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1. RESUMEN

Con el propésito de profundizar en los aspectos de patologia toxicolégica y
ambiental asociados a la exposicion a herbicidas con base en glifosato y
surfactantes acompafantes, tales como las aminas etoxiladas, en especies icticas
nativas bajo exposiciones subletales con énfasis en los efectos en la fisiopatologia
del sistema nervioso de especies. Se efectué un primer ensayo de CLs, para el
compuesto Alquil-Amina-Polietoxilada POEA-TA15, exponiendo juveniles de
cachama blanca Piaractus brachypomus a seis tratamientos durante un periodo de
96h, siete animales por acuarios de 50L con tres réplicas y un segundo ensayo
con 4 tratamientos para determinar los efectos del CaCO3; ante la exposicién a
concentraciones letales del surfactante (POEA- TA-15). En los ensayos se
mantuvieron parametros fisico-quimicos del agua (temperatura, oxigeno disuelto,
pH, conductividad) adecuados para la especie. Se registraron signos clinicos
(letargia, disgregacion, posicion en columna de agua, pérdida del eje de nado y
angustia respiratoria), lesiones externas (erosion aletas y piel), mortalidad vy
hallazgos en la necropsia para cada tratamiento. La ClLsg para TA15 fue de
2,08mg/L calculada por el método Trimmed Spearman-Karber siendo asi
considerado como altamente toxico para la cachama blanca, que produce lesiones

severas en piel, branquias, higado y telencéfalo.

Palabras clave: Surfactante, POEA, Herbicidas, Toxicidad aguda, Piaractus

brachypomus.
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2. ABSTRACT

With the purpose of deepening the aspects of toxicological and environmental
pathology associated with exposure to herbicide mixtures based on glyphosate and
accompanying surfactants, such as ethoxylated amines, in native fish species
under sublethal exposures with emphasis on the effects on the physiopathology of
the nervous system of species. A first test of LCsy was carried out for the
compound Alkyl-Amine-Polyethoxylated POEA-TAL5, exposing juveniles of red-
bellied pacu Piaractus brachypomus to six treatments during a period of 96h,
seven animals per aquarium of 50L with three replicas and a second test with 4
treatments to determine the effects of CaCO3; on exposure to lethal concentrations
of surfactant (POEA-TA-15). In the tests, physico-chemical water parameters
(temperature, dissolved oxygen, pH, conductivity) suitable for the species were
maintained. Clinical signs (lethargy, disintegration, position in the water column,
loss of the swim axis and respiratory distress), external injuries (fin and skin
erosion), mortality and necropsy findings for each treatment were recorded. The
LCso for TAL15 was 2,08mg/L calculated by the Trimmed Spearman-Karber method,
which is considered highly toxic for red-bellied pacu, which produces severe

lesions in skin, gills, liver and telencephalon.

Key words: Surfactant, POEA, Herbicides, Acute toxicity, Piaractus brachypomus.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En general, los pesticidas se usan para el control de plagas, plantas parasitas o
malezas, ademas de su accion exfoliante y desencadenante (Fernicola, 1985;
Wehtje & Walker, 1997). A nivel mundial son de uso comun los agroquimicos y
plaguicidas para el mantenimiento de cultivos y algunos herbicidas tales como el
glifosato y sus mezclas, se implementaron en el pais con la politica de
erradicacion de cultivos ilicitos (Nivia, 2000) y en los ultimos afios se ha
incrementado el uso de estas sustancias en monocultivos agroindustriales tales
como la soya, el arroz y la palma de aceite, asi como en silvicultura y manejo de

zonas verdes en areas urbanas (Arguello-Rangel, et al., 2015; Serrano, 2016).

El glifosato (N-fosfonometilglicina) es un herbicida utilizado para el mantenimiento
de cultivos agricolas, control de cultivos ilicitos, erradicacion de malezas, y control
de algas (Solomon et al., 2007). El gobierno nacional nuevamente autorizé el
empleo de este agroquimico para su uso como fumigacion terrestre localizada y a
pesar que muchos estudios reportan sus efectos deletéreos sobre el medio
ambiente, su uso continua en algunas regiones del pais (El Pais, 2017);
generando ademas problemas de salud publica (Varona et al., 2009), dafios
irreversibles en perifiton, invertebrados, anfibios y peces (Salazar-L6pez & Madrid,
2011; Vera, 2011; Alvarez et al., 2012; Ruiz-Toledo y Séanchez-Guillén, 2014;

Henao-Mufioz, 2014).
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Estudios toxicologicos han determinado el papel de las sustancias acompafantes
como los surfactantes y adyuvantes que se afiaden al producto principal con el fin
de mejorar los resultados que el solo glifosato no obtendria (Witt, 1998; Ducar et
al., 2003). Los surfactantes son sustancias tensoactivas que al disolverse en agua
u otra sustancia se concentran en interfaces quimicas, por lo general son
compuestos anfifilicos, es decir, que poseen un extremo hidrofilico y otro
hidrofébico, por lo tanto, reduce la tension superficial facilitando la adhesion del
herbicida en la planta (Tu y Randall, 2003). Adicionalmente, modifican el proceso
de osmosis de la membrana celular, transformando el mecanismo de transporte de

membrana y asociando al organismo con el herbicida (Ramirez et al., 2009).

El polioxi-etilieno-amina (POEA) es un surfactante derivado del sebo
(tallowaminas) el cual es un tensoactivo no iénico/catidnico derivado de grasas de
origen animal, perteneciente a una clase mas grande de sustancias denominadas
alquilaminas etoxiladas (ANEO), las cuales estan conformadas por una molécula
de amina, en contraposicion al grupo alquilamina y dos cadenas de alcohol (Tush
et al., 2013), caracterizado por un 6xido la seboamina (Brausch, & Smith, 2007);
variable en su cadena alquilo de 18 carbonos (14-18 C) y dos cadenas de etoxilos
14 (EO) (promedio de 15 C), (Lansurf TA15 de Lankem ®) POEA-TA15
presentacion comercial que son prescritas para uso comun con glifosato presentes
en férmulas de herbicidas de la marca Roundup® (Giesy et al.,, 2000). A
conocimiento de los autores no existen reportes de la toxicidad de tales sustancias

en peces nativos de la Orinoquia.
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Figura 1. Estructura tedrica de POEA, modificada de Tush et al., 2013

El POEA es un componente de la formulacién comercial del glifosato Roundup® la
cual presenta en su composicion, por ejemplo, en el Roundup® Ultra un 41,5% de
glifosato y 16% de POEA (Arcos & Figueroa, 2007). Algunas agencias reguladoras
y organizaciones cientificas (Health Canada, EPA, entre otras) aseguran que es
un ingrediente inerte, es decir, que no se considera nocivo por su baja toxicidad,
riesgo ambiental nulo y no es peligroso para los organismos ante una exposicion
directa (OMS, 1994; Williams et al., 2000); aunque se estima que es mas toxico
que el glifosato (Birch, 1977; Marc et al., 2002; Martinez y Brown, 1991); también
este le proporciona mayor efectividad y propiedades toxicas distintas (Servizi,
Gordon & Martens, 1987). Se indica que causa afecciones gastrointestinales,
deterioro sistema nervioso central, genera destruccién de glébulos rojos y
ocasiona problemas respiratorios en humanos (Nivia, 2000). De la misma manera,
Tush et al., (2013) reportan altos niveles de letalidad en Daphnia magna (pulga de
agua), Lampsilis siliquoidea (almeja), Acartia tonsa (copépodo), entre otras
especies con dosis bajas de exposicion a POEA como se muestra en la siguiente

tabla.
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Tabla 1. Niveles toéxicos de POEA para varias especies. Modificada de Tush et al.,
(2013).

Daphnia magna (pulga de agua) 0.097 (Brausch et al.,2007)
Lampsilis siliquoidea (mejillon) 0.5% (Bringolf et al., 2007)
Acartia tonsa (copépodo) 0.57 (Tsui & Chu, 2003)
Rana pipiens (rana leopardo del norte) 0.68 (Moore et al., 2012)
Bufo fowleri (sapo cazador) 0.80 (Moore et al., 2012)
Rana catesbeiana (rana toro americana) 0.83 (Moore et al., 2012)
Pimephales promelas (pececillo cabezon) 10 (Folmar et al., 1979)
Rana clamitans (rana verde) 11 (Howe et al., 2004)
Ceriodaphnia dubia (pulga de agua) 115 (Tsui & Chu, 2003)
Rana clamitans (rana verde) 132 (Moore et al., 2012)
Salmo gairdneri (trucha arcoiris) 20 (Folmar et al., 1979)
Daphnia pulex (pulga de agua) 2.00 (Servizi et al., 1987)
Thamnocephalus platyurus (camarén

hada) 2.01 (Brausch & Smith, 2007)
Oncorhynchus nerka (salmén rojo) 2 60 (Servizi et al., 1987)
Lepomis macrochirus (pez luna azul) 3.0 (Folmar et al., 1979)
Skeletonema costatum (algas) 3.35p (Tsui & Chu, 2003)
Oncorhynchus kisutch (salmén coho) 350 (Servizi et al., 1987)
Selenastrum capricornutum (algas) 3.92b (Tsui & Chu, 2003)
Tetrahymena pyriformis (protozoos) 4.96b (Tsui & Chu, 2003)
Euplotes vannus (protozoos) 5.00b (Tsui & Chu, 2003)
Xenopus laevis (rana africana con garras) 6.8 (Perkins et al., 2000)
Vibrio fischeri (bacteria) 10.2b (Tsui & Chu, 2003)
Chironomous plumosus (larvas de

mosquito) 13 (Folmar et al., 1979)
Ictalurus punctatus (bagre de canal) 13 (Folmar et al., 1979)

Niveles toxicos de POEA para varias especies. La Clsy representa la
concentracion que es fatal para el 50% de la poblacion.
a. CE50 (concentracion efectiva que inmoviliza al 50% de la poblacion).

b. IC50 (concentracion que inhibe el crecimiento en el 50% de la poblacion).
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La toxicidad y modo de accion del surfactante POEA son alterados
considerablemente en presencia de sedimentos, es decir, en aguas con mayor
porcentaje de arcilla, carbono y masa microbiana; ademas este hecho disminuye
el riesgo de contaminacion de las aguas y la posible intoxicacion de los individuos
que se encuentren en ellas (Wang et al., 2005), dicho proceso de adsorcion del
surfactante por particulas organicas sucede por la presencia de moléculas
hidrofébicas e hidrofilica (O'melia, 1989) que generan la union del POEA a solidos
en suspension por este motivo se considera utilizar carbonato de calcio (CaCO3)
en casos de campo, lo cual mitigaria los efectos de surfactante no ionico

(Rodriguez-Gil, 2016).

Piaractus brachypomus comunmente llamada cachama blanca pertenece a la
familia Characidae, es nativa de la Amazonia y Orinoquia (Diaz y Lépez, 1993); es
considerada una buena alternativa de produccion piscicola por su rapido
crecimiento, alta adaptabilidad, resistencia a enfermedades y cambios del medio y
alta comercializacion de su carne (Arias, 1988; Hernandez, 1994). Igualmente, se
considera una especie con un alto potencial para el mejoramiento genético
(Granda & Aguirre, 2016). A conocimiento de autores no se conocen reportes de
toxicidad aguda del POEA en esta especie, por lo tanto, surgen las siguientes

preguntas:
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. Tiene efectos téoxicos el POEA a nivel de laboratorio en cachama blanca
Piaractus brachypomus?

¢,Cuales pueden ser los efectos en relacion con los signos clinicos, lesiones macro
y microscopicas ante la exposicion aguda de POEA en cachama blanca Piaractus
brachypomus?

¢ Puede el CaCOs3 disminuir o contrarrestar los efectos del POEA?

4. HIPOTESIS
Ho: No se produce ningun efecto por la exposicion de juveniles de cachama
blanca al POEA.
Hi: El POEA induce respuestas de toxicidad aguda en los juveniles de cachama
blanca como signos clinicos y lesiones.
H,: El POEA genera toxicidad letal sobre juveniles de cachama blanca.
Hs: El efecto toxico del POEA sobre juveniles de cachama blanca se vera inhibido

por la presencia de CaCOs.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
Contribuir al conocimiento de los efectos toxicologicos de surfactantes que se
emplean como adyuvantes en formulaciones de herbicidas sobre peces nativos de

la Orinoquia.

5.2 Especificos

- Determinar la CLsy de POEA en juveniles de cachama blanca Piaractus
brachypomus.

- Describir los principales signos clinicos y lesiones macro vy
microscoépicas inducidas por la exposicion a POEA en juveniles de
cachama blanca.

- Establecer el efecto de CaCO3; ante la toxicidad a concentraciones

letales de POEA en juveniles de cachama blanca
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6. JUSTIFICACION:

Durante décadas los Llanos Orientales han sido expuestos a diversos procesos de
transformacién que implica el uso de los suelos para actividad petrolera, mineria,
ganadera, procesos agricolas y cultivos ilicitos (Baptiste, 2006) estos ultimos con
los afilos han aumentado junto con el uso de pesticidas, contaminando no solo la
vegetacion, sino los humedales. La region abarca mas del 50% de los humedales
de Colombia, por lo tanto, comprende una diversidad de ecosistemas acuaticos
gue abarcan aproximadamente mas del 40% de los peces del pais (Maldonado-
Campo et al., 2009). Por ello es importante evaluar los efectos que los pesticidas

generan sobre organismos nativos.

Simultaneamente con su accion sobre las plantas los herbicidas como el glifosato
alteran los ciclos de vida de especies no blanco (Ostera et al., 2016).; estudios
manifiestan dafios sobre organismos (Eslava, 2007; Vera, 2011, Henao et al.,
2015; Ramirez, 2012; Ruiz-Toledo y Sanchez-Guillén, 2014), aunque las
autoridades niegan su caracter toxico, la Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer (IARC) dio aviso sobre los posibles efectos cancerigenos

del glifosato, con base a los estudios realizados a nivel mundial IARC, (2015).

Con base a lo anterior, urge tomar medidas al respecto puesto que se ubica a la
Orinoquia como una regidn amenazada, por el impacto de dichos herbicidas y sus
derivados sobre la biodiversidad y el normal funcionamiento de los sistemas

bioldgicos (Romero-Ruiz et al., 2012). La importancia de desarrollar estos estudios
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radica en la busqueda de soluciones a una problematica social, econémica y de
salud publica que afecta desde la creacidn del proyecto de erradicacion de cultivos
ilicitos y actualmente repercute sobre la decision que tomo el Consejo Nacional de
Estupefacientes donde nuevamente retomar el uso de este agroquimico a pesar
de los diferentes estudios e informes de la Organizacion Mundial de la Salud

(Justicia, 2016).

Previamente, se han descrito los peces como organismos modelos para realizar
ensayos toxicolégicos puesto que son sensibles a los cambios del medio
(Bundschuh et al., 2012). Para la presente investigacion se escogi6é la cachama
blanca por ser una especie nativa de las cuencas del Orinoco y Amazonas,
altamente contaminadas por fumigaciones directas e indirectas y su habitat esta
expuesto a ello (Eslava-Mocha et al., 2007). Existe poca informacion sobre los
efectos de POEA en organismos acuaticos y no hay informacion sobre especies

nativas de la Orinoquia Colombiana.
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7. MARCO DE REFERENCIA:

Los contaminantes ambientales son toda clase de sustancias que han sido
introducida al ambiente, generalmente de origen antropogénico causando efectos
perjudiciales sobre los ecosistemas asociados y los organismos que dependen de
ellos (Harte et al.,, 1991), entre estos se encuentran los plaguicidas que son
considerados sustancias o combinacion de sustancias empleadas en el control de
plagas, malezas y cualquier tipo de planta no deseada (Ramirez y Lacasafia,
2001), también los herbicidas, los cuales son productos fitosanitarios que son
utilizados para exterminar y/o controlar las malezas (Nicholls y Altieri, 1997).
Adicional a ellos existen compuestos que modifican los efectos de otros, en
algunos casos para incrementar el rendimiento sin alterar su naturaleza del mismo
estos son llamados adyuvantes (Foy & Pritchard,1996) y se encuentran en
combinacion con varios agroquimicos como por ejemplo Roundup® en su

presentacion comercial.

El POEA es un adyuvante tensoactivo no iénico derivado del sebo, lo que quiere
decir que es un producto derivado del tejido graso de vacas u ovejas hombrado
quimicamente como aminado graso polioxietileno, que promueve la penetracion
de herbicidas en la cuticula de las plantas (Brausch, & Smith, 2007). La ficha de
datos de seguridad indica que es liquido de color ambar, presenta un pH 9 a 11
(1% acuoso), parcialmente soluble en agua y con densidad de 1,03 g/cm?® [20°C
(68|F)]. Es utilizado en presentaciones como Visién“® y Roundup® en una medida

aproximada de 15% (Giesy et al., 2000; Onil, 2001). Diamond y Durkin (1997)
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indican que el POEA esta categorizado en lista 3 de ingredientes inertes de la U.S
EPA, esto quiere decir que es considerado un ingrediente inerte estimado como no
predominante en términos de reglamentacion y de baja peligrosidad, sin embargo,
la ficha técnica del producto indica que causa ardor en ojos grado 1, toxicidad
aguda categoria 4, toxicidad aguda y crénica en organismos acuaticos grado 1.

(Lankem.eu., 2018).

Las fumigaciones de agroquimicos como el Glifosato (GP) y el Paraquat se llevan
realizando en el pais a partir de los afios 70 bajo la politica de aspersién de
cultivos ilicitos, como consecuencia de la considerable produccion de cultivos de
marihuana y coca, siendo este control coordinado por la Direccion Nacional de
Estupefacientes (DNE) (Gamboa, 1998); este programa de aspersion aérea fue
suspendido por el gobierno el 15 de mayo del 2015 debido a los informes
presentados por la Organizacion mundial para la salud que indican posibles
problemas para la salud publica y del medio ambiente (Justicia, 2016), sin
embargo, actualmente el Consejo Nacional de Estupefacientes (CNE) autoriza
nuevamente la erradicacion de cultivos con glifosato mediante aspersion terrestre
localizada encendiendo la alarmas por el peligro que implica (El Pais, 2017). Entra
en consideracion la resistencia de algunos cultivos por manipulacion genética
(Salazar y Aldana, 2011; Gonzélez-Torralva et al., 2013) esto ha sido detonante al
aumento del uso de GP y sus acompafantes (POEA) en su presentacion

Roundup® que es una de las mas comercializadas del pais.
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Son escasos los estudios realizados sobre los efectos que puede causar el POEA,
sin embargo, hay alguno que indican que a bajas concentraciones generan efectos
genotoxicos, presentan dafio de la membrana celular después de la exposicion y
provocan mas estrés que otros tensoactivos (Nobels et al., 2011). Sefialan Mottier
et al., (2014) y Brausch & Smith, (2007) que es muy téxico para invertebrados
acuaticos, con base a los ensayos realizados en crustaceos Crassostrea gigas y
Thamnocephalus platyurus respectivamente, siguiendo la linea de invertebrados
Folmar et al., (1979) demostraron que este surfactante es muy téxico para las
larvas de mosquitos Plumosus chironomus; sin embargo también se han realizado
estudios de los efectos sobre otros grupos de animales, en anfibios (Howe et al,
2004; Relyea, 2005), peces (Navarro y Martinez, 2014) los cuales ante la
exposicién no responden a estimulos de estrés. En células humanas neonatales in
vitro se reveld el dafio en membrana alterando la estructura y su funcionalidad lo

cual conlleva a la necrosis (Benachour y Séralini, 2008).

Incluso resultados del estudio de Wang et al., (2005) sefialan que la toxicidad del
surfactante se puede ver afectada rapidamente por la presencia de sedimento,
aun mas en aguas de poca profundidad, sin embargo, entra en consideracién la
influencia de la flora microbiana que genera procesos de degradacion y absorcion
de sustancias (Giesy et al., 2000). Es importante considerar los efectos directos en
indirectos que generan la contencion con POEA en ecosistemas acuaticos, puesto
gue Rankine (2015) asegura la persistencia de estas sustancias en el ambiente y
los sedimentos. Con base a esta clase de afirmaciones se han venido

desarrollando trabajos como los de Ross y Liao, (2015) en donde cuantifican los
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tensoactivos, realizando una descripcion por primera vez del destino de las
mezclas de uso agricola de POEA en ambientes acuaticos.

Asi mismo, es transcendental el trabajo toxicolégico con peces puesto que estan
directamente relacionados con la calidad del agua (Yanong, 2003) por lo tanto, se
trabajé con cachama blanca Piaractus brachypomus una especie ictica nativa
estimada como una de las mas importantes de la acuicultura nacional (Navarro et

al., 2004).
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8. METODOLOGIA
8.1 Sitio de estudio
Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioensayos del IALL, en
la Estacion Piscicola de la Universidad de los Llanos, vereda Barcelona,

Villavicencio-Meta, Colombia, con coordenadas 4°04'27.8"N 73°34'52.1"W.

8.2 Animales experimentales
Los individuos de estudio fueron juveniles de cachama blanca, Piaractus
brachypomus, obtenidos de un mismo desove, clinicamente sanos con un peso

corporal promedio de 5 + 2,4 g y longitud promedio de 5 £0,7 cm.

8.3 Sustancias experimentales

Se utiliz6 POEA Polietoxi-etil-amina, compuesto de aminas de sebo etoxiladas
polimerizadas, 100% de concentracién (Lansurf TA15 de Lankem ®). Se empled
carbonato de calcio CaCOg3. grado analitico. (Calcium carbonate ReagentPlus®;

CAS Number: 471-34-1, Sigma-Aldrich, Alemania).

8.4 Disefio experimental

Se empled un sistema semi-estatico, en acuarios con aireacién continua donde
inicialmente se procedio a someter a un tratamiento con sal marina no yodada a
una concentracion de 0,5 g/L como medida profilactica por tres dias al momento
de iniciar aclimatacion. El periodo de aclimatacion se hizo por 7 dias, controlando
los parametros fisicoquimicos bajo unos intervalos de temperatura de 24 a 26 °C;

pH 7 + 0,5 y oxigeno disuelto 6,0 + 0,5 mg/L aproximadamente, ademas los
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animales fueron alimentados antes de comenzar los ensayos. Se llevaron a cabo

los siguientes experimentos:

8.5 Concentracion letal 50 (CLsp)

El primer experimento determiné la concentracion letal 50 (CLsg) a 96 h de POEA,
para lo cual se emplearon juveniles de cachama blanca (n=144), de un peso
aproximado de 5,9 g, distribuidos en tanques de 50 L, correspondientes a 6
tratamientos, cada uno de 8 individuos. Se realizaron 3 réplicas por cada

tratamiento. Los tratamientos fueron:

1) TTO1 Control (0 mg/L),
2) TTO2 POEA (0,2 mg/L),
3) TTO3 POEA (0,5 mg/L),
4) TTO4 POEA (1 mg/L),
5) TTO5 POEA (2 mg/L)

6) TTO6 POEA (4 mg/L)

Estas concentraciones se propusieron con base en lo hallado por Navarro y
Martinez, (2014) quien efectu6 dicho ensayo en Prochilodus lineatus. Asi mismo,
se tuvieron en cuenta los hallazgos de Giesy et al., (2000) en los cuales analizaron

concentraciones ambientales reales.
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8.6 Determinacion de la CLsg

El valor de CLsy se calcul6 mediante el programa Trimmed Spearman-Karber
(Hamilton et al., 1977), siguiendo las recomendaciones de la Organizacion Mundial
de la Salud. Para el empleo del programa, se requirid las dosis del agente toxico
utilizado, el intervalo logaritmico entre las dosis, los valores de mortalidad, el
namero de animales utilizados en cada dosis y el intervalo de confianza del 95%

para la misma.

8.7 Efectos del CaCOs;

En el segundo experimento fueron empleados juveniles de cachama blanca (n=56)
de un peso aproximado 5 g distribuidos en acuarios de 50 L, correspondientes a 4
tratamientos, cada uno de 7 individuos. Se realizaron 2 réplicas para cada uno de
los tratamientos; los individuos fueron sometidos a la CLsg de POEA en un sistema

semi-estatico durante 48 horas, los tratamientos se describen a continuacion:

1) TTO1 Control (O mg/L)

2) TTO2 CaCOs (60 mg/L)

3) TTO3 POEA (2,1 mg/L)

4) TTO4 POEA (2,1 mg/L) + CaCOg3 (60 mg/L)

Para describir los signos clinicos y lesiones de los animales de los diferentes
grupos experimentales se siguieron los lineamientos descritos por Yanong (2003)
en relacion con los aspectos: posicion del animal en la columna de agua, eje de
nado, patron respiratorio, lesiones macroscopicas en la piel, aletas, organos

internos y lesiones microscopicas en branquias, higado, rifidbn y cerebro
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especialmente. Algunos animales que murieron durante el experimento y algunos
de los que sobrevivieron a las 72 horas, fueron procesados para histopatologia
convencional, mediante fijacion por medio de formalina bufferada 4%, e inclusion
de tejidos en parafina y corte y coloracion con hematoxilina eosina H&E segun el
método estandar para evaluacion histopatolégica (Luna, 1968). Se procesaron
para histopatologia 5 animales por tratamiento, donde de cada uno se tomaron
muestras de piel, branquias, higado y encéfalo, de cada érgano se hicieron 3

cortes para examenes histopatolégico y desarrollar la evaluacion de lesiones.

8.8 Parametros de calidad de agua
Los parametros de calidad del agua fueron medidos diariamente y ajustados

dentro de los rangos normales para la especie (Sanchez-Bain et al., 2004).

8.9 Andlisis estadistico

El valor de CLsg se determin6 mediante el analisis de la mortalidad a las 96 horas
por medio del programa Trimmed Spearman — Karber- TSK version 1.0. Los datos
se expresaron como media y desviacidbn estandar, con un valor p<0.05

considerado como significativo.
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9. RESULTADOS
9.1 Parametros de calidad de agua Los parametros de la calidad de agua se
registraron diariamente a las 9:00 a.m., en la tabla 2 se encuentra el promedio de
los registros diarios realizados.

Tabla 2. Pardmetros de calidad de agua en fase experimental.

Parametros Temperatura pH Oxigeno
°O disuelto
_ (ppm)
Dia1l X 26,2 7,6 7,2
Dia 2 X 26,9 7,3 7,15
Dia 3 X 26 6,6 7
X to 26,03 +£0,1527 7,16 £0,5131 7,11 £ 0,010

Los valores son expresados como promedio + desviacion estandar.

9.2 Concentracion letal 50 (CLsp) La toxicidad aguda a 96 horas en juveniles de
cachama blanca en condiciones controladas mostr0 mortalidad solo en los
tratamientos con 2 y 4 mg/L de POEA TA15. La mortalidad inicio a las 36 horas de
exposicion al toxico en la concentracion de 2 mg/L y a partir de la primera hora

para la concentracion de 4 mg/L.
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Tabla 3. Mortalidad de juveniles de cachama blanca Piaractus brachypomus

expuestos a 6 diferentes concentraciones de POEA TA15 durante 96 horas, n=24.

Tiempo (h) POEA TA15 (mg/L)
TTO1 TTO2 TTO3 TTO4 TTOS TTO 6
O (02 (©5 @ (2 4)

2 0 0 0 0 0 1
4 0 0 0 0 0 2
6 0 0 0 0 0 2
8 0 0 0 0 0 2
10 0 0 0 0 0 4
12 0 0 0 0 0 4
14 0 0 0 0 0 5
16 0 0 0 0 0 2
18 0 0 0 0 0 2
36 0 0 0 0 2 0
38 0 0 0 0 3 0
40 0 0 0 0 1 0
42 0 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 1 0
58 0 0 0 0 1 0
72 0 0 0 0 1 0
94 0 0 0 0 1 0
96 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 10 24
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confianza
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Figura 2. Valor de CLsy del POEA a 96 horas en juveniles de cachama blanca
Piaractus brachypomus. El valor de CLsp fue calculado mediante el programa
Trimmed Spearman — Karber- TSK version 1.0
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Figura 3. Porcentaje de mortalidad de juveniles de cachama blanca expuestos a

diferentes concentraciones de POEA TA15 durante 96 horas.
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9.3 Signos clinicos. Mediante el seguimiento cada cuatro horas a los signos

clinicos se hallé que los animales expuestos a 1 mg/L de POEA no evidenciaron

cambios en el patron de nado hasta las 48 horas, posterior a las cuales se

evidenciaron pérdida de comportamiento grupal y angustia respiratoria. En el

grupo expuesto a 2 mg/L se identifico letargo y pérdida del comportamiento grupal

a las 5 horas, lo cual difiere de lo hallado en el grupo de 4 mg/L de POEA en el

cual el letargo fue evidente a los 10 minutos y las alteraciones del comportamiento

grupal después de una hora. Finalmente, en las concentraciones de 2 y 4 mg/L fue

evidente el nado errético, pérdida del eje y prolapso del labio inferior, los peces a

una hora de exposicion ascendian su posicion con respecto a la columna de agua

hasta perecer (Tabla 6).

Tabla 4. Signos clinicos manifiestos ante la exposicion de POEA en el transcurso

de 96 horas.
TTO/ Perdida de . Cambio en Perdida Prolapso Posicion
. : Angustia X del eje Nado . en la
Sighos Letargo comportamiento - . patron de . del labio
e respiratoria de erratico . X columna
clinicos grupal nado inferior
nado de agua
TTo1l Inferior
(control)
TTO 2
(0,2 Inferior
mg/L)
TTO 3
0,5 Inferior
mg/L)
X
(alas 48
horas
1104 (1 X X X después de Inferior
mg/L) on
iniciado el
experimento)
X
(alas 5 X
TTO5 (2 horas de (alas 5 horas de X X X X Medio
mg/L) iniciado el iniciado el
experimento) experimento)
X X
TT06(4  (Alos1O (A 1 hora de .
minutos de S X X X X Superior
mg/L) L iniciado el
iniciado

experimento)

experimento)
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TTO control TTO 5 (2mg/L) TTO 6 (4mg/L)

Leae

Figura 4. Signos clinicos en tratamiento control, 5 (2 mg/L) perdida del
comportamiento de cardumen y 6 (4mg/L) pérdida del eje de nado y posicidén
superior en la columna de agua, ante la exposicion de POEA en el transcurso de
96 horas.

9.4 Hallazgos de necropsia. En el tratamiento control no se hall6 ninguna
anormalidad evidente, a concentraciones de 0,2 mg/L se observd un leve cambio
en la coloracion en la piel, puesto que se torn06 mas oscura, congestion de
branquias, aletas y piel. A concentraciones de 0,5 y 1 mg/L los individuos reflejan
erosiones leves de aletas y piel, moderada congestion, hemorragias en boca, leve
aumento de liguido abdominal y erosiones en el pedunculo caudal.

A concentracion de 2 y 4 mg/L de POEA TAL15 fueron halladas erosiones en las
aletas caudal, dorsal, pectoral y adiposa, cambios de coloracion en la piel,
hemorragias y erosiones en arcos branquiales, areas de isquemia; a 2 mg/L se
localiz6 areas de congestion en la cavidad oral, erosiones pedunculares y
aumento leve de liquido en cavidad abdominal, congestidén y coloracion moteada
en rifidn posterior, hemorragias en meninges ademas erosiones en pedudnculo

caudal y a 4 mg/L hemorragias petequiales, congestion y hemorragia severa en

cavidad oral a nivel de techo y base, hemorragia en arcos branquiales, aumento
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del liquido de la cavidad celémica, hemorragias severas en meninges y erosiones
en pedunculo caudal (Figura 4).

TTO Control TTO 5 (2 mg/L- TA15) TTO 6 (4 mg/L-TA15)

Lesiones necréticas en aleta adiposa y pedinculo Lesiones leves en aletas y en la piel, boca abierta
caudal pérdida de integridad de radios, erosiones en 'y opérculos dilatados en actitud de angustia
aleta dorsal, lesiones erosivas leves en piel. Foto a respiratoria. Muerte antes de 12 h exposicién

las 48 h de exposicion

Integridad de aletas y tegumento, foto a las 96
horas del experimento.

Branquias congestionadas rojo intenso con edema Branquias, cambio de coloraciéon con palidez en la

Integridad de branquias color rojo homogéneo a leve. 48 h exposicion. region distal de los filamentos branquiales, edema
las 96 h. moderado. 12 h exposicion.

Encéfalo expuesto coloracién rosacea

homogénea normal. Encefalo expuesto con fuertes hemorragias en

meninges y superficie encefalica.
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Figura 5. Hallazgos macroscopicos en individuos expuesto a POEA en tratamiento

control, 5 (2 mg/L) y 6 (4 mg/L).

9.5 Hallazgos de histopatologia

Piel: En el tratamiento control no se evidenciaron alteraciones a nivel
microscopico. A concentraciones de 0,2 mg/L se presentaron erosiones muy leves,
a 0,5 mg/L leves erosiones de la epidermis, a 1 mg/L leve hiperplasia/hipertrofia de
células de alarma epidermis. A 2 mg/L también se evidencid, pero en forma
moderada, hiperplasia/hipertrofia de células de alarma epidermis y moderadas
erosiones en epidermis. A 4 mg/L se hallaron erosiones moderadas en epidermis,
Ulceras, hemorragias e hiperplasia/hipertrofia de células de alarma epidermis

(Figura 5).

TTO Control

Dermatitis erosiva; acimulos de pigmentos en la epidermis
(flecha), necrosis de epitelio, activacion de células de
Epidermis(flecha) intacta, D. dermis delgada. alarma (asterisco), edema dermis(D).

Figura 6. Piel de individuos expuestos a POEA de tratamiento TTO1 control y
TTOS5 (1 mg/L) (10x. H&E).
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Branquias: En el tratamiento control no se evidenciaron alteraciones branquiales
significativas unicamente un leve desprendimiento epitelial, en términos generales
mostraron sus estructuras en buen estado. Los peces expuestos a
concentraciones de 0,2 mg/L presentaron una leve hipertrofia del epitelio
interlamelar, a 0,5 mg/L se evidencia un leve edema intercelular y leve ruptura de
células pilar, a 1 mg/L se presenté leve ruptura de la célula pilar y de forma
moderada aneurisma lamelar y congestion de los filamentos, a 2 mg/L fue
evidente de forma leve una fusion lamelar total, depdésitos intracelulares, atrofia
lamelar y atrofia del filamento, de forma moderada edema intercelular, fusion
parcial lamelar, ruptura de pilar, desprendimiento epitelial, pleomorfismo nuclear,
necrosis, hipertrofia del epitelio interlamelar, hipersecrecion epitelial e hiperplasia
epitelial arco, hiperplasia de células de moco, presencia de centros
melanomacrofagos CMM e infiltracién de leucocitos, de forma severa congestion
de filamentos e hiperplasia interlamelar, a 4 mg/L se encontré se forma moderada
dilatacion del 4pex lamelar, dilatacion de la base lamelar, edema intercelular,
pleomorfismo nuclear , cambio de la curvatura lamelar, hiperplasia interlamelar e
hipersecrecion epitelial, de forma severa aneurisma lamelar, congestion del
filamento, hemorragias, fusién lamelar, depdsitos intracelulares, ruptura de célula
pilar, desprendimiento epitelial, atrofia lamelar, atrofia del filamento, necrosis,
hipertrofia del epitelio interlamelar, hiperplasia epitelial del arco, hiperplasia de

células de moco, respuesta inflamatoria e infiltracion de leucocitos (Figura 6).
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TTO Control TTO5 (2 mg/L)

'..( 2 /-".

Filamentos Branquiales (F), adherencias

espacio interlamelar libre (flechas). H-E. Congestion distal de lamelas (flecha), interfilamentales (flecha), - fusion —lamelar
Necrosis epitelial (*). _(puntas de flecha), hiperplasias
interlamelares (*)

Filamento (F) normal con lamelas intactas Filamentos branquiales

Figura 7. Branquias de individuos expuestos a POEA en TTO1 control, TTO5 (2
mg/L) presenta cambios degenerativos y fusion lamelar y TTO6 (4 mg/L) cambios

hiperplasicos, fusién lamelar e infiltracién de células inflamatorias. (40x. H&E).

Higado: En el tratamiento control no se hallaron lesiones significativas, a
concentraciones 0,2 y 0,5 mg/L leves cambios degenerativos y picnosis nuclear, a
1 mg/L leve necrosis multifocal de hepatocitos y de moderados cambios
degenerativos, a 2 mg/L leve picnosis nuclear y de manera moderados cambios
degenerativos (infiltracion grasa) y alteraciones vasculares hemorragicas, y a 4
mg/L de forma moderada necrosis multifocal de hepatocitos y severos cambios

degenerativos (infiltracion grasa) (Figura 7).
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TTO Control TTO6 (4 mgl/L) TTO6 (4 mg/L)

Cambios degenerativos multifocales del C >
parénquima hepético Flechas, areas de (flecha), necrosis de hepatocitos (N).
necrosis (N).

Figura 8. Higado de individuos expuestos a POEA en TTO1 control (40x), TTO6

(4 mg/L) se presentan lesiones degenerativas multifocales (10x y 40x. H&E)

Telencéfalo: En el tratamiento control no se hallaron anormalidades, a
concentraciones de 0,2 mg/L evidencié una leve infiltracion CGE-Te y gliosis/
satelitosis-Te, a 0,5 mg/L se manifestd una leve infiltracion CGE-Te, a 1 mg/L se
observé leve hemorragia de las meninges, necrosis/apoptosis de neuronas,
moderada glicosis/ satelitosis-Te, a 2 mg/L se evidencid leve necrosis/apoptosis
de neuronas, moderada gliosis/ satelitosis-Te y severa infiltracion CGE-Te, a 4
mg/L fue evidente moderadas hemorragias de las meninges, severa infiltracion

CGE-Te, gliosis/ satelitosis-Te y necrosis/apoptosis de neuronas (Figura 8).
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TTO Control TTO5 (2 mg/L) TTO6 (4 mg/L)
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Figura 9. Telencéfalo de individuos expuestos a POEA en TTOL1 control, TTO5 (2
mg/L) se presentan cambios micro-circulatorios y edema y TTO6 (4 mg/L) se

presenta infiltracion de mastocitos CGE/ CM (40x. H&E).

Diencéfalo: En el tratamiento control y a concentraciones de 0,2 mg/L no se
encontraron dafios significativos, a 0,5 mg/L se evidencio leve satelitosis,
espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares, edemas al rededor del
neurépilo, necrosis de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum, a 1 mg/L se hallé
leve necrosis en general y de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum, a 2 mg/L se
manifestd moderada espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares y necrosis
de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum y a 4 mg/L se encontr6 moderada
satelitosis, severa espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares, edemas al
rededor del neuropilo y necrosis de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum (Figura

9).
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TTO Control TTO6 (4 mg/L) TTO6 (4 mgl/L)

B R gy e
A s R WL Ay o
o AR 3 _epitelio  Necrosis  del epitelio  coroidales(N)
Epitelio.(E), vasos sanguineos coroidales ~coroidales(flecha) Congestion severa  congestion y hemorragias  Sacum
vasos sanguineos Sacum Vasculosum (flecha)
Vasculosum (V).

Figura 10. Sacum vasculosum de individuos expuestos a POEA en TTO1 control y
TTO6 (4 mg/L) presentan necrosis del epitelio, congestion vascular severa y

hemorragias del sacum vasculosum (40x. H&E)

Rifion Craneal: En el tratamiento control, concentraciones de 0,2 y 0,5 m/L no se
hallaron lesiones significativas, a 1 mg/L se hallé una leve hiperplasia del tejido
glandular interrenal, y alteraciones vasculares /trombosis, a 2 mg/L se encontrd
leves alteraciones vasculares /trombosis, moderada hiperplasia del tejido glandular
interrenal y necrosis glandular Interrenales, a 4 mg/L fue evidente una leve
necrosis glandular interrenal, moderada hiperplasia del tejido glandular interrenal y

alteraciones vasculares /trombosis (Figura 10).
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TTO Control TTO5 (2mg/L)

Glandulas interrenales (flechas), 'tejido hematopoyético (H), o ) B
vasos sanguineos (V). Necrosis tejido glandular interrenal (flechas). Congestion
severa parénquima.

Figura 11. Rifidn craneal de individuos expuestos a POEA en TTO1 control (10x)
y TTO5 (2 mg/L) se presentaron lesiones necroéticas en los tejidos granulares

interrenales y congestion (40x. H&E).

RiAGn posterior: En el tratamiento control no se presentaron alteraciones
significativas, a concentraciones de 0,2 y 0,5 mg/L se evidencié una leve
degeneracion tubular y aumento de los CMM en parénquima, a 1 mg/L fue
evidente el moderado aumento de CMM en parénquima y moderada degeneracion
tubular; a 2 mg/L presento leve inflamacioén intersticial, glomerulitis y degeneracion
glomerular, moderada degeneracion y necrosis tubular, a 4 mg/L revela moderada
degeneracion glomerular e inflamacion intersticial, evidencié lesiones severas
como degeneracion tubular, necrosis tubular, glomerulitis y aumento de CMM en

parénquima. (Figura 11).
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TTO Control TTO3 (2mg/L)

Glomérulo (G),Tubulos (T)

Rifién posterior 2 mg /L TA-15: 10x. H-E- Glomérulo
(G),Tdbulos (T), activacion de CMM Necrosis tubular
(flecha)

Figura 12. Rifi6n posterior de individuos expuestos a POEA en TTO1 control
(Omg/L) y TTO3 (0,5 mg/L) se presentaron lesiones degenerativas tubulares

severas Yy dilatacion de la luz tubular (40x. H&E)

9.6 Efectos del CaCOs3

La toxicidad aguda de la exposicion a POEA TA15 junto con el carbonato de calcio
fue evaluada en condiciones controladas donde se observd que no hubo
mortalidad de los peces en las concentraciones TTO1 (O mg/L) y TTO 2 (CaCO3; 60
mg/L). No obstante, el TTO3 el cual contenia POEA en un valor de CLsy mostré
una mortalidad del 50% (7/14) a las 38 horas de realizada la exposicion y en el
TTO 4 (CaCO3 60 mg/L + POEA 2,1 mg/L) 9 individuos murieron en un transcurso

de 20 horas de comenzado el ensayo.
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Tabla 5. Mortalidad de juveniles de cachama blanca Piaractus brachypomus

expuestos a 4 concentraciones de POEA y CaCOg durante 48 horas.n= 14

POEA TA15 + CaCO3

TTO 4
TTO1 TTO2 TTO3 (CaCO4

Tiempo () control  (CaCO, (POEA 2,1 60mglL +

(Omg/L) 60mg/L) mg/L) POEA

2,1mg/L)
2 0 0 0 1
12 0 0 1 6
14 0 0 0 1
18 0 0 2 0
20 0 0 0 1
24 0 0 0 °
28 0 0 1 °
34 0 0 1 °
38 0 0 °
48 0 0 ° °

Total 0 0 7 9

9.7 Signos clinicos. En la identificacién de los signos clinicos se hallé que en los
tratamientos control y 2 no se manifestaron signos relevantes, a partir del TTO3
(POEA 2,1mg/L) se presento letargo a partir de las primeras 4 horas después de
la exposicion, pérdida de comportamiento gregario del cardumen y cambio del
patron de nado después de 8 horas , aumento de la frecuencia opercular y
prolapso del labio inferior después de 10 horas, pérdida del eje de nado después
de 11 horas y asenso de los individuos en la columna de agua a partir de las 11
horas. Por otro lado, en cambio en el TTO4 (CaCO3; 60mg/L + POEA 2,1 mg/L) se
presentd letargo a partir de las primeras 6 horas de iniciado el experimento,

pérdida de la formacion en cardumen después de 7 horas, cambio del patron de
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nado y ascenso de la mitad de los individuos en la posicion de la columna de agua
a las 9 horas, pérdida del eje de nado, nado erratico y prolapso del labio inferior a
las 11 horas y por ultimo presentd angustia respiratoria después de 12 horas de

exposicion (Tabla 9).

Tabla 6. Signos clinicos en juveniles de cachama blanca expuestos a POEA TA15

y CaCOgs en el transcurso de 48 horas

TTO/ Letargo Pérdidade Angustia Cambio en Pérdida Nado Prolapso Posicion en la
Signos comporta respiratoria patrén de del eje de erratico del labio columnade
clinicos miento nado nado inferior agua

grupal

TTO 1
(0 mg/L)

TTO 2
(CaCOs;
60mg/L)

TTO 3 X X X X X X Medio

(POEA 2,1 X (alas 8 (alas 10 (alas 8 horas (Alas 11 (alas 11.5 (alas 10 (alas 12 horas
mg/L) (alas 4 horas de horas de de iniciado el horas de horas de horas de de iniciado el
horas de iniciado el iniciado el experimento) iniciado el iniciado el iniciado el experimento)
iniciado el  experimento)  experimento) experimento) experimento) experime
experimen nto)
to)
TTO 4 X X X X X X X Superior/
(CaCO4 (alas 6hr (alas 7 (alas 12 (alas 9 horas (alas 11 (alas 11.5 (alas 11 Inferior
60mg/L + de horas de horas de de iniciado el horas de horas de horasde  (Alas 9 horas de
POEA 2.1 iniciado el iniciado el iniciado el experimento) iniciado el iniciado el iniciado el iniciado el
mg/L), experimen experimento)  experimento) experimento) experimento) experime experimento la
to) nto) mitad en la parte

superior, la mitad
en la parte
inferior)

9.8 Hallazgos de necropsia En los primeros dos primeros tratamientos, control y

TTO2 no aparecieron anormalidades evidentes, En el TTO3 se evidencio
hemorragia en la piel, erosiones en aletas, cambio de coloraciéon en branquias,
congestién y hemorragia, congestion leve en boca, congestion en la meninges y

leve aumento en liquido abdominal. Por otro lado, en el TTO4 se evidenciaron
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leves erosiones en aletas, leve congestion en piel y las branquias presentaron

coloraciéon homogénea (Figura 12).

TTO 4 (CaCO3 60mg/L/ POEA
TTO1 Control TTO 2 (CaCO3; 60mg/L)
2,1 mg/L)

Individuo con integridad de los érganos a las Individuo con integridad de los érganos, con piel Individuo que presenta erosiones en aletas, leve
48 h. saludable a las 48 h. congestion en piel y las branquias presentaron
coloracion homogénea a las 48 h.

Figura 13. Hallazgos macroscopicos en individuos de cachama blanca expuestos

a POEATA15y CaCOs3
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10. DISCUSION

El valor de la CLso de POEA hallado en el primer experimento (2,08 mg/L) fue
similar a reportado por Folmar et al. (1979) quienes trabajaron con Trucha arcoiris
Salmo gairdneri (Oncorhynchus mykiss) (2 mg/L) e inferior al hallado por Brausch
y Smith (2007) con Salmén rojo Oncorhynchus nerka (2,6 mg/L). Asi mismo se
relacion6 esta informacion con la CLso de diferentes surfactantes, trabajos como
los de Buhl & Hamilton, (2000) que expusieron juveniles de trucha arcoiris a
Alguilbenceno sulfonado lineal (LAS) con longitud promedio de la cadena alquil
Ci1, 4 obteniendo como resultado CLsy (5 mg/L), también trabajo con Dodecil
sulfato sodico (SDS) obteniendo una CLso de (24,9 mg/L) lo cual estd muy por
encima del resultado del presente trabajo. Ademas, Krogh et al., (2003)
determinaron el valor de CLso de alcoholes etoxilados en salmén Salmon salar L.
de 1,5 mg/L y de alquil-aminas etoxiladas obteniendo una CLso de 0,09-0,78 mg/L,
los cuales estan por debajo de lo hallado en el presente estudio. Al confrontar esta
informacion examinamos que los compuestos anidnicos LAS y SDS presentaron
CLso altas por el contrario los compuestos no ionicos revelaron CLso bajas, esto
implica que los dltimos son mas toxicos.

Los juveniles de cachama blanca expuestos a concentraciones de 1, 2 y 4 mg/L de
POEA TAL15 evidenciaron signos de intoxicacion, tales como lesiones erosivas en
piel y aletas los cuales fueron mas severos en las concentraciones mas altas. Los
cambios en el comportamiento como letargo, pérdida de comportamiento gregario
de cardumen y angustia respiratoria, aunque bajo las dos uUltimas concentraciones
(2 y 4 mg/L) ademas de manifestar la sintomatologia ya descrita, también se

presento la pérdida del eje de nado, el nado errético, el prolapso del labio inferior y
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finalmente el cambio de posicién hacia la parte superior de la columna de agua.
Dichos cambios comportamentales son descritos en trabajos de Lewis, (1991) con
pececillo cabezén Pimephales promelas, también estos signos también se han
descrito en trabajos como el de Navarro, y Martinez, (2014) con bocachico
Prochilodus lineatus. Descripciones similares se hallaron en otros estudios de
toxicidad como en hidrocarburos clorados Omitoyin et al. (2006) con Clarias
gariepinus, ensayos con Roundup® en Piaractus brachypomus por Ramirez et al.
(2004) y mezcla de herbicidas Roundup® y Cosmoflux® 411F por Ramirez et al.
(2009). Este tipo de alteraciones del comportamiento se pueden deber a dafios en
el sistema nervioso central (Nivia, 2000; Pefa y Carter, 2001).

Se hallaron lesiones importantes en piel y aletas en los grupos expuestos a 2 y
4mg/L de POEA TA15, (Figura 4) sugieren que el compuesto puede ser corrosivo
para los peces como ha sido propuesto por Abel & Skidmore, (1975). Los
hallazgos histopatologicos branquiales, renales, hepaticos y cerebrales son
similares a los descritos por Ramirez-Duarte et al., (2006) y Ronddn-Barragan et
al. (2007).

En cuanto a las alteraciones histopatolégicas en la piel se evidencié que a
concentraciones de 2 mg/L y 4 mg/L aparece moderada hiperplasia/hipertrofia de
células epiteliales de alarma de la epidermis y erosiones en epidermis, puesto que
los surfactantes tienen la capacidad de alterar la permeabilidad de la membrana
celular, alterando el componente lipidico de células de alarma, epiteliales y de
moco (Abel & Skidmore,1975; Bols et al., 2001 y Rond6n-Barragan et al., 2007).
De la misma manera en individuos expuestos a 4mg/L aparecieron Ulceras y

hemorragias que fueron generadas por que paulatinamente las células pilar se
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hallaron laxas y generaron apoptosis como es descrito por Rondon-Barragan et

al., (2007).

En branquias se hall6 hiperplasia del epitelio interlamelar y del arco branquial,
atrofia lamelar, del mismo modo fusion lamelar; esta clase de lesiones afirman el
tipo de respuestas comunes ante el dafio branquial Noga (2000); casualmente el
epitelio puede llegar a un desprendimiento y la estructura lamelar perder su
conformacién y anonadamiento. De la misma manera esta clase de exposicion a
toxicos puede ocasionar una pronta destruccion lamelar en un corto lapso de
tiempo (Heath, 1995).

También reveld hiperplasia de las células de moco las cuales aparecen como
forma de estrategia para evitar una mayor distribucion del agente toxico, ademas
€S como un mecanismo compensatorio a la probable alteracion de electrolitos (Lin
y Randall 1995). La fusion lamelar, desprendimiento epitelial y edema intercelular
son lesiones que estan directamente relacionadas con el hecho de ser una
respuesta de adaptacion que protege la homeostasis electrolitica. (Mallatt, 1985).
Las hemorragias y aneurismas observadas en los peces expuestos a POEA
probablemente estan asociados a la capacidad irritante que tiene este surfactante
(Roberts y Rodger, 2001); Ademas, la exposicion causé hiperplasia epitelial
branquial y generé necrosis lo que redujo la permeabilidad del oxigeno,
provocando un deterioro de la funcion respiratoria y la pérdida sus funciones en
consecuencia produciendo hipoxia (Pefia y Carter, 2001; Messaad y Al Zailaie,
2017). Lesiones similares han sido descritas ante el uso de organofosforados en

pez cachorro arabe Aphanius dispar por Ba-Omar y Al-Jardani, (2011).
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Se presentaron alteraciones en el higado en animales expuestos a POEA e
incluyeron cambios degenerativos de moderados a severos en la concentracion
mas alta. También se hall6 necrosis multifocal de hepatocitos las cuales se
asemejan a las alteraciones en hepatocitos descritas por Szarek et al., (2000),
quienes trabajaron con Roundup® en carpa Cyprinus carpio. Asi mismo se
presentd en el tratamiento 5 leve picnosis nuclear, probablemente una muerte

celular por apoptosis (Rojas, et al., 2013).

En cuanto al telencéfalo se presento en el tratamiento 5 leve necrosis/apoptosis de
neuronas, moderada gliosis/satelitosis-Te y severa infiltracion CGE-Te similares a
las descritas por Rondén-Barragan et al., (2007) cuyo trabajo fue en individuos de
la misma especie, pero utilizando el surfactante Cosmoflux 411f. En el tratamiento
6 se hallaron estas mismas lesiones, pero de mayor severidad acompafnadas de
hemorragias moderadas en las meninges, similares a lo evidenciado por Rondon-
Barragan et al. (2007) También se presenté necrosis/apoptosis de neuronas lo
cual ha sido reportado en otros estudios (Ramirez-Duarte et al., 2008). Ademas,
fue evidente infiltracion de lesiones por células granulares eosinofilicas CGE en
los tratamientos de mayor concentracion con alteraciones severas en el sistema
de liquido cefalorraquideo (figura 8), y en el diencéfalo se reporta espongiosis,
edemas alrededor del neuropilo, se hallaron zonas de muerte neuronal y necrosis
en cuerpos coroideos// Sacum vasculosum (figura 9). Los dafios reportados
generan como resultado una posible alteracion y cambios en el comportamiento

grupal como los manifiestos en el cuadro de signos clinicos (tabla 6) similar a lo
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reportado por Rondoén-Barragan et al. (2007). Es muy importante considerar que
es la primera vez que se realiza una descripcion de estas lesiones en el sistema
nervioso central provocadas por la exposicion de POEA en peces, sin embargo, ya
existen reportes de lesiones con Roundup® (Ramirez et al., 2004; Ramirez-Duarte
et al., 2006; Ramirez et al., 2008); Cosmoflux® 411f (Ramirez et al., 2009;

Rondon-Barragén et al., 2007).

En el rindn se observé glomerulitis, degeneracion tubular, necrosis, aumento de
CMM en parénquima similares a los reportes hechos por Ramirez et al., (2009).

En el segundo ensayo donde se evalud la interaccion del POEA a concentracion
de CLsp y se hallaron porcentajes de mortalidad de 0% en el tratamiento control (O
mg/L) y 2 (CaCO3 60 mg/L), 50% de mortalidad en el tratamiento 3 POEA (2,1
mg/L) en 38 horas de exposicidon, corroborando de esta manera lo encontrado en
el primer ensayo (figura 2) y 64,2% de mortalidad en el tratamiento 4 (CaCO3 60
mg/L + POEA 2,1 mg/L) a las 24 horas de empezada la exposicion (Tabla 7); se
evidencio que el POEA no presento afinidad por los sedimentos (CaCOg3) como se
esperaba; Rodriguez-Gil et al., (2016), Wang et al. (2005) sugieren que
organismos asociados a medios acuaticos de sistemas lenticos con presencia de
sedimentos tienen menores probabilidades de verse afectados al POEA. Por el
contrario, el POEA aumento la toxicidad, esta condicion corresponde al cambio de
este surfactante de ser un compuesto cationico a pH neutro y acido, al volverse no

ionico en pH alcalino (Tsui & Chu, 2003).
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Con respecto a los signos clinicos en el tratamiento 3 aparecieron a partir de las 4
horas de comenzado el mismo, asi mismo en el tratamiento 4 aparecieron a partir
de las 6 horas de iniciado, los primeros descensos en el tratamiento 3 ocurrieron a
las 12 horas desde la exposicion y la mitad de los individuos perecieron a las 38
horas, de la misma manera en el tratamiento 4 los primeros descensos se
obtuvieron a la hora de iniciada la exposicion y a las 9 horas la mitad de los

individuos perecieron.

El surfactante No l6nico POEA-TA15 es un compuesto altamente toxico para la
cachama blanca, produce mortalidad y lesiones severas en piel, aletas, branquias,
higado, telencéfalo, rifibn, entre otros oOrganos. Este tipo de surfactante no
ionizado hace parte de formulaciones comerciales de herbicidas a base de
glifosato usadas en Colombia. Asi mismo, se observé que la interaccion entre el
POEA y aCO3 a dosis de 60 mg/L no es favorable para evitar signos y las lesiones

asociadas al surfactante.

En 2016 la Comision Europea recomendo prohibir el uso de mezclas con POEA,
segun reglamento de ejecucion de la comisiébn europea (UE) 2016/1313,
recomendando retirar del uso productos fitosanitarios a base de glifosato que
contengan el coformulante tallowamina polietoxilada (n.o CAS 61791-26-2), dicho
reglamento fue modificado por los estudios de toxicologia vinculados con el POEA
ejecutados por la Agencia Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA), Eur-
lex.europa.eu (2016). Por estas razones, en nuestro medio se sugiere el uso

responsable de esta clase de sustancias en entornos acuaticos o proximos a ellos
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y la trascendencia de instaurar y mejorar normativas sobre el empleo de

sustancias asociadas al glifosato y demas quimicos vinculados al agro.
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11. CONCLUSIONES
e La ClLsp a 96 horas del POEA TA15 en juveniles de cachama blanca
Piaractus brachypomus fue de 2,08 mg/L, con un intervalo de confianza del

95% (1,799-2,405).

e Los individuos expuestos a POEA (TA-15) mostraron signos de letargo,
desagrupamiento, angustia respiratoria, cambios en el patrén y eje de nado,
prolapso del labio inferior y elevaciéon con respecto a la columna de agua,
reflejando sefales de intoxicacion desde concentraciones de POEA de 1
mg/L.

e Los individuos expuestos al POEA TA15 revelaron lesiones a nivel
macroscopico principalmente cambios de coloracion en la piel, erosiones en
piel y aletas, hemorragia en boca y arcos branquiales, hemorragias
petequiales en piel, aumento del liquido de la cavidad celémica y
hemorragias severas en meninges.

e Se presentaron lesiones severas en piel, branquias, higado, telencéfalo,
diencéfalo y rifidn en las concentraciones de 2 mg/L y 4 mg/L de POEA-
TA15, por tanto, es un compuesto que por si solo es mas irritante que las
mezclas comerciales como el Roundup ® en cachama blanca.

e La interaccion entre el POEA-TA15 y CaCOg3; no es favorable para evitar la
mortalidad y lesiones en peces.

e Dado que esta clase de sustancias no son controladas por la legislacion

Colombiana y al encontrar una CLsy tan baja, considerando los efectos
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altamente toxicos del POEA para cachama blanca, asi como las acciones
tomadas por la Union Europea en 2016, es importante que las autoridades
y organismos de control ambiental colombianos aborden la revision de las
licencias de las mezclas comerciales disponibles ante las expectativas de
un mayor uso de herbicidas frente al desarrollo agricola actual de los

Llanos.
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RESUMEN

Los herbicidas a base de glifosato son muy usados para control de malezas en
cultivos agricolas tradicionales y modificados genéticamente, y también en la
erradicacion de cultivos ilicitos; generandose variedad de efectos toxicos de estas
formulaciones comerciales en especies no blanco como, peces, anfibios y seres
humanos. Mezclas comerciales de glifosato se asocian con adyuvantes, tales
como los surfactantes no-iénicos, alquil-aminas polietoxiladas (POEA), que
potencian la toxicidad del herbicida, pero son considerados inertes para propositos
regulatorios. Se efectu6 un ensayo para determinar CLsyo con TA15, exponiendo
juveniles (5.1+1.2 gr peso, 5.9 cm LE) de Piaractus brachypomus a 6 tratamientos
asi: T1=0 mg/L, T2=0.2 mg/L, T3=0.5 mg/L, T4=1 mg/L, T5=2 mg/L y T6=4 mg/L
durante un periodo de 96 h, 8 animales por acuario, en acuarios de 50 L con 3
réplicas y un segundo ensayo exponiendo juveniles (5 g pesoy 5,9 cm LE) a CLs
de POEA y CaCO3 en 4 tratamientos asi: T1=0 mg/L, T2=CaCO3; 60 mg/L, T3=
POEA 2.1 mg/L, T4= POEA 2,1 mg/L / CaCO3 60 mg/L durante un periodo de 48
h, 8 individuos en acuarios de 50 L con 2 réplicas. En los ensayos se mantuvieron
pardmetros fisico-quimicos del agua (T°, O2, pH, conductividad) adecuados para
la especie y se registraron signos clinicos (letargia, disgregacion, posicion en
columna de agua, pérdida del eje de nado y angustia respiratoria), lesiones
externas (erosion, aletas y piel), mortalidad, hallazgos en la necropsia

macroscopicos y microscopicos para cada tratamiento. La CLsp para TA15
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calculada fue de 2.08 mg/L lo cual implica que es un compuesto altamente toxico
para peces, produce mortalidad y lesiones; esta sustancia hace parte de
formulaciones comerciales de herbicidas a base de glifosato y actualmente se
encuentra prohibido, segun reglamento de ejecucién de la comision europea (UE).

El CaCO3 no fue efectivo para disminuir la mortalidad de animales expuestos.

Palabras clave: Surfactante, POEA, Herbicidas, Toxicidad aguda, Piaractus

brachypomus.

ABSTRACT

Glyphosate-based herbicides are widely used to control weeds in traditional and
genetically modified agricultural crops, and also in the eradication of illicit crops;
finding a variety of toxic effects of these commercial formulations in non-white
species such as fish, amphibians and humans. Commercial mixtures of glyphosate
are associated with adjuvants, such as non-ionic surfactants, polyethoxylated alkyl
amines (POEA), which enhance the toxicity of the herbicide, but are considered
inert for regulatory purposes. A test was performed to determine LC50 with TA15,
exposing juveniles (5.1 + 1.2 g weight, 5.9 cm LE) of Piaractus brachypomus
juveniles (5.1+1.2 g weight, 5.9 cm LE) to six treatments: T1=0mg/L, T2=0.2mgl/L,
T3=0.5mg/L, T4=1mg/L, T5=2mg/L and T6=4mg/L during a period of 96h, 8
animals per recipient, in aquariums of 50L with 3 replicas. And another essay
exposing the juveniles (5g weight, 5.9 cm LE) to POEA CLsy and CaCOs in 4
treatments as follow: T1=0mg/L, T2=CaCO3; 60mg/L, T3= POEA 2.1 mg/L, and T4=
POEA 2,1mg/L / CaCO3; 60mg/L, during a 96h period, 8 animals per recipient, in
aquariums of 50L with 2 replicas. During all essays the physic—chemical
parameters (T °, O2, pH, conductivity) suitable for the species were maintained
and clinical signs were recorded (lethargy, disintegration, position in the water
column, loss of the swim axis and respiratory distress) , external injuries (erosion,
fins and skin), mortality, macroscopic and microscopic necropsy findings for each
treatment. The LC50 for TA15 calculated was 2.08 mg / L which implies that it is a
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highly toxic compound for fish, it produces mortality and injuries; This substance is
part of commercial formulations of glyphosate-based herbicides and is currently
prohibited, according to the European Commission (EU) implementing regulations.
CaCO03 was not effective in reducing the mortality of exposed animals.

Keywords: Surfactant, POEA, Herbicides, Acute toxicity, Piaractus brachypomus.

INTRODUCCION

En Colombia son de uso comun los agroquimicos y plaguicidas para el
mantenimiento de cultivos, algunos herbicidas tales como el glifosato y sus
mezclas se implementaron en el pais con la politica de erradicacion de cultivos
ilicitos (Nivia, 2000) y en los ultimos afios se ha incrementado el uso de estas
sustancias xenobiéticas en monocultivos agroindustriales tales como la soya, el
arroz y la palma de aceite, también en silvicultura y manejo de zonas verdes en
areas urbanas (Arglello-Rangel, et al., 2015; Serrano, 2016); ademas ha
contaminado la vegetacion y los humedales. La Orinoquia abarca mas del 50% de
los humedales de Colombia, comprendiendo mas del 40% de los peces del pais.
(Maldonado-Campo et al., 2009).

Estudios toxicologicos han determinado el papel de las sustancias acompafiantes
como los surfactantes y adyuvantes que se afiaden al producto principal con el fin
de mejorar los resultados que el solo glifosato no obtendria (Witt, 1998; Ducar et
al., 2003). Los surfactantes son compuestos anfifilicos, es decir, que poseen un
extremo hidrofilico y otro hidrofébico, por lo tanto, reduce la tension superficial
facilitando la adhesion del herbicida en la planta (Tu y Randall, 2003) y también
modifican el proceso de osmosis de la membrana celular, transformando el
mecanismo de transporte de membrana y vinculando al organismo naturalmente

con el herbicida (Ramirez et al.,2009).

El polioxi-etileno-amina es un surfactante derivado del sebo -tallowaminas-
conocidas bajo el acronimo POEA el cual es tensoactivo no i6nico/cationico

derivado de grasas de origen animal, perteneciente a una clase mas grande de

77



sustancias denominadas alquil-aminas-etoxiladas (ANEO), las cuales estan
conformadas por una molécula de amina, en contraposicion al grupo alquilamina y
dos cadenas de alcohol (Tush et al., 2013), caracterizado por un oOxido la
seboamina (Brausch, & Smith, 2007); variable en su cadena alquilo de 18
carbonos (14-18 C) y dos cadenas de etoxilos 14 (EO) (promedio de 15 C),
(Lansurf TA15 de Lankem ®) POEA-TAL15 presentacion comercial y son prescritas
para uso comun con glifosato presentes en formulas de herbicidas de la marca
Roundup® (Giesy et al., 2000).

Se estima que el POEA es mas toxico que el glifosato (Birch, 1977; Marc et al.,
2002; Martinez y Brown, 1991) y también le proporciona mayor efectividad y
propiedades toxicas (Servizi, Gordon & Martens, 1987), asimismo el estudio de
Nivia, (2000) indica que causa afecciones gastrointestinales, deterioro sistema
nervioso central, genera destrucciéon de glébulos rojos y ocasiona problemas
respiratorios. De la misma manera, Tush et al., (2013) reporta altos niveles de
letalidad en Daphnia magna (pulga de agua), Lampsilis siliquoidea (almeja),
Acartia tonsa (copépodo), entre otras especies con dosis bajas de exposicion a
POEA.

La efectividad téxica y modo de accién del surfactante POEA son minimizados
considerablemente en condiciones sedimentarias, es decir, en presencia de aguas
con mayor porcentaje de arcilla, carbono y masa microbiana y disminuye el riesgo
de contaminacion de las aguas y la intoxicacion de sus individuos (Wang et al.,
2005). Dicho proceso de adsorcion del surfactante por particulas organicas sucede
por la presencia de moléculas hidrofébicas e hidrofilica (O'melia, 1989) que
generan la union del POEA a solidos en suspension (Rodriguez-Gil, 2016) por este
motivo se considera utilizar carbonato de calcio (CaCO3) en casos de campo, lo
cual mitigaria los efectos de surfactante no ionico.

Para la presente investigacibn se escogié la cachama blanca Piaractus
brachypomus, (Characidae) por ser una especie nativa de las cuencas del Orinoco
y Amazonas, altamente contaminadas por fumigaciones directas e indirectas
(Eslava-Mocha et al., 2007); se determin0 CLsp, su interaccion con el CaCOsg,

signos clinicos y lesiones.
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METODOLOGIA

Sitio de estudio

Los experimentos se llevaron a cabo en el laboratorio de Bioensayos del IALL, en
la Estacion Piscicola de la Universidad de los Llanos, vereda Barcelona,
Villavicencio-Meta, Colombia con coordenadas 4°04'27.8"N 73°34'52.1"W.
Animales experimentales

Los individuos de estudio fueron juveniles de cachama blanca, Piaractus
brachypomus obtenidos de un mismo desove, clinicamente sanos con un peso
corporal promediode 59 2,4 g.

Sustancias experimentales

Se utiliz6 POEA Polietoxi-etil-amina, compuesto de aminas de sebo etoxiladas
polimerizadas, 100% de concentracion (Lansurf TA15 de Lankem ®), indica que es
liquido de color ambar, presenta un pH 9 a 11 (1% acuoso), parcialmente soluble
en agua y con densidad de 1,03g/cm? [20°C (68|F)] y gravedad especifica a 20°C
de 1,03. Se empled carbonato de calcio CaCOj; grado analitico. Calcium
carbonate ReagentPlus®; CAS Number: 471-34-1, Sigma-Aldrich, Alemania.
Disefio experimental

Se empled un sistema semi-estatico, en acuarios con aireacion continua donde
inicialmente se procedié a someter a un tratamiento con sal marina no yodada a
una concentracién de 0,5 g/L como medida profilactica por tres dias al momento
de iniciar aclimatacion. El periodo de aclimatacion se hizo por 7 dias, controlando
los parametros fisicoquimicos bajo unos intervalos de temperatura de 24 a 26 ° C;
pH 7 = 0,5 y oxigeno disuelto 6,0 £ 0,5 mg/L aproximadamente, ademas los
animales fueron alimentados antes de comenzar los ensayos. Se llevaron a cabo
los siguientes experimentos:

Concentracion letal 50 (CLso): El primer experimento corresponde a la
determinacién de la concentracion letal 50 (CLso) a 96h de POEA, para lo cual se
emplearon juveniles de cachama blanca (n=120), de un peso aproximado de 5,9 g,
distribuidos en tanques de 50 L, correspondientes a 6 tratamientos, cada uno de 8
individuos. Se realizaron 3 réplicas por cada tratamiento, descritos asi: 1) TTO1
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Control (0 mg/L), 2) TTO2 POEA (0,2 mg/L), 3) TTO3 POEA (0.5 mg/L), 4) TTO4
POEA (1 mg/L), 5) TTO5 POEA (2 mg/L), 6) TTO6 POEA (4 mg/L). Estas
concentraciones se han propuesto con base en lo hallado por Carvalho, (2013)
quien efectud dicho ensayo en Prochilodus lineatus; han sido tenidos en cuenta
los hallazgos de (Giesy et al. (2000) en las cuales analizan concentraciones
ambientales reales.

Determinacion de la CLso: El valor de CLsp se calculé mediante un programa
disefiado para calcular la dosis letal 50% de agentes toxicos utilizando el método
de Spearman-Karber recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud
(Hamilton et al., 1977). Para el empleo del programa, el operador suministré las
dosis del agente toxico utilizado, el intervalo logaritmico entre las dosis, dosis que
dan 0 y 100% de muerte, el nimero de animales utilizados en cada dosis letal
50% vy el intervalo de confianza del 95% para la misma. El programa puede
acondicionarse facilmente para calculadoras programables (AU) (Carter, 1994).
Efectos del CaCOg;: En el segundo experimento fueron empleados juveniles de
cachama blanca (n=56) de un peso aproximado 5 g distribuidos en acuarios de 50
L, correspondientes a 4 tratamientos, cada uno de 8 individuos. Realizamos 2
réplicas para cada uno de los tratamientos; los individuos estaran bajo una CL50
de POEA en un sistema semi-estatico durante 96 horas, asi: 1) TTO 1 Control (0
mg/L), 2) TTO2 CaCO3 (60 mg/L), 3) TTO3 POEA (2,1 mg/L), 4) TTO4 POEA (2,1
mg/L) + CaCOj3; (60 mg/L).

Para describir los signos clinicos y lesiones de los animales de los diferentes
grupos experimentales se seguiran los lineamientos descritos por Yanong (2003)
donde seran observados especialmente en relacién con los aspectos: posicion del
animal en la columna de agua, eje de nado, patron respiratorio, lesiones
macroscopicas en la piel, aletas, érganos internos y lesiones microscopias en
branquias, higado, rifion y cerebro especialmente. Algunos animales que mueran
durante el experimento, o algunos de los que sobrevivan a las 72 horas, fueron
procesados para histopatologia convencional, mediante fijacion por medio de
formalina bufferada 4%, se efectuara inclusion de tejidos en parafina y corte y

coloracion seran con hematoxilina eosina segun el método estandar para
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evaluacion histopatolégica (Luna, 1968); se procesaron para histopatologia
minimo 3 animales por tratamiento.

Los parametros de calidad del agua fueron medidos a diario y considerados dentro
de los rangos normales para la especie (Sanchez-Bain et al., 2004). y el valor de
CLso se determin6 mediante el andlisis de la mortalidad a las 96 horas por medio
del programa Trimmed Spearman — Karber- TSK versiéon 1.0. Los datos se
expresaron como media, desviacion estandar, con un valor p<0.05 considerado

como significativo.

Pardmetros de calidad de agua Los pardmetros de calidad del agua fueron
medidos diariamente y ajustados dentro de los rangos normales para la especie
(Sanchez-Bain et al., 2004).

Analisis estadistico El valor de CLsg se determind mediante el analisis de la
mortalidad a las 96 horas por medio del programa Trimmed Spearman — Karber-
TSK version 1.0. Los datos se expresaron como media, desviacion estandar, con

un valor p<0.05 considerado como significativo.

RESULTADOS

Parametros de calidad de agua Los parametros de la calidad de agua se
registraron a lo largo del experimento, en la tabla 2 se encuentra el promedio de la
informacion registrada (Tabla 1).

Concentracion letal 50 (CLsp) La toxicidad aguda a 96 horas en juveniles de
cachama blanca en condiciones controladas mostr6 mortalidad solo en los
tratamientos con 2 y 4 mg/L de POEA TA15. La mortalidad inicio a las 36 horas de
exposicién al téxico en la concentracién de 2 mg/L y a partir de la primera hora
para la concentracion de 4 mg/L.

Los valores mas altos de mortalidad observada fueron hallados en las dos
concentraciones mas altas, en la concentracion 2 mg/L se observaron a partir de
las 36 horas los primeros descensos y en la concentracion 4 mg/L a partir de la

primera hora (Figura 1).
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Signos clinicos Dentro de la identificacion de los signos clinicos se hallé que los
animales expuestos a 1 mg/L de POEA no evidenciaron cambios en el patrén de
nado hasta las 48 horas, posterior a las cuales se evidenciaron perdida de
comportamiento grupal y angustia respiratoria. En el grupo expuesto a 2 mg/L se
identifico letargo y pérdida del comportamiento grupal a las 5 horas, lo cual difiere
de lo hallado en el grupo de 4 mg/L de POEA en el cual el letargo fue evidente a
los 10 minutos y el comportamiento grupal después de una hora. Finalmente, en
las concentraciones de 2 y 4 mg/L fue evidente el nado erratico, perdida del eje y
prolapso del labio inferior, los peces a una hora de exposicion ascendian su

posicién con respecto a la columna de agua hasta perecer.

Hallazgos de necropsia En el tratamiento control no se hall6 ninguna
anormalidad evidente, a concentraciones de 0,2mg/L se observé un leve cambio
en la coloracion, puesto que se torné mas oscura, congestion de branquias, aletas
y piel. A concentraciones de 0,5y 1 mg/L reflejan erosiones leves de aletas y piel,
moderada congestion, hemorragias en boca, leve aumento de liquido abdominal y
erosiones en pedunculo caudal.

A concentracion de 2 y 4 mg/L de POEA TAL15 fueron halladas erosiones en las
aletas caudal, dorsal, pectoral y adiposa, cambios de coloracion en la piel
observandose los animales, hemorragias y erosiones en arcos branquiales, areas
de isquemia; a 2 mg/L se localiz6 areas de congestion en la cavidad oral,
erosiones pedunculares y aumento leve de liquido en cavidad abdominal,
congestion y coloracibn moteada en riidn posterior, hemorragias en meninges
ademas erosiones en pedunculo caudal y a 4 mg/L hemorragias petequiales,
congestion y hemorragia severa en cavidad oral a nivel de techo y base,
hemorragia en arcos branquiales, aumento del liquido de la cavidad celomica,
hemorragias severas en meninges y erosiones en pedunculo caudal.

Hallazgos de histopatologia

Piel: En el tratamiento control no se evidenciaron alteraciones de ningun tipo, por

el contrario, la morfologia se observdé normal a nivel microscopico (Figura 2). A
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concentraciones de 0,2 mg/L se presentaron erosiones muy leves, a 0,5 mg/L
leves erosiones de la epidermis, a 1 mg/L leve hiperplasia/hipertrofia de células de
alarma epidermis. A 2 mg/L también se evidencio, pero en forma moderada,
hiperplasia/hipertrofia de células de alarma epidermis y moderadas erosiones en
epidermis. A 4 mg/L se hallaron erosiones moderadas en epidermis, Ulceras,

hemorragias e hiperplasia/hipertrofia de células de alarma epidermis (Figura 3).

Branquias: En el tratamiento control no se evidenciaron alteraciones branquiales
significativas Unicamente un leve desprendimiento epitelial, en términos generales
mostraron sus estructuras en buen estado (Figura 4). Los peces expuestos a
concentraciones de 0,2 mg/L presentaron una leve hipertrofia del epitelio
interlamelar, a 0,5 mg/L se evidencia un leve edema intercelular y leve ruptura de
células pilar, a 1 mg/L se presentd leve ruptura de la célula pilar y de forma
moderada aneurisma lamelar y congestion de los filamentos, a 2 mg/L fue
evidente de forma leve una fusion lamelar total, depdésitos intracelulares, atrofia
lamelar y atrofia del filamento, de forma moderada edema intercelular, fusion
parcial lamelar, ruptura de pilar, desprendimiento epitelial, pleomorfismo nuclear,
necrosis, hipertrofia del epitelio interlamelar, hipersecrecion epitelial e hiperplasia
epitelial arco, hiperplasia de células de moco, presencia de centros
melanomacrofagos CMM e infiltracién de leucocitos, de forma severa congestion
de filamentos e hiperplasia interlamelar, a 4 mg/L se encontré se forma moderada
dilatacion del apex lamelar, dilatacién de la base lamelar, edema intercelular,
pleomorfismo nuclear , cambio de la curvatura lamelar, hiperplasia interlamelar e
hipersecrecion epitelial, de forma severa aneurisma lamelar, congestion del
filamento, hemorragias, fusion lamelar, depdsitos intracelulares, ruptura de célula
pilar, desprendimiento epitelial, atrofia lamelar, atrofia del filamento, necrosis,
hipertrofia del epitelio interlamelar, hiperplasia epitelial del arco, hiperplasia de
células de moco, respuesta inflamatoria e infiltracién de leucocitos (Figura 5).

Higado: En el tratamiento control no se hallaron lesiones significativas (Figura 6),
a concentraciones 0,2 y 0,5 mg/L leves cambios degenerativos y picnosis nuclear,

a 1 mg/L leve necrosis multifocal de hepatocitos y de moderados cambios

83



degenerativos, a 2 mg/L leve picnosis nuclear y de manera moderados cambios
degenerativos (infiltracion grasa) y alteraciones vasculares hemorragicas, y a 4
mg/L de forma moderada necrosis multifocal de hepatocitos y severos cambios
degenerativos (infiltracion grasa) (Figura 7).

Telencéfalo: En el tratamiento control no se hallaron anormalidades (Figura 8), a
concentraciones de 0,2 mg/L evidencié una leve infiltracion CGE-Te y gliosis/
satelitosis-Te, a 0,5 mg/L se manifestd una leve infiltracion CGE-Te, a 1 mg/L se
observd leve hemorragia de las meninges, necrosis/apoptosis de neuronas,
moderada glicosis/ satelitosis-Te, a 2 mg/L se evidencid leve necrosis/apoptosis
de neuronas, moderada gliosis/ satelitosis-Te y severa infiltracion CGE-Te, a 4
mg/L fue evidente moderadas hemorragias de las meninges, severa infiltracion

CGE-Te, gliosis/ satelitosis-Te y necrosis/apoptosis de neuronas (Figura 9).

Diencéfalo: En el tratamiento control y a concentraciones de 0,2 mg/L no se
encontraron dafos significativos (Figura 10), a 0,5 mg/L se evidencio leve
satelitosis, espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares, edemas al rededor
del neurdpilo, necrosis de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum, a 1 mg/L se
hallé leve necrosis en general y de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum, a 2
mg/L se manifestd moderada espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares y
necrosis de cuerpos coroideos /Sacum vasculosum y a 4 mg/L se encontro
moderada satelitosis, severa espongiosis /dilatacion de espacios perivasculares,
edemas al rededor del neuropilo y necrosis de cuerpos coroideos /Sacum
vasculosum (Figura 11).

Rifion Craneal: : En el tratamiento control, concentraciones de 0,2 y 0,5 m/L no
se hallaron lesiones significativas (Figural2), a 1 mg/L se hall6 una leve
hiperplasia del tejido glandular interrenal, y alteraciones vasculares /trombosis, a 2
mg/L se encontro leves alteraciones vasculares /trombosis, moderada hiperplasia
del tejido glandular interrenal y necrosis glandular Interrenales (Figura 13), a 4
mg/L fue evidente una leve necrosis glandular interrenal, moderada hiperplasia del

tejido glandular interrenal y alteraciones vasculares /trombosis.
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Rifibn posterior: En el tratamiento control no se presentaron alteraciones
significativas (Figura 14), a concentraciones de 0,2 y 0,5 mg/L se evidencié una
leve degeneracion tubular y aumento de los CMM en parénquima (Figura 15), a 1
mg/L fue evidente el moderado aumento de CMM en parénquima y moderada
degeneracion tubular; a 2 mg/L presento leve inflamacion intersticial, glomerulitis y
degeneracion glomerular, moderada degeneracion y necrosis tubular, a 4 mg/L
revela moderada degeneracion glomerular e inflamacion intersticial, evidencio
lesiones severas como degeneracion tubular, necrosis tubular, glomerulitis y
aumento de CMM en parénquima.

Efectos del CaCOg3: La toxicidad aguda de la exposicion a POEA TA15 junto con
el carbonato de calcio fue evaluada en condiciones controladas donde se observo
gue no hubo mortalidad de los peces en las concentraciones TTO1 (0O mg/L) y TTO
2 (CaCO3 60 mg/L). No obstante, el TTO 3 el cual contenia POEA en un valor de
CL50 mostré una mortalidad del 50% (7/14) a las 38 horas de realizada la
exposicién y en el TTO 4 (CaCO3 60 mg/L + POEA 2,1 mg/L) 9 individuos
murieron en un transcurso de 20 horas de comenzado el ensayo.

Signhos clinicos En la identificacién de los signos clinicos se hallé que en los
tratamientos control y 2 no se manifestaron signos relevantes, a partir del TTO3
(POEA 2,1mg/L) se presento letargo a partir de las primeras 4 horas después de
la exposicion, perdida de comportamiento gregario del cardumen y cambio del
patron de nado después de 8 horas , aumento de la frecuencia opercular y
prolapso del labio inferior después de 10 horas, pérdida del eje de nado después
de 11 horas y asenso de los individuos en la columna de agua a partir de las 11
horas. Por otro lado, en cambio en el TTO4 (CaCO3; 60mg/L + POEA 2,1 mg/L) se
presentd letargo a partir de las primeras 6 horas de iniciado el experimento,
pérdida de la formacion en cardumen después de 7 horas, cambio del patron de
nado y ascenso de la mitad de los individuos en la posicion de la columna de agua
a las 9 horas, pérdida del eje de nado, nado erratico y prolapso del labio inferior a
las 11 horas y por ultimo presentd angustia respiratoria después de 12 horas de

exposicion.
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Hallazgos de necropsia En los primeros tratamientos control y 2 no aparecieron
anormalidades evidentes, En el tratamiento 3 se evidencié hemorragia en la piel,
erosiones en aletas, cambio de coloracion en branquias, congestion y hemorragia,
congestion leve en boca, congestion en la meninges y leve aumento en liquido
abdominal. Por otro lado, en el tratamiento 4 se evidenciaron leves erosiones en

aletas, leve congestion en piel y las branquias presentaron coloracibn homogénea

DISCUSION

El valor de la CL50 de POEA hallado en el primer experimento (2,08 mg/L) fue
similar a reportado por Folmar et al. (1979) quienes trabajaron con Trucha arcoiris
Salmo gairdneri (Oncorhynchus mykiss) (2 mg/L) e inferior al hallado por Brausch
y Smith (2007) con Salmén rojo Oncorhynchus nerka (2,6 mg/L). Asi mismo se
relacion6 esta informacién con la CL50 de diferentes surfactantes, trabajos como
los de Buhl & Hamilton, (2000) que expusieron juveniles de trucha arcoiris a
Alguilbenceno sulfonado lineal (LAS) con longitud promedio de la cadena alquil
C11, 4 obteniendo como resultado CL50 (5 mg/L), también trabajé con Dodecil
sulfato sédico (SDS) obteniendo una CL50 de (24,9 mg/L) lo cual estd muy por
encima del resultado del presente trabajo. Ademas, Krogh et al.,, (2003)
determinaron el valor de CL50 de alcoholes etoxilados en salmén Salmon salar L.
de 1,5 mg/L y de alquil-aminas etoxiladas obteniendo una CL50 de 0,09-0,78
mg/L, los cuales estan por debajo de lo hallado en el presente estudio. Al
confrontar esta informacién examinamos que los compuestos anionicos LAS y
SDS presentaron CL50 altas por el contrario los compuestos no iénicos revelaron
CL50 bajas, esto implica que los ultimos son mas toxicos.

Los juveniles de cachama blanca expuestos a concentraciones de 1, 2 y 4 mg/L de
POEA TAL15 evidenciaron signos de intoxicacion, tales como lesiones erosivas en
piel y aletas los cuales fueron méas severos en las concentraciones mas altas. Los
cambios en el comportamiento como letargo, pérdida de comportamiento gregario
de cardumen y angustia respiratoria, aunque bajo las dos ultimas concentraciones
(2 y 4 mg/L) ademas de manifestar la sintomatologia ya descrita, también se
presento la pérdida del eje de nado, el nado erratico, el prolapso del labio inferior y
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finalmente el cambio de posicién hacia la parte superior de la columna de agua.
Dichos cambios comportamentales son descritos en trabajos de Lewis, (1991) con
pececillo cabezén Pimephales promelas, también estos signos también se han
descrito en trabajos como el de Navarro, y Martinez, (2014) con bocachico
Prochilodus lineatus. Descripciones similares se hallaron en otros estudios de
toxicidad como en hidrocarburos clorados Omitoyin et al. (2006) con Clarias
gariepinus, ensayos con Roundup® en Piaractus brachypomus por Ramirez et al.
(2004) y mezcla de herbicidas Roundup® y Cosmoflux® 411F por Ramirez et al.
(2009). Este tipo de alteraciones del comportamiento se pueden deber a dafios en
el sistema nervioso central (Nivia, 2000; Pefia y Carter, 2001).

Se hallaron lesiones importantes en piel y aletas en los grupos expuestos a 2 y
4mg/L de POEA TAL15, (Figura 4) sugieren que el compuesto puede ser corrosivo
para los peces como ha sido propuesto por Abel & Skidmore, (1975). Los
hallazgos histopatologicos branquiales, renales, hepaticos y cerebrales son
similares a los descritos por Ramirez-Duarte et al., (2006) y Rondon-Barragan et
al. (2007).

En cuanto a las alteraciones histopatolégicas en la piel se evidencié que a
concentraciones de 2 mg/L y 4 mg/L aparece moderada hiperplasia/hipertrofia de
células epiteliales de alarma de la epidermis y erosiones en epidermis, puesto que
los surfactantes tienen la capacidad de alterar la permeabilidad de la membrana
celular, alterando el componente lipidico de células de alarma, epiteliales y de
moco (Abel & Skidmore,1975; Bols et al., 2001 y Rondén-Barragan et al., 2007).
De la misma manera en individuos expuestos a 4mg/L aparecieron Ulceras y
hemorragias que fueron generadas por que paulatinamente las células pilar se
hallaron laxas y generaron apoptosis como es descrito por Rondon-Barragan et
al., (2007).

En branquias se hall6 hiperplasia del epitelio interlamelar y del arco branquial,
atrofia lamelar, del mismo modo fusion lamelar; esta clase de lesiones afirman el

tipo de respuestas comunes ante el dafio branquial Noga (2000); casualmente el
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epitelio puede llegar a un desprendimiento y la estructura lamelar perder su
conformacion y anonadamiento. De la misma manera esta clase de exposicion a
toxicos puede ocasionar una pronta destruccion lamelar en un corto lapso de
tiempo (Heath, 1995).

También revelo hiperplasia de las células de moco las cuales aparecen como
forma de estrategia para evitar expansion para evitar mayor distribucion del agente
toxico, ademas es como un mecanismo compensatorio a la probable alteracion de
electrolitos (Lin y Randall 1995). La fusion lamelar, desprendimiento epitelial y
edema intercelular son lesiones que estan directamente relacionadas con el hecho
de ser una respuesta de adaptacion que protege la homeostasis electrolitica.
(Mallatt, 1985). Las hemorragias y aneurismas observadas en los peces expuestos
a POEA probablemente estan asociados a la capacidad irritante que tiene este
surfactante (Roberts y Rodger, 2001); Ademas, la exposicion causé hiperplasia
epitelial branquial y gener6 necrosis lo que redujo la permeabilidad del oxigeno,
provocando un deterioro de la funcidén respiratoria y la pérdida sus funciones en
consecuencia produciendo hipoxia (Pefia y Carter, 2001; Messaad y Al Zailaie,
2017). Lesiones similares han sido descritas ante el uso de organofosforados en
pez cachorro arabe Aphanius dispar por Ba-Omar y Al-Jardani, (2011).

Se presentaron alteraciones en el higado en animales expuestos a POEA e
incluyeron cambios degenerativos de moderados a severos en la concentracion
mas alta. También se hallé necrosis multifocal de hepatocitos las cuales se
asemejan a las alteraciones en hepatocitos descritas por Szarek et al., (2000),
quienes trabajaron con Roundup® en carpa Cyprinus carpio. Asi mismo se
presentd en el tratamiento 5 leve picnosis nuclear, probablemente una muerte

celular por apoptosis (Rojas, et al., 2013).

En cuanto al telencéfalo se presento en el tratamiento 5 leve necrosis/apoptosis de
neuronas, moderada gliosis/satelitosis-Te y severa infiltracion CGE-Te similares a
las descritas por Ronddn-Barragan et al., (2007) cuyo trabajo fue en individuos de

la misma especie, pero utilizando el surfactante Cosmoflux 411f. En el tratamiento
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6 se hallaron estas mismas lesiones, pero de mayor severidad acompafadas de
hemorragias moderadas en las meninges, similares a lo evidenciado por Rondén-
Barragan et al. (2007) También se presentd necrosis/apoptosis de neuronas lo
cual ha sido reportado en otros estudios (Ramirez-Duarte et al., 2008). Ademas,
fue evidente infiltracion de lesiones por células granulares eosinofilicas CGE en
los tratamientos de mayor concentracion con alteraciones severas en el sistema
de liquido cefalorraquideo (figura 8), y en el diencéfalo se reporta espongiosis,
edemas alrededor del neuropilo, se hallaron zonas de muerte neuronal y necrosis
en cuerpos coroideos// Sacum vasculosum (figura 9). Los dafios reportados
generan como resultado una posible alteracion y cambios en el comportamiento
grupal como los manifiestos en el cuadro de signos clinicos (tabla 6) similar a lo
reportado por Rondon-Barragan et al. (2007). Es muy importante considerar que
es la primera vez que se realiza una descripcion de estas lesiones en el sistema
nervioso central provocadas por la exposicion de POEA en peces, sin embargo, ya
existen reportes de lesiones con Roundup® (Ramirez et al., 2004; Ramirez-Duarte
et al., 2006; Ramirez et al., 2008); Cosmoflux® 411f (Ramirez et al., 2009;
Ronddn-Barragan et al., 2007).

En el rindn se observé glomerulitis, degeneracion tubular, necrosis, aumento de
CMM en parénguima similares a los reportes hechos por Ramirez et al., (2009).

En el segundo ensayo donde se evalud la interaccion del POEA a concentracion
de CL50 y se hallaron porcentajes de mortalidad de 0% en el tratamiento control
(0O mg/L) y 2 (CaCO3 60 mg/L), 50% de mortalidad en el tratamiento 3 POEA (2,1
mg/L) en 38 horas de exposicidén, corroborando de esta manera lo encontrado en
el primer ensayo (figura 2) y 64,2% de mortalidad en el tratamiento 4 (CaCO3 60
mg/L + POEA 2,1 mg/L) a las 24 horas de empezada la exposicién (Tabla7); se
evidencio que el POEA no presento afinidad por los sedimentos (CaCO3) como se
esperaba; Rodriguez-Gil et al., (2016), Wang et al. (2005) sugieren que
organismos asociados a medios acuaticos de sistemas lenticos con presencia de
sedimentos tienen menores probabilidades de verse afectados al POEA. Por el
contrario, el POEA aumento la toxicidad, esta condicion corresponde al cambio de
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este surfactante de ser un compuesto catiénico a pH neutro y acido, al volverse no

ionico en pH alcalino (Tsui & Chu, 2003).

Con respecto a los signos clinicos en el tratamiento 3 aparecieron a partir de las 4
horas de comenzado el mismo, asi mismo en el tratamiento 4 aparecieron a partir
de las 6 horas de iniciado, los primeros descensos en el tratamiento 3 ocurrieron a
las 11 horas desde la exposicion y la mitad de los individuos perecieron a las 38
horas, de la misma manera en el tratamiento 4 los primeros descensos se
obtuvieron a las 8 horas de iniciada la exposicion y a las 9 horas la mitad de los

individuos perecieron.

El surfactante No I6nico POEA-TA15 es un compuesto altamente toxico para la
cachama blanca, produce mortalidad y lesiones severas en piel, aletas, branquias,
higado, telencéfalo, rifidn, entre otros oOrganos. Este tipo de surfactante no
ionizado hace parte de formulaciones comerciales de herbicidas a base de
glifosato usadas en Colombia. Asi mismo, se observo que la interaccion entre el
POEA y CaCO3 a dosis de 60 mg/L no es favorable para evitar signos y las

lesiones asociadas al surfactante.

En 2016 la Comisién Europea recomendd prohibir el uso de mezclas con POEA,
segun reglamento de ejecucion de la comision europea (UE) 2016/1313,
recomendando retirar del uso productos fitosanitarios a base de glifosato que
contengan el coformulante tallowamina polietoxilada (n.o CAS 61791-26-2), dicho
reglamento fue modificado por los estudios de toxicologia vinculados con el POEA
ejecutados por la Agencia Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA), Eur-
lex.europa.eu (2016). Por estas razones, en nuestro medio se sugiere el uso
responsable de esta clase de sustancias en entornos acuaticos o préximos a ellos
y la trascendencia de instaurar y mejorar normativas sobre el empleo de
sustancias asociadas al glifosato y demas quimicos vinculados al agro.
CONCLUSIONES
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. La CL50 a 96 horas del POEA TA15 en juveniles de cachama blanca
Piaractus brachypomus fue de 2,08 mg/L, con un intervalo de confianza del 95%
(1,799-2,405).

. Los individuos expuestos a POEA (TA-15) mostraron signos de letargo,
desagrupamiento, angustia respiratoria, cambios en el patrén y eje de nado,
prolapso del labio inferior y elevacion con respecto a la columna de agua,
reflejando sefales de intoxicacion desde concentraciones de POEA de 1 mg/L.

. Los individuos expuestos al POEA TA15 revelaron lesiones a nivel
macroscopico principalmente cambios de coloracion en la piel, erosiones en piel y
aletas, hemorragia en boca y arcos branquiales, hemorragias petequiales en piel,
aumento del liquido de la cavidad celomica y hemorragias severas en meninges.

. Se presentaron lesiones severas en piel, branquias, higado, telencéfalo,
diencéfalo y rifidn en las concentraciones de 2 mg/L y 4 mg/L de POEA-TA15
siendo, por tanto, un compuesto que por si solo es mas irritante que las mezclas
comerciales como el Roundup en cachama blanca.

. La interaccion entre el POEA-TA15 y CaCO3 no es favorable para evitar la
mortalidad y lesiones en peces.

. Dado que esta clase de sustancias no son controladas por la legislacion
Colombiana y al encontrar una CL50 tan baja, considerando los efectos altamente
toxicos del POEA para cachama blanca, asi como las acciones tomadas por la
Union Europea en 2016, es importante que las autoridades y organismos de
control ambiental colombianos aborden la revision de las licencias de las mezclas
comerciales disponibles ante las expectativas de un mayor uso de herbicidas

frente al desarrollo agricola actual de los Llanos.
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Tablas y figuras

Tabla 1. Parametros de calidad de agua en fase experimental.

Parametros Temperatura pH Oxigeno
(°C) disuelto
_ (ppm)
Dia1 X 26,2 7,6 7,2
Dia 2 X 26,9 7,3 7,15
Dia 3 X 26 6,6 7
X to 26,03 +£0,1527 7,16 £0,5131 7,11 £ 0,010

Tabla 2. Mortalidad de juveniles de cachama blanca Piaractus brachypomus en 6
concentraciones de POEA durante 96 horas

Tiempo (h) CLso POEA TA15 (mg/L)
TTO1 TTO2 TTO3 TTO4 TTOS5 TTO®6
©@ 02 05 @ @) 4

2 0 0 0 0 0 1
4 0 0 0 0 0 2
6 0 0 0 0 0 2
8 0 0 0 0 0 2
10 0 0 0 0 0 4
12 0 0 0 0 0 4
14 0 0 0 0 0 5
16 0 0 0 0 0 2
18 0 0 0 0 0 2
36 0 0 0 0 2 0
38 0 0 0 0 3 0
40 0 0 0 0 1 0
42 0 0 0 0 0 0
44 0 0 0 0 1 0
58 0 0 0 0 1 0
72 0 0 0 0 1 0
94 0 0 0 0 1 0
96 0 0 0 0 0 0
Total 0 0 0 0 10 24
n 24 24 24 24 24 24




Tabla 3. Mortalidad de juveniles de cachama blanca Piaractus brachypomus en 4

concentraciones de POEA y CaCOg durante 48 horas.

Tiempo (h) POEA TA15 + CaCO3
TTO1 TTO2 TTO3 TTO 4
0) (CaCO3 (POEA (CaCO3
60mg/L)2,1 mg/L) 60mg/L +

POEA
2,1mg/L)
2 0 0 0 1
12 0 0 1 6
14 0 0 0 1
18 0 0 2 0
20 0 0 0 1
24 0 0 0 0
28 0 0 1 0
34 0 0 1 0
38 0 0 2 0
48 0 0 0 0
Total 0 0 7 9
n 14 14 14 14

Figura 1. Valor de CLs, del POEA a 96 horas en juveniles de cachama blanca
Piaractus brachypomus. El valor de CLs, fue calculado mediante el programa

Trimmed Spearman — Karber- TSK version 1.0

6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

Mortalidad (%) en Probits

0,00
0,00

Clsgg 95% Intervalo
confianza

mg/L Inferior Superior

2,080 1,799 2,405

Calculo DL50/CL50 utilizando Analisis Probit

4,79
{

@ Calculating LD50/LC50 using
Probit Analysis

0,20 0,40 LogjQfposis g9 1,00 1,20
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad de juveniles de cachama blanca expuestos a
diferentes concentraciones de POEA TA15 durante 96 horas.
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Figura 3. Piel de individuos expuestos a POEA de tratamiento control, presenta su
estructura norma. Epidermis(flecha) intacta, D. dermis delgada (10x. H&E)
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Figura 4. Piel de individuos expuestos a POEA de tratamiento 4, revela leve
hiperplasia/hipertrofia de células de alarma epidermis. Acumulos de pigmentos en
la epidermis (flecha), necrosis de epitelio, activacion de células de alarma
(asterisco), edema dermis(D). (10x. H&E)

Figura 5. Branquias de individuos expuestos a POEA en tratamiento control, se
puede apreciar la estructura un leve desprendimiento epitelial. Filamento (F)
normal con lamelas intactas espacio interlamelar libre (flechas). (40x. H&E)

-~ v 5 SN =
Xy A

Figura 6. Branquias de individuos expuestos a POEA en tratamiento 6, revela
severa fusion lamelar, hemorragias y necrosis. Filamentos Branquiales (F),
adherencias interflamentales (Flecha), fusion lamelar (punta de flechas),
hiperplasias interlamelates (*) (40x. H&E)




Figura 7. Higado de individuos expuestos a POEA en tratamiento control, no
revela lesiones significativas. (40x. H&E)

Figura 8. Higado de individuos expuestos a POEA en tratamiento 6, presentan
lesiones degenerativas multifocales. Congestidn, necrosis hepatocitos (*), cambios
degenerativos grasos (Flecha), necrosis de hepatocitos (N). ( 40x. H&E)

Figura 9. Cerebro de individuos del tratamiento control, no revelo anormalidades.
(40x. H&E)
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Figura 10. Cerebro de individuos del tratamiento 6, revelo hemorragia de las
meninges, gliosis y necrosis. Gliosis, edema peri-neuronal (*), infiltraciéon de CGE
(flechas), necrosis neuronal (40x. H&E)

Figura 12. Sacum vasculosum de individuos expuesto en tratamiento 6, revelo
espongiosis, edemas, y necrosis de cuerpos coroideos. Necrosis del epitelio
coroidales(flecha) Congestion y hemorragias Sacum Vasculosum (flecha). (40x.
H&E)
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Figura 13. Rifién craneal individuos en tratamiento control, sin anormalidades.
Glandulas interrenales (flechas), tejido hematopoyético (H), vasos sanguineos (V).
(10x. H&E)

Figura 14. Rifidn craneal individuos expuestos en tratamiento 5, revel6 hiperplasia
del tejido glandular interrenal y necrosis glandular interrenales. Necrosis tejido
glandular interrenal (flechas). Congestion severa parénquima. (10x H&E).

3 _ >
Figura 15. Rifidn posterior individuos en tratamiento control, no revelo dafios.
Glomérulo (G),Tdbulos (T) (40x. H&E)
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Figura 16. Rifién posterior de individuos expuestos a tratamiento 3, revelo
degeneracion tubular y aumento de CMM en parénquima. Rifidn posterior 2 mg /L
TA-15: 10x. H-E- Glomérulo (G),Tuabulos (T), activacion de CMM Necrosis tubular

(flecha) (40x. H&E)
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