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RESUMEN

Los plaguicidas se han convertido en un importante problema ambiental debido a su
utilizacion indiscriminada y al poco control en su uso, lo que termina afectando drasti-
camente a organismos que no son blanco de su accion, incluyendo especies acudticas.
Se determind la toxicidad aguda y crénica del clorpirifos en alevinos de cachama blanca
(Piaractus brachypomus) y se estableci el valor de la concentracion letal media (CLso)
a 96 h, la cual fue evaluada en 88 peces expuestos a concentraciones de clorpirifos
de 0.015 a 1.5 pg/L. El valor establecido para la CLso fue de 0.11 pg/L (p < 0.05). El
ensayo de toxicidad crénica a dosis subletales (0.5, 0.1 y 0.001 x de la CL50) se realizd
en 60 animales por tratamiento mas un grupo testigo, expuestos por 50 dias, seguido
por 50 dias sin exposicion, evaluandose tanto la actividad de explosion respiratoria
como la capacidad bactericida del plasma en un desafio a Aeromonas hydrophila. Se
encontraron niveles menores de explosion en el grupo expuesto a 0.0011 pg/L en los
dias 20 y 50 y un incremento en el grupo expuesto a 0.055 pg/L al dia 90; ademas, la
actividad bactericida del plasma mostr6 una disminucion hasta el dia 40 en los ani-
males expuestos comparados con el grupo testigo. Adicionalmente, en un ensayo de
exposicion subcronica sin recuperacion a dosis subletal de clorpirifos (0.011 pg/L), se
hallaron lesiones en branquias, higado, rifion y encéfalo. Este estudio ha demostrado
la alta sensibilidad de la especie al clorpirifés, por lo cual se postula a P. brachypomus
como bioindicador de contaminacion hidrica.
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ABSTRACT

Pesticides have become an important environmental problem due to their indiscriminate
and lack of control use, which ends up affecting drastically non-target organisms, in-
cluding aquatic species. The acute and chronic toxicity of chlorpyrifos was determined
in fingerlings of red-bellied pacu (Piaractus brachypomus), and it was established the
value of the median lethal concentration (LCso) at 96 h, which was evaluated in 88 fish
exposed to chlorpyrifos concentrations from 0.015 to 1.5 pg/L. The value established
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for CLso was 0.11 pg/L (p < 0.05). The chronic toxicity test to sublethal doses (0.5,
0.1 and 0.001 x of the LCs¢ dose) was performed in 60 animals per treatment plus a
witness group. Animals were exposed for 50 days, followed by 50 days without ex-
posure, to evaluate both respiratory burst activity and plasma bactericidal activity in a
challenge with Aeromonas hydrophila. Lower levels of respiratory burst were found in
the exposed group to 0.0011 pg/L in 20 and 50 days, which increased in the exposed
group to 0.055 pg/L at day 90. In addition, the bactericidal activity of plasma showed
a decrease until day 40 in exposed animals compared to the witness. Also, in a trial of
subchronic exposure without recovery to sublethal doses of chlorpyrifos (0.011 pg/L),
lesions were found in gills, liver, kidney and brain. This study has demonstrated the
high sensitivity of this species to chlorpyrifos, postulating P. brachypomus as a bioin-

dicator of water pollution.

INTRODUCCION

El uso indiscriminado de plaguicidas en activida-
des agropecuarias a nivel mundial y especialmente
en paises en desarrollo, ha aumentado significativa-
mente durante las ultimas décadas (De et al. 2014,
FAOSTAT 2015). Diversos estudios han descrito el
impacto ambiental de la acumulacion de estos com-
puestos en cuerpos de agua y sus efectos en poblacio-
nes acuaticas (Naddy y Klaine 2001). El clorpirifos
(0,0-dietil O-3,5,6-tricloro-2-piridinil fosforotioato)
es un insecticida de amplio espectro perteneciente al
grupo de los organofosforados (WHO 2004), del cual
se ha comprobado que menos del 0.1 % alcanza la
plaga objetivo y el 99.9 % restante llega a los dife-
rentes componentes del ambiente (Pimentel 1995).
Por ser un plaguicida hidrofobico, su eliminacion
en eventos de lluvia es casi nula y su persistencia en
sedimentos de sistemas hidricos se convierte en un
problema (Kimbrough y Litke 1996) que compromete
el bienestar de organismos acuaticos y es el causante
de muertes masivas de los mismos (Schimmel et al.
1983).

El clorpirifés (CPF) también conocido como
metrifonato, ha demostrado tener efectos toxicos
en mamiferos, peces, anfibios e invertebrados, afec-
tando principalmente el sistema nervioso mediante
la inhibicion de la acetilcolinesterasa (AChE) (Ka-
vitha y Venkateswara 2008). La sensibilidad a este
compuesto varia con la especie; asi, la CLsg a 96 h
en insectos puede presentar rangos divergentes, de-
pendiendo de la cepa y distribucion geografica de la
especie (Bisset-Lazcano et al. 2009, Garcia-Vidal et
al. 2014, Paez-Jerez et al. 2015).

En peces, diversos estudios han demostrado la
toxicidad del CPF en diferentes estadios de desarrollo
(Jin et al. 2015). En tilapia del Nilo (Oreochromis
niloticus) la CLso a 96 h para juveniles fue de 98.67
ug/L y para adultos de 154.01 ug/L (Orug 2010),

concentraciones cercanas a las descritas en el gu-
ppy (Poecilia reticulata) con una CLso de 176 pg/L
(Sharbidre et al. 2011). No obstante, en Pimephales
promelas los valores de CLso son mayores a 338 pg/L
del mismo compuesto (Mehler et al. 2008). Ademas
de sus efectos letales, diversos estudios han demos-
trado los efectos de la exposicion subletal asociados
con genotoxicidad, inmunotoxicidad y neurotoxici-
dad, entre otros (Ali et al. 2008, Xing et al. 2012a,
Khalil et al. 2013).

La evaluacion de los cambios en el comporta-
miento de animales expuestos, asi como la evaluacion
histopatologica y bioquimica son herramientas de
soporte en estudios de ecotoxicologia (Drummond
y Russom 1990, Cohn y MacPhail 1996), ya que
permiten la identificacion de problemas relacionados
con neurotoxicidad, inmunotoxicidad y la afeccion
de otros sistemas organicos.

El objetivo del presente estudio fue determinar
la toxicidad expresada en CLso a 96 h, asi como la
toxicidad subletal y subcronica del CPF en alevinos
de cachama blanca (Piaractus brachypomus); adicio-
nalmente, identificar las variaciones histopatologicas
asociadas con la exposicion subcronica a una dosis
subletal de CPF.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 368 alevinos de P. brachypomus
con un peso de 5 = 0.5 g, 88 de ellos para la de-
terminacion de CLsoy 280 para la exposicion sub-
cronica a dosis subletales. Todos los peces fueron
sometidos a un periodo previo de aclimatacion (15
dias) y se mantuvieron en acuarios de vidrio a una
densidad menor o igual a 1 g/L (OECD 1992), con
aireacion constante sin filtro y condiciones de pH,
temperatura y confort adaptados para esta especie.
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Como mecanismo de prevencién, se trataron con
cloruro de sodio (NaCl) al 0.2 % a fin de eliminar
ectoparasitos segun lo descrito por Floyd (1999). El
suministro de alimento fue controlado (2 % de su
peso corporal) y administrado dos veces al dia con
un producto comercial (Mojarra 32 %, ® SOLLA).
Al inicio del experimento los alevinos se encontraban
clinicamente sanos y fueron evaluados siguiendo los
lineamientos descritos en Floyd (1999) y Campbell
(2005), los cuales califican el patron de nado y sus
alteraciones (e.g., nado en espiral, nado en circulos,
nado explosivo [movimientos de nado con despla-
zamiento subito y rapido]), el comportamiento de
cardumen, el consumo de alimento, la distribucion
en la columna de agua, ausencia de boqueo, reflejo
de huida, presencia de lesiones cutaneas, respuesta a
la presion del pedunculo caudal, entre otras.

Este proyecto fue aprobado por el Comité Local
de Etica siguiendo la normatividad (Ley 84 de 1989
y Resolucion 8430 de 1993) para el uso de animales
vivos en experimentacion, asi como los criterios in-
ternacionales sobre experimentos con peces (OECD
1992). Todos los experimentos, se realizaron en los
laboratorios de Toxicologia y Microbiologia de la
Universidad de Tolima.

Sustancias experimentales

Se utilizo clorpirifos (0,0-dietil 0-[3.5.6-tricloro-
2-piridinil] fosforotioato; Dow AgroSciences, Co-
lombia) al 48 % y como solvente, acetona grado re-
activo (Merck, Alemania) para obtener una solucion
madre de 4.8 mg/mL vy, a partir de ésta, la solucion
de trabajo a una concentracion de 48 pg/mL.

Ensayo de concentracion letal media (CLso)
Para el ensayo de la CLso del CPF, se siguieron
los lineamientos de ensayo de toxicidad aguda des-
crito por la OECD (1992). Se emplearon siete grupos
de tratamiento y un grupo testigo, cada uno con 11
animales. Los peces fueron expuestos durante 96 h
a concentraciones de 0.015, 0.02, 0.07, 0.09, 0.13,
0.15y 1.5 pg/L de CPF obtenidas a través de ensayos
preliminares; para éstos se evaluaron concentraciones
de 0.0076, 0.076, 0.76, 7.6, 90, 120, 160, 300, 600,
1200 y 2500 pg/L de CPF en tiempos de exposicion
de 96 h que permitieron establecer el rango de la CLs
a evaluar. Los experimentos se realizaron mediante
un sistema semiestatico con recambio del 50 % del
agua cada 24 h, adicionando la mitad de la concen-
tracion para mantener los valores iniciales. Las ob-
servaciones se realizaron cada 3 hy se registraron los
cambios comportamentales (patron de nado [e.g., eje
de nado, movimiento en desplazamiento y estacion],

el comportamiento de cardumen, el reflejo de huida,
la ubicacién en los tercios de la columna de agua 'y
la agresividad [e.g., movimiento rapido en direccion
a los demas individuos experimentales con apertura
de mandibulas sugiriendo intencion de morder]), asi
como la mortalidad en cada uno de los tratamientos.

Exposicion subcrénica sin recuperacion a dosis
subletal de CPF

Se usaron un total de 40 alevinos de P. bra-
chypomus, 20 expuestos a 0.011 pg/L de CPF
(correspondientes a la décima parte de la CLsg
[0.11 png/L] con base en los resultados previos) y 20
para el grupo testigo no expuesto, por un periodo
de 25 dias sin recuperacion posterior. Finalizado el
periodo experimental, los animales fueron aneste-
siados con Eugenol® (40 mg/L) e inmediatamente
sacrificados; se tomaron muestras de branquias,
higado, rifidén y cerebro, siguiendo los protocolos de
necropsia descritos por Yanong (2003). Los tejidos
se fijaron en formalina amortiguada al 10 % y proce-
sados por la técnica de hematoxilina y eosina (Luna
1968). La evaluacion histopatoldgica se realizd con
un microscopio optico (Olympus [X73P2F, EUA).
Las imagenes digitales se capturaron con una camara
Olympus U-TV0.5XC-3 (Tokyo, Japon) y el progra-
ma Cellsens Standard 1.12 (2009-2014).

Exposicion crénica subletal del CPF

Para los experimentos de subletalidad del CPF,
se utilizaron las concentraciones correspondientes a
la mitad (tratamiento 1 = 0.055 pg/L), asi como a la
décima (tratamiento 2 = 0.011 pg/L) y la milésima
(tratamiento 3 = 0.0011 pg/L) partes de la CLso
determinada y un grupo testigo sin exposicion al
toxico. La fase experimental tuvo una duracion de
100 dias en total con 50 dias de exposicion y 50 dias
de recuperacion posexposicion, a fin de evaluar la
reversibilidad de los efectos inducidos. Se usaron
60 animales por tratamiento y los muestreos se rea-
lizaron cada 10 dias tomando seis animales de cada
tratamiento por etapa muestral.

Explosion respiratoria

La explosion respiratoria se midié siguiendo lo
descrito por Mohanty y Sahoo (2010) mediante el mé-
todo de reduccion de azul de nitro-tetrazolio (NBT,
por sus siglas en inglés) por espectrofotometria. Se
combinaron100 plL de sangre tomados por veno-
punciéon con 100 pL de solucién de NBT (Sigma®
Chemicals, Alemania) al 0.2 %, y se incubaron a
25 °C por 30 min. Seguidamente, se adicionaron 50
uL de la suspension a un vial que contenia 1 mL de
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N,N-dimetilformamida y se centrifugé a 2000 rpm
por 5 min. Posteriormente, en una placa multipozos
(placa de 96 pozos) de fondo en U se depositd la solu-
cion para la lectura a 620 nm en un espectrofotometro
(ELx- 800-Biotek® Instruments, EUA). Los cambios
en la densidad dptica se relacionaron con cambiosen
la actividad oxidativa de los fagocitos.

Ensayo de actividad bactericida del plasma frente
a Aeromonas hydrophila

Este enayo se realizo con base en el protocolo des-
crito por Rainger y Rowley (1993). A partir del plasma
sanguineo se realizaron mezclas por grupos de cada
tratamiento por muestreo. De forma separada, se rea-
liz6 una suspension bacteriana de Aeromonas hydro-
phila en solucion salina, ajustando dicha suspension al
tubo cero de la escala de McFarland con una densidad
optica de 0.075 a 560 nm. Posteriormente, 100 pL de
plasma (de cada tratamiento) se mezclaron con 100
pL de dilucion bacteriana y fueron incubados durante
1 h a37°C, seguido de centrifugacion y tres lavados
con agua destilada. El pellet final fue resuspendido en
solucion salina estéril (200 pL) y sembrado de manera
masiva en agar tripticasa soya (TSA, Oxoid, Alemania)
e incubado a 37 °C por 24 h. Finalmente, se realizo
el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)
en cada uno de los tratamientos para cada muestreo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos de la mortalidad acumulada
en el ensayo de CLsp a 96 h para cada tratamiento
fueron analizados mediante el programa Trimmed
Spearman-Karber, TSK v. 4.1 (Hamilton et al. 1977).
Se tomo en cuenta un nivel de confianza del 95 %.
Los resultados fueron graficados mediante SPSS®
v. 2.0 para Windows (IBM, EUA). Para el analisis
del ensayo de subletalidad se utiliz6 un disefio expe-
rimental completamente aleatorizado de efecto fijo
balanceado con la técnica de analisis de varianza
(ANDEVA) y analisis multivariado de varianza
(MANDEVA) donde las variables de respuesta fue-
ron la densidad Optica (explosion respiratoria) y el
numero de colonias (capacidad bactericida del plas-
ma). El modelo se ajusto de acuerdo con la siguiente
ecuacion: (Yij = p + 1t/ + & (/)); donde p es la media,
t/ el efecto tratamiento, y & (/) el error experimental.

Se realiz6 un analisis de Kruskall-Wallis seguido
de la prueba de comparacion multiple de Dunn, previa
validacion de los supuestos del modelo. Los datos son
presentados como el promedio =+ el error estandar de
la media (ESM). Los resultados fueron analizados
con el programa GraphPad Prism® v. 5.03 Windows
(GraphPad Software 2007, California, EUA).

RESULTADOS

Durante la fase de aclimatacion y la fase experi-
mental no se observaron fluctuaciones significativas
en los parametros de calidad del agua. Asimismo, no
se presentaron alteraciones clinicas de los sujetos
experimentales.

Toxicidad aguda (CLs)

En el ensayo de toxicidad aguda no se observaron
mortalidad ni cambios en el comportamiento de los
animales pertenecientes al grupo testigo. La CLso a
96 h del clorpirifos para alevinos de P. brachypomus
fue de 0.11 pg/L (IC 95 % = 0.10 — 0.12; p < 0.05)
(Fig. 1). Los cambios en el comportamiento de los
peces expuestos en los primeros 30 min se carac-
terizaron por nado explosivo principalmente en las
mayores concentraciones, asi como incremento en la
frecuencia opercular acompanado de la distribucion
de los peces en el tercio superior del acuario. Inicial-
mente se evidencié un nado rapido, acompaiiado de
tremores continuos. Algunos individuos presentaron
pérdida del eje de nado, nado erratico o en espiral,
que concluia en movimientos explosivos. Los peces
inclinaban su cuerpo con la cabeza en direccion
hacia abajo y se movian sin avanzar seguido de la
disminucion de movimientos de nado y frecuencia
opercular hasta su cese total y muerte.

100 -

90

80

Mortalidad (%)

| Clso=0.11£0.01 ug/L
| (Intervalo de confianza de 95%)

0015 0002 007 009 013 0415 15
Concentracion de CPF (pg/L)

Fig. 1. Concentracion letal (CLso) de clorpirifés a 96 h en ale-
vinos de Piaractus brachypomus. Analisis de regresion
sigmoidea y CLso de clorpirifés a 96 h en alevinos de
cachama blanca
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Exposicion subcronica sin recuperacion a dosis
subletal de CPF

El analisis histopatologico de los individuos en el
ensayo de exposicion subcronica revelo alteraciones
en todos los tejidos analizados. A nivel branquial,
los animales tratados con CPF (0.011 pg/L) eviden-
ciaron hipertrofia del epitelio lamelar e hiperplasia
del epitelio interlamelar moderada (Fig. 2b). En el
higado se hallo una degeneracion generalizada de los
hepatocitos caracterizada por la presencia de vacuolas
citoplasmaticas transliicidas que en la mayoria de las
células no permitia distinguir el nucleo (Fig. 2d). En
el tratamiento con CPF, el rifion present6 deplecion

de leucocitos severa y degeneracion hialina del
epitelio tubular con acumulacion de centros melano-
macrofagos, pérdida de estructura y distribucion de
parénquima con algunas zonas de necrosis (Fig. 2f).
En el encéfalo se evidencié degeneracion hialina
de los cuerpos neuronales, los cuales se tornaron
eosinofilicos, ademas de hipertrofia celular (Fig. 2h).

Exposicion crénica subletal del CPF
Explosion respiratoria

Los animales del tratamiento 3 (0.0011 pg/L) evi-
denciaron valores menores de explosion respiratoria
en los primeros 20 dias (0.02125 + 0.0061) y al dia

Fig. 2. Lesiones histopatolégicas asociadas con exposicion subcronica a dosis subletal

de clorpirifés (CPF) sin recuperacion (hematoxilina y eosina, 40 X). Testigos y
clorpirifés (CPF, 0.011 pg/L). Branquias. (a) Testigo, espacios interlamelares
limpios y células de morfologia uniforme. (b) CPF, muestra, la hipertrofia del
epitelio laminar (flecha) e hiperplasia interlamelar moderada (cabeza de flecha).
Higado. (c) Testigo, apariencia normal de hepatocitos. (d) CPF, amplia lipidosis,
estructuras intracelulares-vacuolas (flecha), pleomorfismo nuclear (cabeza de
flecha), fragmentacion nuclear (flecha punteada). Rifion caudal. (e) Testigo,
apariencia normal de estructuras tubulares. (f) CPF, nefrosis vacuolar del epitelio
tubular, pérdida de estructura y distribucion de parénquima (flecha), reduccion
de espacio de Bowman (cabeza de flecha), melanomacréfagos (flecha punteada).
Encéfalo. (g) Testigo, apariencia normal de neuronas con membrana y nucleo
bien definidos. (h) CPF, degeneracion neuronal con hipertrofia celular (flecha) y
alteracion nuclear (ntcleo fantasma) (cabeza de flecha) degeneracion celular y
pérdida del neuropilo (flecha punteada). Barra de escala: 50 um.



50 de exposicion (0.03567 +0.021), comparados con
el grupo testigo (dia 20 = 0.07683 + 0.023; dia 50
=0.07217 £ 0.01074). Los demas tratamientos no
evidenciaron diferencias significativas durante todo
el experimento, a excepcion de un incremento en los
niveles oxidativos en el tratamiento 1 (0.055 ug/L),
al dia 90 de experimentacion (0.1255+0.007), como
se muestra en la figura 3.
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Actividad bactericida del plasma

En la actividad bactericida del plasma se halld
una disminucioén de la capacidad bactericida para los
grupos expuestos respecto al grupo testigo. Dichas
diferencias se evidenciaron en animales hasta el dia
40 de exposicion; posteriormente no se detectaron
diferencias estadisticamente significativas respecto
al grupo testigo (Fig. 4).
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Fig. 4. Niveles de actividad bactericida del plasma en juveniles de cachama blanca (Piaractus brachypomus) expuestos a clorpirifos
(CPF) por un periodo de 50 dias. Los asteriscos describen diferencias significativas de los expuestos en cada tratamiento
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DISCUSION

Los estudios de toxicidad han permitido es-
tablecer criterios sdlidos para la reevaluaciéon
del uso de agroquimicos en cultivos agricolas y
explotaciones pecuarias, tomando en cuenta el
posible impacto de estas practicas en el ambiente,
asi como en peces en produccion. Los estudios de
toxicidad de dosis letal media (DLso) del CPF en
animales terrestres y acuaticos han demostrado
una alta toxicidad de este compuesto (Ali et al.
2008, Kavitha y Venkateswara 2008, Jin et al.
2015). La DLso se ha descrito en animales como
ratas (118-250 mg/kg), conejos (1000 mg/kg), co-
bayos (504 mg/kg), pollos de engorde (40 mg/kg)
y caninos (24 mg/kg), entre otras especies.

En caninos también se han descrito valores de
DLsg para los metabolitos del CPF, triclorpiridinol
(7 mg/kg) y CPF ox6n (12 mg/kg) (Tomlin 2000,
Srebocan et al. 2003, Kammon et al. 2011). Estudios
previos han descrito valores de CLsp a 96 h para pe-
ces como guppys (Poecilia reticulata) (1790 ng/L),
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) (9 pg/L),
pez de branquias azules (Lepomis macrochirus) (10
ug/L), entre otras especies dulceacuicolas y marinas
(USEPA 1986, Selvi et al. 2005) que se describen
en el Cuadro I. Estos valores son mayores que los

hallados para cachama blanca en el presente estudio,
y cabe resaltar que algunos de dichos estudios se
realizaron en animales jovenes (7, 14 y 28 dias de
vida), los cuales son mas sensibles al efecto toxico
(Borthwic et al., 1985); aun asi, los valores de CLsg
son mayores a los descritos para la cachama blanca,
lo cual evidencia la alta sensibilidad de esta especie
nativa a este tipo de xenobioticos y su potencial uso
como bioindicador de contaminacion. Adicionalmen-
te, algunos estudios han demostrado la variacion en la
sensibilidad al toxico de una manera dependiente de
la temperatura (Johnson y Finley 1980); no obstante,
en los experimentos de este estudio, los parametros
de temperatura fueron constantes y considerados de
confort para la especie.

Las alteraciones en el comportamiento (nado
explosivo, cambios en movimientos de desplaza-
miento y estacion, comportamiento de cardumen,
reflejo de huida alterado, ubicacion anormal en la
columna de agua y agresividad) evidenciadas en los
animales expuestos en este estudio, son similares a
las reportadas en diversos estudios tras exposicion
a xenobidticos (Naranjo-Gomez et al. 2013, Marin-
Meéndez et al. 2014) y concuerda con lo reportado
por Halappa y Muniswamy (2009) para el CPF en
carpa comun. El nado explosivo y el aumento de
los movimientos operculares durante los primeros
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CUADRO I. VALORES DE LETALIDAD (CLsp) PARA CLORPIRIFOS EN DIFERENTES ESPECIES

DE PECES
Especie CLso (ng/L) Referencia
Piaractus brachypomus 0.11 Este estudio
Menidia peninsulae 0.7-3.0
Leuresthes tenuis 1.1-3.1 Borthwic et al. 1985
Menidia sp. 1.4-3.4
Fundulus similis 4.1 Schimmel et al. 1983
Lepomis macrochirus ?} 83 28 Johnson y Finley 1980
Pungitius sp. 5.7 Van et al. 1993
Oncor}%ynchus my'ktss 9 USEPA 1986
Lepomis macrochirus 10
Gasterosteus aculeatus 13.4 Van et al. 1993
Oreochromis mossambicus 25.97 Rao et al. 2003
Oreochromis mossambicus 82.14 Aniladevi 2008
Salvelinus namaycush 98 USEPA 1986
Cyprinus carpio 160 Halappa et al. 2009
Ictalurus punctatus 280 Johnson y Finley 1980
Gambusia affinis 290 Rao et al. 2005, Kavitha y Venkateswara 2008
Gambusia affinis 297 Rao et al. 2005
szeph.ales promelas 331 USEPA 1986
Carassius auratus 806
Channa punctatus 800 Ali et al. 2008
Oreochromis niloticus L. 1570 Giil 2005
Poecilia reticulata 1790 Selvi et al. 2005

minutos de exposicion al CPF, pueden obedecer a
una respuesta de estrés de los animales frente a los
cambios en el ambiente, evidenciada como un in-
cremento de la actividad fisiologica (Neelima et al.
2016). Asimismo, estas alteraciones se pueden deber
a la neurotoxicidad del CPF asociada a la inhibicion
de la acetilcolinesterasa (AChE) (Yang et al. 2008),
asi como a otras enzimas como la adenil ciclasa,
la cual ha sido postulada como una de las vias de
alteracion nerviosa en salménidos expuestos a CPF
(Maryoung et al. 2014).

De otra parte, una mayor demanda de oxigeno
obliga a patrones de boqueo y a busqueda de con-
centraciones mayores de oxigeno en la superficie del
agua durante el periodo de exposicion (Katja et al.
2005), ya que la toma de aire superficial puede ayudar
a minimizar el contacto con el medio toxico (Patil
y David 2008). Otros autores han descrito que las
lesiones lamelares en branquias de peces expuestos a
diferentes contaminantes del agua pueden disminuir
la toma de oxigeno presente en el agua, generando asi
una mayor necesidad de captar oxigeno de la atmdsfe-
ra (Couillard et al. 1988, Dalzell y Macfarlane 1999).

Este comportamiento se evidencié en el presente
trabajo, a pesar de que las unidades experimentales
contaron con aireacion constante.

Las lesiones branquiales inducidas por exposicion
al toxico también pueden desencadenar la letalidad
evidenciada en el presente experimento. Debido a su
amplia area de superficie epitelial en contacto con
el agua circundante, el tejido branquial se convierte
en o6rgano blanco y es el primero en reaccionar a los
contaminantes del medio (Couillard et al. 1988, Dal-
zell y Macfarlane 1999); no obstante, las alteraciones
inducidas en las branquias no s6lo comprometen la
respiracion, sino también los mecanismos de os-
morregulacion y balance i6nico, cuyo desequilibrio
causa la muerte de los individuos (Couillard et al.
1988, Dalzell y Macfarlane 1999).

Por otra parte, estudios previos han demostra-
do que exposiciones breves a CPF incrementan la
respuesta excitatoria reflejada en el nado explosivo
del pez cebra (Danio rerio) (Eddins et al. 2010).
Esto concuerda con los resultados evidenciados
en el presente estudio, donde en las fases iniciales
de exposicion los peces presentaron movimientos
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rapidos acompanados de tremores y patrones errati-
cos de nado, alteraciones supeditadas a un incremento
en la respuesta excitatoria producto de una mayor
estimulacion colinérgica de los receptores nicotini-
cos y muscarinicos (Eddins et al. 2010). En el pez
cebra, la exposicion a CPF caus6 una disminucion
significativa de los niveles basales de dopamina y
serotonina y un incremento del intercambio de estos
transmisores (Eddins et al. 2010), generando la res-
puesta excitatoria tras la exposicion.

Adicionalmente, el CPF es un potente inhibidor de
la AChE, enzima responsable de la degradacion hi-
drolitica de la acetilcolina, que es el neurotransmisor
primario en los sistemas sensoriales y neuromuscu-
lares de la mayoria de las especies animales (Szabo
et al. 1992, Behra et al. 2002, Yang et al. 2008). La
inhibicion de la AChE resulta en hiperestimulacion de
los receptores de acetilcolina, causando alteraciones
que incluyen cambios del comportamiento, paralisis,
convulsiones y dafos a los procesos cognitivos y de
control motor (Harder et al. 1998, Baxter et al. 1999).
Aunado a lo anterior, se ha descrito que la accion
inhibitoria del CPF sobre la AChE puede variar con
el tamafio corporal del pez, siendo menor en animales
de mayor tamaiio (Chandrasekara y Pathiratne 2007),
por lo cual es posible que en individuos de cachama
blanca en estadios de desarrollo temprano el efecto
pueda ser mas marcado.

Los resultados muestran que la reduccion del
nado de los peces fue mayor a medida que aumento
el tiempo de exposicion al toxico y de manera de-
pendiente de la concentracidn, lo cual es consistente
con lo reportado por otros autores (Tilton et al. 2011).
Algunos peces expuestos a las mayores concentra-
ciones mostraron un patrén de bloqueo del nado, el
cual ha sido descrito en peces expuestos a quimicos
ambientales y se refiere al cese de los movimientos
natatorios y posterior caida al fondo del acuario,
como una respuesta comun para evitar depredadores
(Treberg et al. 2002); sin embargo, también puede
estar relacionado con alteraciones branquiales. Los
cambios en el comportamiento de la cachama blan-
ca evidenciados en el nado, son indicadores de la
sensibilidad del pez a la toxicidad del CPF, por lo
cual puede tomarse inicialmente como modelo bio-
indicador de la contaminacién en fuentes hidricas a
concentraciones ambientalmente esperadas.

Los cambios histopatoldgicos también se utilizan
como bioindicadores en la vigilancia del medio am-
biente y sus alteraciones. Los resultados histopato-
logicos observados en los tejidos de los alevinos de
P. brachypomus en el presente estudio, indican que
el CPF a concentracion subletal causa alteraciones

en branquias, higado y rifién, drganos estrecha-
mente relacionados con procesos metabdlicos y de
desintoxicacion, asi como funciones vitales como
la respiracion, osmorregulacion y equilibrio acido
bésico, entre otros (Xu et al. 2012). En este estudio
se observaron ademads lesiones encefalicas tras la
exposicion a la concentracion subletal definida.

Las lesiones branquiales evidenciadas en peces
expuestos a CPF (0.011 pg/L), tales como hipertrofia
del epitelio lamelar e hiperplasia moderada, con-
cuerdan con lo reportado por otros autores respecto
de la exposicion a este compuesto (Goémez et al.
2002, Xing et al. 2012a, Devi y Mishra 2013). Estas
alteraciones, pueden deberse a cambios adaptativos
para evitar la difusion del toxico al torrente sangui-
neo (barrera mecanica), como se ha propuesto en
otros estudios (Smart 1976, Nowak 1992, Ortiz et
al. 2003, Ramirez-Duarte et al. 2008); sin embargo,
dichas respuestas comprometerian la difusion de otras
moléculas vitales, induciendo disturbios de la osmo-
rregulacion. Hallazgos como hiperplasia e hipertrofia
del epitelio lamelar se han asociado con respuestas
compensatorias al desprendimiento epitelial (Ma-
chado y Fanta 2003); no obstante, dichas lesiones
también se han reportado en animales clinicamente
sanos en el ambiente natural (Verjan-Garcia 2002).

Cabe destacar que los sujetos experimentales de
este estudio se encontraban en condiciones controla-
das de laboratorio y que tales alteraciones no fueron
evidentes en el grupo testigo, por lo cual, en nuestra
opinion, podrian estar vinculadas con la exposicion
cronica al CPF, descartandose ademas un efecto de-
bido al pH del agua, el cual no present6 variaciones
significativas entre los tratamientos.

En el higado se evidenci6 degeneracion vacuolar
severa, pleomorfismo celular y ausencia de nacleos,
alteraciones que podrian sugerir diferentes estadios
de muerte celular, aunque la apoptosis no fue eviden-
te. Ddichos cambios podrian atribuirse a un estado de
adaptacion metabolica a los compuestos plaguicidas
(Mohamed 2009), dada la funcién del higado en el ca-
tabolismo y transformacion de las sustancias toxicas
(Camargo y Martinez 2007). En estudios previos se
ha demostrado que la acumulacién de lipidos a nivel
hepatico es un cambio inducido por el toxico en casos
de exposicion a CPF (Nowak 1992, Ortiz et al. 2003,
Ramirez-Duarte et al. 2008). Estos cambios se aso-
cian con la generacion de especies reactivas de oxi-
geno y a la deplecion de enzimas antioxidantes, a su
vez vinculadas con cambios estructurales hepaticos y
con el incremento en los lipidos sanguineos (Uzun y
Kelender 2013). Olsvik et al. (2015) demostraron que
la exposicion a CPF induce acumulacion intracelular
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de 4cidos grasos de cadena larga y dipéptidos en los
hepatocitos debido a cambios en la hidrolisis de lipi-
dos complejos tales como triglicéridos, a partir de la
evidencia de acumulacion de monoacilgliceroles tales
como 1-linoleoilglicerol y 1-araquidonilglicerol. No
obstante, en el presente estudio no se realizo tincion
diferencial para lipidos en los tejidos estudiados.

De otra parte, se sabe que el rifién cumple fun-
ciones de destoxificacion de compuestos circulantes
en el torrente sanguineo (Xing et al. 2012b), por lo
cual se constituye en un 6érgano susceptible de lesion
en las exposiciones a xenobidticos. Los hallazgos
a nivel renal incluyeron deplecién de leucocitos,
degeneracion hialina del epitelio tubular y pérdida
de estructura y distribucion del parénquima, asi
como incremento en la formacion de centros de me-
lanomacrofagos. Estas alteraciones renales han sido
reportadas por varios autores como consecuencias
de la exposicion a CPF en otras especies de peces
(Aliaaetal. 2011, Paletal. 2012, Xing et al. 2012b,
Wang et al. 2013).

Se ha demostrado que el encéfalo es un 6rgano
susceptible ante la exposicion a organofosforados
(Saulsbury et al. 2009, Xing et al. 2012b, Mishra
y Devi 2014). Las alteraciones encefalicas eviden-
ciadas en el presente estudio (i.e., degeneracion
e hipertrofia neuronales, alteraciones nucleares)
también han sido reportadas por otros autores en
exposicion subcrénica a OP (Lakshmaiah 2016).
Estas lesiones pueden deberse a la induccién de
estrés celular oxidativo, el cual altera la funcion
mitocondrial y compromete la viabilidad celular,
como se ha demostrado en varios estudios (Peng et
al. 2015, Xing et al. 2012b, Xu et al. 2012). Depen-
diendo de la zona afectada, las lesiones neuronales
pueden influir posteriormente en las actividades
fisioldgicas normales y también pueden asociarse
con alteraciones comportamentales como aumento
de los reflejos de huida y estrés (Xing et al. 2012b).

Las alteraciones histopatoldgicas encontradas
en el presente estudio pueden estar asociadas a la
exposicion a CPF, ya que no fueron evidentes en los
peces del grupo testigo; sin embargo, a pesar de ser
inducidas a concentraciones muy bajas del principio
activo, en el ambiente natural, existen otras variables
que pueden afectar la respuesta, incluyendo cambios
en la densidad de los animales, depredacion que
genera biomagnificacion, pluviosidad y cambios de
pH asociados a la misma, asi como fluctuacién en la
temperatura, todos ellos factores que incrementan
el flujo y la concentracién del toxico al que estan
expuestos los peces (Var6 et al. 2002, Jantunen et
al. 2008).

Por otra parte, estudios previos han demostrado
el efecto deletéreo de la exposicion a organofos-
forados en general y al CPF en particular, sobre
la respuesta inmunitaria primaria en peces (Orug
2010, Marin-Méndez et al. 2014, Jin et al. 2015).
El presente estudio demostrd que la exposicion a
niveles subletales de CPF en cachama blanca indujo
valores de actividad de explosion respiratoria me-
nores en las primeras semanas; no obstante, dicha
reduccion no fue consistente en todas las concen-
traciones evaluadas, lo que dificulta establecer un
comportamiento de esta variable en condiciones
experimentales. Estos hallazgos concuerdan con
lo descrito en otros trabajos (Marin-Méndez et al.
2014), en los cuales los cambios en la actividad
oxidativa inducida por organofosforados so6lo se
presentaron a concentraciones bajas del toxico y
en las etapas tempranas de exposicion.

Diversos trabajos han demostrado que la ex-
posicion a metales pesados (Naranjo-Gémez et al.
2014), herbicidas (Rondon-Barragan et al. 2012,
2014) y organofosforados tipo oxén (Orug 2010, Jin
et al. 2015), entre otros, inducen un incremento en
la actividad oxidativa (estrés oxidativo), y que éste
puede estar mediado por la alteracion de los sistemas
antioxidantes. Se ha postulado al sistema colinérgico
como una de las posibles vias de induccidn de estos
cambios en la respuesta celular (Rondon-Barragan
et al. 2010).

El presente estudio evidencio que la exposicion
a concentraciones subletales de CPF inducen dis-
minucién de la capacidad bactericida del plasma,
lo cual ha sido demostrado en estudios previos en
peces expuestos a xenobioticos (Sanchez-Dardon et
al. 1997, Marin-Méndez et al. 2014, Naranjo-Gomez
etal. 2014). Marin-Méndez et al. (2014) demostraron
que la exposicion subletal al organofosforado tri-
clorfon (TCF) induce una reduccion en la actividad
bactericida del plasma a los 20 y 30 dias de exposi-
cion, similar a lo encontrado en el presente estudio.
Algunos autores han relacionado estos cambios con
la capacidad bactericida, con disminucion de pép-
tidos/proteinas antibacterianas en el plasma (e.g.,
lisozima, complemento) o reduccion en los niveles de
anticuerpos especificos contra Aeromonas hydrophila
(Siwicki et al. 1990, Li et al. 2013).

Por ultimo, cabe resaltar que el CPF se ha descrito
como un plaguicida util para el control de larvas de
mosquito y como insecticida general en acuicultura
a dosis de 11-25 g/ha, 28-56 g/ha o 30-100 g/ha de
CPF-metil (Eaton et al. 1985, WHO 1997). Toman-
do en cuenta los datos reportados en este trabajo,
aunados a las caracteristicas toxicoldgicas de estos
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compuestos, es necesario validar como ambiental-
mente seguros los valores reportados por entidades
de control y respaldar dichos trabajos con estudios
de toxicidad aguda y crénica subletal que garanticen
el menor dafo a poblaciones no blanco de la accion
de los plaguicidas. Asimismo, Wan et al. (2000)
describen la presencia de residuos de CPF en nueve
de cada 10 bagres de canal (Ictalurus punctatus)
de vida libre y en cultivo, asi como en filetes ya
procesados (10.5 %), por lo cual debe enfatizarse la
importancia de estos aspectos en la salud ambiental
y la salud publica.

CONCLUSIONES

El valor de la CLso para el CPF en P. brachypo-
mus, en las condiciones descritas en este estudio, es
de 0.11 pg/L (IC 95 %: 0.10-0.12; p < 0.05). Dicho
valor es menor al reportado para otras especies dul-
ceacuicolas y marinas y constituye uno de los escasos
reportes de toxicidad en especies nativas. Asimismo,
la alta sensibilidad de este caracido al CPF, asi como
las lesiones histopatoldgicas halladas en exposicion
cronica subletal, permiten la postulacion de este pez
como bioindicador de contaminacién en fuentes hi-
dricas y como modelo experimental para estudios de
toxicidad subletal a otros compuestos. La exposicion
cronica subletal al CPF produce cambios en la explo-
sion respiratoria y reduce la capacidad bactericida del
suero; estas alteraciones pueden ser reversibles, pero
pueden comprometer la capacidad de respuesta a los
desafios contra patdgenos oportunistas o primarios
en el medio.
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