorio en las tres especies estudiadas. El tipo de efecto
dependid de la concentracién usada y la especie involucrada en la exposicion.
Los cambios en actividad del sistema nervioso se asociaron con variaciones en
la actividad colinesterasa. Los mayores efectos toxicos por el glifosato se
dieron en bocachico y yamu en comparacién con las mas altas concentraciones
gue fueron necesarias para ver efectos téxicos en la tilapia roja.

Los resultados de este trabajo indican que los efectos toxicos del glifosato en
su presentacién comercial Roundup® fueron severos en las 3 especies
evaluadas. Estos hallazgos difieren de los presentados en estudios como los
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de Solomon (2005) en los que se considera que el herbicida es practicamente
inGcuo para varias especies animales.
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