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Resumen

La disposicion inapropiada de sustancias que contienen mercurio puede causar toxicidad y acumulacion en tejidos
de peces. En el presente estudio se registra la concentracion letal cincuenta (CL.,) a 96 horas del mercurio para
la cachama blanca [Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818)]. Se calcul6 a través de una prueba semiestatica de
toxicidad aguda utilizando cloruro de mercurio (HgCl,) como fuente del metal. El experimento fue realizado en el
Laboratorio de Toxicologia de la Universidad del Tolima (Colombia), en condiciones controladas (28,09 + 1,86 °C)
y un fotoperiodo 12:12 (luz:oscuridad). Los alevinos (6,55 + 1,3 g) fueron mantenidos en acuarios de vidrio con
aireacion constante, sin filtro y la alimentacion fue suprimida 24 horas antes del inicio del experimento. Se emplearon
4 concentraciones de mercurio (Hg), con su respectiva replica, incluyendo un grupo control. Las concentraciones
fueron: 0,45, 0,55, 0,65y 0,75 mg Hg/l. Se realizé un analisis histopatolégico con dos peces de cada tratamiento
tomando muestras de branquias, cerebro y higado. Los especimenes expuestos a las concentraciones mas bajas (0,45
y 0,55 mg Hg/l) mostraron hiperactividad, a diferencia de los de las concentraciones mas altas (0,65 y 0,75 mg Hg/l)
los cuales evidenciaron disminucion de su actividad. EI analisis histopatoldgico mostré anomalias en branquias
e higado, como hiperplasia interlamelar y vaculizaciones lipidicas respectivamente, en respuesta a procesos de
detoxificacion. El valor de la CL;-96 h fue estimado utilizando el programa TSK (Trimmed-Spearman-Karber)
y presentd un valor de 0,56 mg Hg/l. Este valor es cercano a lo registrado en otras especies de peces y representa
el primer registro de toxicidad aguda para el mercurio en cachama blanca.
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Abstract

The improper disposal of mercury-containing substances may cause toxicity and accumulate in fish tissues. In this study,
the median lethal concentration (LC,,) of mercury exposure at 96 hours in cachama blanca [Piaractus brachypomus
(Cuvier, 1818)] was estimated through a semi-static acute toxicity test by using mercury chloride (HgCl,) as a metal
source. The experiment was carried out in the toxicology laboratory of the University of Tolima (Colombia), under
controlled conditions (28.09 = 1.86 °C) and a 12:12 (light:darkness) photoperiod. The cachama blanca fingerlings
(6.55 = 1.3 g) were housed in glass aquaria with constant aeration without filter and feeding was suppressed 24 hours
before beginning the experiment. Four cencnetrations of mercury (Hg) were used with replicas including controls.
The concentrations were: 0.45, 0.55, 0.65, and 0.75 mg Hg/l. Histopathological analyses were conducted on 2 fish per
treatment group on samples of liver, brain and gills tissues. Fish exposed to the lowest concentrations (0.45-0.55 mg
Hg/l) of HCl, showed hyperactivity, whereas fish exposed to high concentrations (0.65-0.75 mg Hg/1) showed decreased
activity. Histopathological analysis showed gills and liver lesions, like a lamellar hyperplasia and lipid vacuolization,
respectively, in response to detoxification processes. The value of LC,,-96 h was estimated by using the TSK software
(Trimmed-Spearman-Karber) and produced a value of 0.56 mg Hg/1. This value is close to those reported for other fish
species and represents the first report of acute toxicity to the mercury in cachama blanca.
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INTRODUCCION

El ambiente acuatico esta normalmente
expuesto a una gran cantidad de toxicos,
consecuencia de intervenciones antropogénicas
incluyendo la contaminacion por residuos
industriales (Acherman 2007), fumigacién
con herbicidas organofosforados como
glifosato (Ramirez-Duarte et al. 2008, 2009)
y contaminacion con metales pesados como el
mercurio (Marrugo-Negrete et al. 2008, Zhu
et al. 2012).

Colombia, un pais con gran diversidad de especies
nativas acuaticas, se ha visto afectada por el uso
creciente e indiscriminado de xenobidticos en
practicas de tipo minero (Marrugo-Negrete et al.
2008) e industrial (Ramirez-Duarte etal. 2009). El
mercurio (Hg) es un metal utilizado ampliamente
en procesos industriales de fabricacién de
electrodomeésticos, farmacos, cremas entre
otros (Geier et al. 2008), asi como empleado en
la mineria artesanal para la extraccion del oro,
para amalgamar el mismo, proceso que haido en
aumento en Latinoamérica durante las pasadas
3 décadas (Appleton et al. 2001). Ademas,
posee gran estabilidad quimica disminuyendo
su biodegradacion, y metabolizacion de este por
los seres vivos, generando asi una contaminacion
por bioacumulacion en el medio y en los
organismos circundantes (Mancera-Rodriguez
y Alvarez-Ledn 2006).

El efecto toxico de este metal ya ha sido
registrado en diversos organismos como
bivalvos (Sheir et al. 2010), peces (Hirt y
Domitrovic 2002, Ishikawa et al. 2007), anfibios
(Mufioz y Palacio 2010), reptiles (Day et al.
2007), mamiferos (Das et al. 2008, Pelisso et
al. 2008), asi como en seres humanos (Fillion et
al. 2006, Kempuraj et al. 2010, Lebel et al. 1996,
Schober et al. 2003). Consecuentemente, la
acuicultura es vulnerable a la contaminacion de
este polutante, debido al uso del recurso hidrico
y su posible contaminacion con este metal.
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La cachama blanca [Piaractus brachypomus
(Cuvier, 1818)] como modelo experimental, es
una especie nativa que habita las cuencas de
los rios Amazonas y Orinoco, y actualmente,
expuestas a condiciones de contaminacion que
pueden repercutir en la capacidad de esta y otras
especies de responder frente a los desafios del
medio (Ramirez-Duarte et al. 2009, Alvarez et
al. 2012).

El objetivo del presente estudio fue determinar
la toxicidad aguda del cloruro de mercurio y
sus efectos histopatologicos a nivel branquial,
cerebral y hepético en la cachama blanca
(Piaractus brachypomus), un caracido nativo de
Colombia endémico de las cuencas hidrograficas
cis-andinas del pais y del cual se conocen
aspectos relacionados con su biologia y
respuesta como modelo experimental (Ramirez-
Duarte et al. 2009).

MATERIALES Y METODOS

Peces. Para este estudio se usaron alevinos
de cachama blanca [Piaractus brachypomus
(Cuvier, 1818)] (n = 56), clinicamente sanos,
con un peso aproximado de 6,55 £ 1,3 g,
provenientes de un mismo desove, obtenidos de
una instalacién comercial de acuicultura.

Condiciones experimentales. El ensayo de
toxicidad aguda fue realizado en el Laboratorio
de Toxicologia de la Universidad del Tolima,
Ibagué (Tolima), Colombia. Se establecieron
condiciones controladas como temperatura
(28,09 £ 1,86 °C), un fotoperiodo 12:12
(luz:oscuridad) y aireacion constante sin filtro.
El periodo de aclimatacion fue de 15 dias en
acuarios con capacidad de 80 litros. Durante
este periodo los peces fueron alimentados con
concentrado comercial (Solla®, 34% proteina),
una racion del 2% de la biomasa total dividida
en tres momentos en el dia. Siguiendo los
lineamientos de la OECD (1992), se suprimid
la alimentacion 24 h antes del inicio del



Naranjo-Gémez et al.

experimento y durante el mismo; teniendo en
cuenta ademas una densidad no mayor a 1 g/l.
Al iniciar la aclimatacion, los animales fueron
tratados con cloruro de sodio (NaCl) al 0,2% con
el fin de eliminar ectoparasitos segtin lo descrito
por Floyd (1995).

Sustancia experimental. El producto quimico
usado para este experimento fue cloruro de
mercurio (I1) (HgCL,) con una pureza del 99%
donado por el Departamento de Quimica de la
Universidad de los Andes (Bogota, Colombia).
Se preparo la solucién stock hasta llegar a una
concentracion final de 370 mg Hg/l, obtenida
al disolver 0,506 g de HgCl, en 1 litro de agua
deionizada (Ishikawa et al. 2007).

Prueba de toxicidad aguda. Fueron utilizadas
4 concentraciones, preparadas al disolver la
solucion stock en los tanques a diferentes
volimenes hasta obtener unas concentraciones
de: 0,45, 0,55, 0,65 y 0,75 mg Hg/l (para la
determinacion de estas concentraciones se
realizaron ensayos preliminares siguiendo los
lineamientos de APHA (1998) en los cuales
se usaron concentraciones de 0,25, 0,5, 0,75
y 1 mg Hg/l para el primer ensayo preliminar, y
0,15, 0,25, 0,35y 0,45 mg Hg/l para el segundo
ensayo, dando como resultado una aproximacion
de la concentracion letal cincuenta (CL) entre
las concentraciones 0,5y 0,7 mg Hg/l), ademas
se usé un grupo control sin exposicion para este
estudio. Las concentraciones se realizaron por
duplicado usando 7 individuos por cada réplica
de los tratamientos. Ademas, se empled una
prueba semi-estatica, renovando el 25% del
volumen de agua total del acuario y la adicién
de la cantidad necesaria de la solucion stock
para restituir la concentracion inicial para cada
tratamiento (APHA 1998). La mortalidad de
alevinos fue registrada a las 24, 48, 72 y 96 horas
de exposicion; los individuos experimentales
fueron considerados como muertos al evidenciar
ausencia de movimientos operculares por
periodo mayor a un minuto, ausencia de
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respuesta a la presion del pedinculo caudal y
no reaccion al reflejo de huida; los organismos
muertos fueron removidos de las unidades
experimentales.

Anélisis histopatoldgico. Dos peces sobrevi-
vientes de cada acuario (seleccionados al azar)
pasadas las 96 horas fueron insensibilizados
mediante seccidn de la médula espinal, dorsal a
los opérculos. Ademas de estos dos ejemplares,
a todos los peces muertos durante la fase expe-
rimental se les realiz6 la necropsia siguiendo
el protocolo descrito por Yanong (2003). Para
histopatologia se tomaron muestras de cerebro,
higado y, para branquias se tomo el segundo
arco branquial izquierdo. Las muestras se fija-
ron en formaldehido tamponado al 3,7% para
el procesamiento histologico, embebidas en
parafina, realizando cortes de 4-5 pm de grosor
y tincién con hematoxilina-eosina tradicional.
La evaluacion histopatoldgica se realiz6 en un
microscopio Optico Motic, con el fin de veri-
ficar danos en tejidos indicativos de toxicidad
como lo son el cerebro, higado y las branquias,
teniendo en cuenta las concentraciones de ex-
posicion; la captura de las imagenes se realizo
mediante camara y el software Motic Images
Plus, version 2.0.

Andlisis estadistico. El analisis estadistico de la
CL.,-96 h se realizo con el programa Trimmed-
Spearman Karber (TSK) version 4.1 con una
confiabilidad del 95%, analizando la mortalidad
acumulada a 96 horas, basado en el algoritmo
descrito por Hamilton et al. (1977). La gréfica
de mortalidad acumulada fue realizada basada
en lamortalidad en cada concentracién posterior
a las 96 horas de exposicion mediante el uso
del programa SPSS Statistics version 20 para
Windows (IBM, U. S. A)).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los signos clinicos presentados por la cachama
blanca expuesta a mercurio fueron observados
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posterior a las 24 horas. En las concentraciones
mas altas (0,65 y 0,75 mg Hg/l) se presentd
hiperactividad inicial, posterior a esto los
individuos se situaron en el tercio superior del
acuario, con una disminucion progresiva de la
frecuencia opercular y posterior muerte. Por otro
lado, en las concentraciones méas bajas (0,45
y 0,55 mg Hg/l) se encontrd disminucion de
su actividad; en ocasiones se presentaba nado
rapido explosivo. Una caracteristica comdn en
las 3 concentraciones mas altas era la presencia
de una mayor secrecion de moco. Esta
secrecion de moco puede deberse al posible
efecto irritante del mercurio, siendo el moco una
respuesta adaptativa para la proteccion mecanica
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de la superficie del pez. Esta respuesta ha sido
descrita en la exposicion a otros contaminantes,
asi como parasitos y bacterias, sin embargo, el
incremento o disminucion también depende de
cambios en la calidad del agua: amonio disuelto,
alcalinidad (Balasubramanian et al. 2012,
Esteban 2012, Ferguson 2006) los cuales no se
presentaron en el presente estudio.

Estos hallazgos son similares a los registrados
por varios autores en otras especies como se
observa en la tabla 1, mostrando asi que el
mercurio a distintas concentraciones tiene
efectos similares siendo mas representativos en
algunas especies que en otras.

Tabla 1. Informe de efectos a la exposicion a cloruro de mercurio (HgCL,) en distintas especies [modificado de Ishikawa et al. (2006)]

Especie }[Ir;/?] Efectos Autores
0,450; Hiperactividad en las concentraciones mas

Piaractus brachypomus 0.550; altas y dleT_]IHUCIOH’ de Ig acnwd_aql en las ' Naranjo-Gémez et al.
(G. Cuvier, 1818) . concentraciones mas bajas. Inhibicion del reflejo di

: : 07505 de huida, disminucién de los movimientos (presente estudio)

1,000 operculares y muerte.
hromis niloti 0,925; . . - |
Or_eoc romis niloticus 0.740; Hlper_a(?tlwdad_, oscurecimiento del cuerpo 'y Ishikawa et al. (2007)
(Linnaeus, 1758) 0370 agresividad. Disnea y muerte.
_ _ 0,640;
?ljg#;g:anlssp;%r)talegrenms 1,120; Similar a lo reportado por Ishikawa et al., 2007 Hirt y Domitrovic (1999)
’ 2,000

Heteropneustes fossilis Estrés respiratorio, tremores, ataxia y
(Bloch, 1794) 0,200 descoordinacion de los movimientos. Bano y Hasan (1990)
Liza parsia (Hamilton, . . . .
1822) 0,200 Alteraciones en el higado e intestino. Pandey et al. (1994)
Salvelinus alpinus - . o . Oliverira Ribeiro et al.
(Linnaeus, 1758) 0,150 Injuria en las branquias y epitelio olfatorio. (2002)
Orechromis aureus 0,500 Aumento del # de leucocitos y eritrocitos. Allen (1994)
Barbus conchonius 0,180 Anomalias hematoldgicas. Gill y Pant (1985)

(Hamilton, 1822)
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La mortalidad acumulada en porcentaje
(figura 1) y el numero de individuos a las 96
horas de exposicion se registra en la tabla 2.
En donde se observa la mortalidad pasadas
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las 24, 48, 72 y 96 horas con un porcentaje
acumulado de 0, 42,85, 92,85 y 100% en las
concentraciones 0,45, 0,55, 0,65, 0,75 mg
Hg/l, respectivamente.

Tabla 2. Mortalidad acumulativa de alevinos de cachama blanca [Piaractus brachypomus (G. Cuvier, 1818)], expresadas de
acuerdo a las distintas concentraciones y tiempo de exposicion al mercurio {[mg Hg/l] = concentracion de Hg/l; A, B =réplicas:
ntmero de individuos muertos/individuos totales y (porcentaje)}

Tiempo de exposicion (horas)

24 4 2
8 7 96 %
[mg acumulado
Hg/l| A B A B A B A B 9% h
0,45 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
055 2/7 3/7 3/7 3/7 3/7 3/7 3/7 3/7 6/14
: (28,57%)  (42,85%)  (42,85%) (42,85%)  (42,85%)  (42,85%)  (42,85%) (42,85%)  (42,85%)
065 17 47 17 6/7 117 6/7 77 6/7 13/14
’ (100%)  (57,14%)  (100%)  (85,71%)  (100%)  (85,71%)  (100%)  (85,71%)  (92,85%)
717 717 717 717 o
0.75 (1000 - (100%) (100%) - (100%) 717 (100%)
Control 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
100/ cual se registran los valores de: 0,58, 0,56, 0,56
y 0,56 de CL., para las 24, 48, 72 y 96 horas de
801 exposicion, respectivamente con un intervalo
b de confianza del 95%.
°
E o8] Tabla 3. Concentracion letal media (CL.,) de mercurio (Hg)
] para alevinos de cachama blanca [Piaractus brachypomus
540- (Cuvier, 1818)] (t e = tiempo de exposicion; i ¢ = intervalo
: de confianza 95%)
201
CL,, = 0,56 £ 0,03 mg Hg/l te CLy, (mg Hg/l) ic95%
(intervalo de confianza de 95%)
01 24 horas 0,58 0,55-0,61
0 045 0,55 0,65 0.75 )
Concentracion de mg de Hg/l 48 horas 0,56 0,53-0,59
72 horas 0,56 0,53-0,59
Figura 1. Anélisis de regresion sigmoidea y estimacion de 96 horas 0,56 0,53-0,59

la concentracion letal media (CL) de 0,56 + 0,03 mg Hg/l
y de porcentaje de mortalidad alevinos de cachama blanca
[Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818)], con un intervalo
de confianza del 95% (0,53-0,59 mg Hg/l)

Elvalor de la CL ., hallado para P. brachypomus en
el presente estudio se muestra en la tabla 3, en la

Esta CL, es cercana a la encontrada por
Ramamurthi et al. (1982) en Oreochromis
mossambicus en donde se registra una CL,-
96 h de 0,739 mg Hg/l. Ademas, otros estudios
registran concentraciones alin mas cercanas
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como lo son Hirt y Domitrovic (2002) en
Cichlasoma dimerus con un valor de CL,-
96 h de 0,488 mg Hg/l. En comparacién con
otras especies mas tolerantes al contaminante
como lo registra Charuwan-Somsiri (1982) en
Oreochromis niloticus CL.-96 h de 3,710 mg
Hg/l y otras menos tolerantes Buhl (1997) en
Xyrauchen taxanus CL-96 h de 0,090 mg Hg/I.

Histopatologia. Mediante el analisis
histopatoldgico se evidenciaron lesiones en
branquias e higado, el cerebro no evidencio
lesiones en ninguna de las concentraciones
evaluadas. En las branquias se observaron lesiones
compatibles con cambios hidrépicos en células
epiteliales asi como hiperplasia interlamelar
leve, en las concentraciones mas altas (figuras 2
y 3). Se evidencio, ademas, desprendimiento de
las células epiteliales y aneurismas infrecuentes.
Las lesiones evidenciadas tales como hiperplasia
interlamelar, aneurismas, cambios hidrépicos,
desprendimiento de células epiteliales y
gotas hialinas citoplasmaticas, tuvieron un
comportamiento de severidad dependiente de la
concentracion, siendo menor en concentraciones
bajas y mayor en concentraciones altas.

Figura 2. Branquias de alevinos de cachama blanca
[Piaractus brachypomus (Cuvier, 1818)]: tratamiento 2 (0,55
mg Hg/l), se evidencian cambios en las células del epitelio
branquial (flecha) caracterizadas por una leve tumefaccion
(40X; Hy E)
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Figura 3. Branquias de alevinos de cachama blanca [Piaractus
brachypomus (Cuvier, 1818)]: tratamiento 4 (0,75mg Hg/l),
se evidencia una hiperplasia interlamelar leve (cabeza de
flecha), lesiones compatibles con cambios hidrépicos en las
células epiteliales (flecha larga) y desprendimiento epitelial
branquial (flecha corta) (40X; Hy E)

La ruptura del epitelio branquial puede darse como
resultado a la exposicion de un compuesto irritante
(Ramirez-Duarte et al. 2008). Por otro lado se ha
registrado que la hiperplasia de células mucosas
en el espacio interlamelar se da como respuesta
al reducir la difusion de xenobidticos a travées
del epitelio branquial, ya que podria provocar
un desbalance electrolitico debido a la gran
permeabilidad de las branquias (Lin y Randall
1995), esto es similar a lo informado por Sheir
et al. (2010) en el bivalvo Mytilus edulis. Por
otro lado, se ha registrado que el mercurio puede
inducir cambios en el tamafio celular al interactuar
con los radicales tiol de las membranas celulares,
alterando su permeabilidad sin comprometer la
viabilidad celular (Aduayom et al. 2005).

En el higado, las concentraciones mas bajas
(tratamientos 1y 2) evidenciaron distribucion
multifocal de zonas de vacuolizacién lipidica
(algunos periportales), caracterizadas por
gotas hialinas citoplasmaticas (figuras 4 y 5).
En los tratamientos de mayor concentracion
este patron de vacuolizacion fue generalizado
y de mayor severidad.
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Figura 4. Higado de alevinos de cachama blanca [Piaractus
brachypomus (Cuvier, 1818)]: tratamiento 1 (0,45 mg
Hg/l), zona con vacuolizacion lipidica de hepatocitos y una
gran densidad citoplasmica, se evidencian gotas hialinas
citoplasméticas (flecha) (40X; Hy E)

Figura5. Higado de alevinos de cachama blanca [Piaractus
brachypomus (Cuvier, 1818)]: tratamiento 4 (0,75mg Hg/l),
patron generalizado de vacuolizacion e incremento de la
densidad citoplasmatica (40X; Hy E)

En los hepatocitos éstas gotas hialinas pueden
representar acumulaciones proteinicas debido
a alteraciones en la sintesis y metabolismo
de proteinas (Jiraungkoorskul et al. 2003,
Papadimitriou et al. 2000) debido a fallas
en los procesos de transcripcion, los cuales
pueden estar relacionados a cambios lipidicos
y alteraciones en la sintesis de lipoproteinas
necesarias para la liberacién y transporte de
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lipidos de los hepatocitos (Jones et al. 1997).
Por otro lado, se ha descrito que los cambios
lipidicos puede ser una estrategia para evitar la
biodisponibilidad del xenobidtico (Cooley et al.
2000, Sarkar et al. 2005).

El dato obtenido en este estudio demuestra que
la especie P. brachypomus muestra sensibilidad
frente a este polutante en comparacién con otras
especies ya registradas y sirve como bioindicador
de toxicidad por contaminacién por Hg (Zelikoff
et al. 2000) Ademas, asociado a las practicas
industriales asi como a la mineria, el mercurio
puede representar un alto riesgo para el medio
ambiente debido a su alta toxicidad, reflejando
asi una posible causa de injuria o factor nocivo
para las poblaciones de peces y otros animales
de vida acuética (Aduayom et al. 2005, Das et
al. 2008, Day et al. 2007, Monteiro et al. 2010,
Pellisso et al. 2008, Sheir et al. 2010), ademas
de perjudicar a comunidades adyacentes que
tengan como fuente de alimento y de ingresos
la actividad piscicola (Dorea et al. 1998, Fillion
etal. 2006, Kempuraj et al. 2010, Schober et al.
2003, Schwenk et al. 2009,)
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