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Abstract

Mercury is a xenobiotic contaminant often found in natural ecosystems. It is relevant for public and environmental
health because of the existing correlation between its content in water sources and mercury bioaccumulation in living
organisms. This work assessed the immune and histopathological effects of exposure to sublethal concentrations of
mercury chloride (HgClL,) in Pacu (Piaractus brachypomus). Pacu fingerlings weighing 10 + 2.1 g were distributed
in constantly aerated tanks with no filter. The experimental period was 18 days. A negative control group and four
Hg levels were used based on the tenth of LC, for Pacu. Six blood samples were taken on days 1, 2, 4, 7, 12 and
18 to measure respiratory burst and bactericidal activity of the plasma. The hepatosomatic index was calculated and
samples were taken for histopathological examination. Increased respiratory burst (oxidative stress) was observed
in animals exposed to HgCl2 in a concentration-dependent manner. This effect was more pronounced at day 12 of
exposure. Hepatosomatic index (HSI) values showed no significant differences. Animals exposed to HgCl, showed
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low bactericidal activity of plasma. Histopathological changes such as hyperplasia, aneurysms and synechiae were
found in gills, while hyaline inclusions were observed in liver and melanomacrophage centers in kidney. Pacu
fingerlings exposed to sublethal doses of HgCl, had a significant increase in oxidative stress and changes in plasma
bactericidal activity in addition to pathological changes in the gills, hepatic and renal tissues.
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Resumen

El mercurio es un contaminante xenobiotico encontrado frecuentemente en ecosistemas naturales, representando un
aspecto relevante en salud publica y ambiental debido a los niveles encontrados en fuentes de agua en correlacion con
la bioacumulacion en organismos vivos. El objetivo fue evaluar los efectos inmunotoxicoldgicos e histopatoldgicos
de la exposicion a concentraciones subletales de Cloruro de Mercurio (HgCl)) en cachama blanca (Piaractus
brachypomus). Se utilizaron alevinos de cachama blanca, con un peso de 10 + 2,1 g, distribuidos en acuarios con
aireacion constante, sin filtro. El periodo experimental fue de 18 dias, utilizando 4 concentraciones basadas en la
décima parte de la CL, descrita para cachama, asi como un grupo control. Se realizaron seis muestreos (dias 1,
2,4,7,12 y 18) en los cuales se tomaron muestras de sangre para la evaluacion de la explosion respiratoria y la
capacidad bactericida del plasma. Se calculd el indice hepatosomatico y se tomaron muestras para procesamiento
histopatologico. Se evidencid una elevacion del nivel de explosidon respiratoria (estrés oxidativo) en animales
expuestos a HgCl, de una manera dependiente de la concentracion, siendo mas marcado este efecto al dia 12 de
exposicion. No se encontraron diferencias significativas en los valores de indice hepatosomatico (IHS). En la actividad
bactericida del plasma se hall6 una actividad menor en animales expuestos a HgClL,. En el analisis histopatologico se
encontraron cambios como hiperplasia, aneurismas y sinequias en branquias; inclusiones hialinas en higado y centros
melanomacrofagos en rifion. Los alevinos de cachama blanca expuestos a dosis subletales de HgCl,, muestran un
incremento significativo en la explosion respiratoria (estrés oxidativo), asi como cambios en la actividad bactericida
del plasma, ademas de cambios anatomopatologicos a nivel branquial, hepatico y renal.

Palabras clave

Actividad bactericida plasmatica, cloruro de mercurio, estrés oxidativo, patologia, peces.

Resumo

O mercurio ¢ um contaminante xenobidtico encontrado frequentemente nos ecossistemas naturais, o qual representa
um aspecto muito importante na saiide publica e ambiental devido aos niveis encontrados nas fontes de agua, as quais
além, tem correlagdo com a bioacumulagao em organismos vivos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos
imunotoxicologicos € histopatologicos da exposigdo a concentragdes subletais de Cloreto de Mercurio (HgCl,) em
Pirapitinga branca (Piaractus brachypomus). Utilizaram-se alevinos de Pirapitinga branca com um peso médio de
10 £ 2,1 g, distribuidos em aquérios com tanques de aireacao constante sem filtro. O periodo experimental foi de 18
dias, utilizando quatro concentragdes baseadas na decima parte da CL, descrita para Pirapitinga branca assim como

[27] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 9 / Nimero 1 / enero — junio de 2014/ ISSN 1900-9607
L ‘ -




Naranjo-Gomez JS et al. Efectos de la exposicion a mercurio (HgCl,) en cachama blanca (Piaractus brachypomus)

no grupo controle. Realizaram-se seis amostragens (dias 1, 2,4, 7, 12 e 18) nos quais tomaram-se amostras de sangue
para a avaliacdo da explosdo respiratoria e a capacidade bactericida do plasma. Calculou-se o indice hepatosomatico
e pegaram-se amostras para processamento histopatoldgico. Evidenciou-se uma elevacdo do nivel de explosao
respiratoria (estresse oxidativo) em animais expostos ao HgCl, de uma maneira dependente da concentragdo, sendo
mais marcado este efeito ao dia 12 da exposi¢@o. Nao se encontraram diferencas significativas nos valores do indice
hepatosomatico (IHS). Na atividade bactericida do plasma achou-se uma atividade menor em animais expostos ao
HgCl,. Na analise histopatologica encontraram-se mudangas como hiperplasia, aneurisma e sinéquias em branquias,
inclusdes hialinas no figado e centros melanomacrdofagos nos rins. Os alevinos de Pirapitinga branca expostos a
doses sub-letais de HgCl,, amostraram um incremento significativo na explosdo respiratoria (estresse oxidativo)
assim como mudangas na atividade bactericida do plasma, além de mudancas anatomopatoldgicas no nivel branquial,

hepatico e renal.

Palavras chave

Atividade bactericida plasmatica, cloreto de mercurio, estresse oxidativo, patologia, peixes.

Introduccion

El mercurio (Hg) es un metal encontrado frecuentemente
como contaminante en ecosistemas naturales dada su
utilizacion como fungicida, herbicida y conservante
de semillas en agricultura asi como en procesos
industriales] y reconocido internacionalmente por ser
un contaminante persistente en el medio ambiente*” *’,
aunado a su capacidad de bioacumulacién y toxicidad en
los organismos circundantes*:#. Ademas, se ha prestado
atencion en aspectos de salud publica y ambiental
debido a los niveles encontrados en fuentes de agua
y su correlacion con la bioacumulacion en animales,
incluyendo aquellos para consumo humano® ** %, En
Colombia, se han adelantado estudios de diagndstico
del impacto ambiental de la dindmica de dicho metal y
su interaccion con la biota circundante?"->!, no obstante,
los estudios de subletalidad en modelos acuaticos son
incipientes.

Ademas de poseer una gran estabilidad al proceso de
biodegradacion, el Hg es un elemento que se absorbe
facilmente a través de membranas bioldgicas y se une a las
proteinas gracias a su gran afinidad al grupo sulfhidrilo®® 3%
Este es biotransformado por microorganismos, € incorporado
a las cadenas troficas como metilmercurio; acumulandose
en globulos rojos, tejido muscular, intestinal, piel asi como
el sistema nervioso central® %%, Una de las variedades de
mercurio encontradas en el medio por contaminacion

antropogénica es el cloruro de mercurio (HgCL), el cual
ha demostrado toxicidad en mamiferos” >3, asi como en
organismos acuaticos’*,

En peces, se ha demostrado una CL, . entre 0,090y 3,710
mg Hg/L dependiendo de la especie, condiciones ambientales
y caracteristicas fisicoquimicas del agua® ¢”-7!. En especies
nativas se ha demostrado la toxicidad en cachama blanca con
un valor de CL, . de 0,56 mg Hg/L*. La forma orgénica
del mercurio es la mas toxica, no obstante, el mercurio
inorganico es la forma mas comun liberada en el ambiente

acuatico causando dafos en la salud de los peces*.

A pesar de la existencia de estudios sobre el efecto letal
de la exposicion a Hg, los efectos subletales han sido
poco estudiados y las alteraciones orgéanicas no han sido
descritas claramente. En peces se han realizado estudios
de bioacumulacion de metil mercurio en tejidos® 23!,
mostrando problemas reproductivos, de absorcion de
nutrientes y en produccion de energia; por otro lado se
han realizado estudios de bioacumulacion de HgCl, en
peces carnivoros y no-carnivoros, y sus efectos en el
estado oxidativo de los organismos® ?3°. Ademas se han
descrito alteraciones en el neurocomportamiento’.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos
inmunotoxicoldgicos (explosion respiratoria y actividad
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bactericida del plasma) e histopatoldgicos de laexposicion
a concentraciones subletales de Cloruro de Mercurio en
cachama blanca (Piaractus brachypomus), una especie
nativa de las cuencas del Orinoco y amazonas en Colombia
asi como de otros afluentes nacionales, ampliamente
utilizada para produccion y experimentacion debido
a su susceptibilidad a concentraciones de mercurio
relativamente bajas*.

Materiales y métodos

Localizacion

El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de
Toxicologia de la Universidad del Tolima, adscrito a
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, en la
ciudad de Ibagué, Departamento del Tolima, localizada a
1.248 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 22°C
y una humedad relativa del 50%.

Animales experimentales

Se emplearon juveniles de cachama blanca (Piaractus
brachypomus) (n=120) clinicamente sanos, con un
peso de 10 £ 2,1 g, provenientes de un mismo desove,
obtenidos de un proveedor comercial y mantenidos en
acuarios de vidrio.

Sustancia experimental

Se utilizé Bicloruro de mercurio (HgCl,) con un 99%
de pureza (Mercury(Il) chloride purum p.a. >99.0%
(KT), CAS Number 7487-94-7, Sigma Aldrich,
Germany) donado por el Departamento de Quimica de
la Universidad de los Andes (Bogot4d-Colombia), el cual
fue diluido y disuelto en 1000 mL de agua desionizada,
y mantenido a temperatura ambiente, protegido de la luz,
para evitar su foto activacion.

Condiciones experimentales

Los experimentos fueron realizados siguiendo los
lineamientos descritos por Organisation for Economic
Cooperation and Development® 'y aprobados por el
Comité de Etica del centro de Investigaciones de la
Universidad del Tolima acta a referendum del 16 de
enero de 2012. Los peces fueron distribuidos a una
densidad < 1 g/L en acuarios con capacidad de 80 L

[2]

con aireacion constante sin filtro, y diariamente fueron
monitoreados los parametros de oxigeno, temperatura y
pH. Estas condiciones fueron las mismas tanto en la fase
de aclimatacién (15 dias) como en la fase experimental
(temperatura 27,6 + 0,18; pH 6,3 + 0,07; Dureza 28
+ 0,1 mg/L). Al iniciar la aclimatacién, los animales
fueron tratados con cloruro de sodio (NaCl) al 0,2% con
el fin de eliminar ectopardsitos segin lo descrito por
Floyd". Durante el periodo de aclimatacion los peces
fueron alimentados con concentrado comercial (30%
de proteina) con una racion correspondiente al 2% de la
biomasa total.

Ensayo subletal

El periodo experimental fue de 18 dias, utilizando cuatro
concentraciones basadas en la décima parte de la CL,
descrita para cachama blanca* asi como un grupo control.
Los tratamientos correspondierona T1 (0,1 mg Hg/L), T2
(0,05 mg Hg/L), T3 (0,025 mg Hg/L) y T4 (0,0125 mg
Hg/L), con sus respectivas replicas. El experimento fue
semiestatico con renovacion diaria del 25% del volumen
de agua y de la concentracion del metal.

Muestreo de los peces

Para cada uno de los ensayos, previo al inicio del
periodo de aclimatacion (15 dias), los animales fueron
anestesiados con Eugenol (30 mg/L) para realizar su
analisis morfométrico y para calcular el peso de cada uno
de los alevinos.

Una vez terminado el periodo de aclimatacion e iniciado
el periodo de experimentacion el muestreo, tanto de
sangre como para el analisis histopatologico, se realizaron
los dias 1, 2, 4, 7, 12 y 18; tomando cuatro peces por
cada tratamiento. Se realiz6 extraccion de sangre por
venipuncion caudal a la altura de la insercion de la aleta
anal, 1 a 1,5 cm por debajo de la linea lateral, con uso
de jeringa de capacidad para 1 mL con heparina sodica
como anticoagulante y aguja numero 30. Posterior a ello
se hizo corte de la medula a la altura del arco branquial
para insensibilizar y realizar la toma de muestras para
histopatologia y el sacrificio de los alevinos.

Explosion respiratoria

Para evaluar la respuesta inmune se utilizé el método de
reduccion de Nitroblue Tetrazolium (NBT) por ensayo

Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 9 / Nimero 1 / enero — junio de 2014/ ISSN 1900-9607




Naranjo-Gomez JS et al. Efectos de la exposicion a mercurio (HgCl,) en cachama blanca (Piaractus brachypomus)

espectrofotométrico descrito en Mohanty & Sahoo®!.
Brevemente, 0,1 mL de sangre se dispusieron en una
placa de microtitulos (fondo en U de 96 pozos) y luego se
adiciond una cantidad igual de solucién al 0,2% de NBT.
Después de la incubacion a temperatura de 25 °C por 30
min, se removio 0,05 mL de la suspension NBT-células
sanguineas y se agregd a un tubo que contenia 1,0 mL de
N,N dimetil formamida. Después de la centrifugacion a
2000 g x 5 minutos, se realizo6 la lectura de la densidad
optica del sobrenadante en lector de placas ELISA
(espectrofotometro) (ELx-800; Biotek® Instruments,
Inc. USA) a 620 nm.

Actividad bactericida del plasma

La actividad bactericida del plasma se realiz6 siguiendo
los lineamientos descritos por Low & Sin**. Brevemente,
100 pL de plasma de pez fueron mezclados con 100 pL
de una suspension bacteriana de Aeromonas hydrophila
en un vial (La suspension bacteriana se ajusto al tubo
0 de la escala de Macfarland aproximadamente ademas
de esto se midio la densidad optica dando como valor
0.080 a una lectura de 650 nm, posterior a ello se realiz6
la siembra de esta para realizar el conteo de las UFC
el cual fue por encima de 200 UFC hasta incontables),
e incubada a 25 °C por una hora. Posteriormente, esta
mezcla fue sembrada en TSA (Agar Tripticasa Soya) para
determinar las unidades formadoras de colonias (UFC).

Indice hepatosomatico

El indice hepatosomdtico (IHS) de cada animal se
determind en cada etapa de muestreo por medio de la
formula:

THS= Peso higado % 100
Peso corporal
Los higados al igual que los peces completos fueron

pesados mediante balanza analitica (ADAM® 250 x
0,0001 g).

Analisis histopatologico

Al cabo de la fase experimental se registrd la mortalidad
de cada grupo. A los peces de cada tratamiento, en cada
muestreo, se les realizd examen de necropsia segun
los lineamientos descritos por Yanong™. Se tomaron
muestras para histopatologia las cuales fueron fijadas

en formalina bufferada al 3,7%, y cortadas de 4-5 pm
de grosor para procedimientos histopatoldgicos tefiidos
con Hematoxilina y Eosina (H&E). La evaluacion
histopatologica se realizO en un microscopio Optico
Motic® (Motic, USA), con el fin de verificar dafos en
tejidos indicativos de toxicidad como lo son el higado,
rindn y branquias. La captura de las imagenes se realiz
mediante camara y el software Motic Images Plus -
Version 2.0.

Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utiliz6 un disefio
experimental completamente aleatorizado efecto fijo
balanceado con la técnica de ANOVA y MANOVA donde
las variables respuesta fueron: indice hepatosomatico,
nimero de colonias (actividad bactericida del suero) y
densidad optica (explosion respiratoria). El modelo se
ajusto de acuerdo al siguiente diagrama:

Y =Y+ 710+ (D)

Donde p es la media, 11 el efecto tratamiento, y gj(I) el
error experimental.

Se realiz6 un analisis de Kruskall-Wallis seguido de una
prueba de comparacion multiple de Dunn. Se validaron
los supuestos del modelo y se empled un andlisis
descriptivo exploratorio unidimensional para hallar
media, desviacion y coeficiente de variacion. Los datos
obtenidos fueron analizados estadisticamente con el
programa GraphPad Prism version 5.01 para Windows
(GraphPad Sofware, Inc. 2007 California, USA).

Resultados

En los pardmetros de calidad de agua no se evidenciaron
diferencias significativas entre tratamientos y réplicas
experimentales. Dichos parametros estuvieron dentro del
rango de confort descrito para la especie (temperatura
27,6 £ 0,18; pH 6,3 + 0,07; Dureza 28 + 0,1 mg/L). Asi
mismo no se presentd mortalidad durante el periodo
experimental.

Indice hepatosomatico (IHS)

Los valores de indice hepatosomatico (IHS) presentaron
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diferencias significativas en los T3 y T4 con respecto al
grupo control (Figura 1A) al dia 1 de muestreo, asi como
entre el T1 y el grupo control (Figura 1B) al dia 2 de
muestreo. De la misma manera, al dia 18 de muestreo se
evidenciaron diferencias significativas entre el T2 y el
grupo control (Figura 1F).

Explosion respiratoria

En la explosion respiratoria se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas entre el T3 y el grupo
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respecto al grupo control el dia 2 de muestreo (Figura
2B). De la misma manera, el dia 4 de muestreo se
evidenciaron diferencias significativas entre el T4 y
el grupo control (Figura 2C). Para los dias 7 y 12 de
muestreo se evidenciaron diferencias significativas entre
todos los tratamientos con respecto al grupo control
(Figura 2D, E). Por ultimo, el dia 18 de muestreo solo se
evidenciaron diferencias entre el T3 y T4 con respecto al
grupo control (Figura 2F).
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Figura 1. Indice hepatosomatico (IHS) en alevinos de cachama blanca expuestos a diferentes concentraciones

de cloruro de mercurio en diferentes periodos muestreales (M1-6). A. Muestreo 1 (dia 1); B. Muestreo 2 (dia 2);

C. Muestreo 3 (dia 4); D. Muestreo 4 (dia 7); E. Muestreo 5 (dia 12); F. Muestreo 6 (dia 18). Los asteriscos
denotan diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo control *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 2. Valores de densidad 6ptica (DO) en alevinos de cachama blanca expuestos a diferentes concentraciones
de cloruro de mercurio en diferentes periodos muestreales (M1-6). A. Muestreo 1 (dia 1); B. Muestreo 2 (dia 2);
C. Muestreo 3 (dia 4); D. Muestreo 4 (dia 7); E. Muestreo 5 (dia 12); F. Muestreo 6 (dia 18). Los asteriscos denotan
diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo control *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Actividad bactericida del plasma

Conrespecto a la actividad bactericida del plasma se hallo
una disminucion de la actividad bactericida en los grupos
expuestos a diferentes concentraciones de HgClL, esto se
ve reflejado en el aumento de unidades formadoras de
colonias (UFC), ya que hay una relacion inversa entre
la capacidad bactericida del plasma y la cantidad de
colonias presentes en el agar posterior a las 24 horas
de incubacion. En el muestreo 1 se hallaron diferencias
estadisticamente significativas entre el tratamiento 2 y 3

[s2]

con respecto al grupo control, siendo mayor la inhibicién
del crecimiento bacteriano en este ultimo (Figura 3A).
Para el muestreo 2, se presentaron diferencias entre el
grupo 1 y 4 con respecto al grupo control (Figura 3B).
Para el muestreo 3 se hallaron diferencias entre los
tratamientos 1 y 2 con respecto al control (Figura 3C).
Con respecto al muestreo 4 solo se evidencio diferencia
entre el tratamiento 3 con respecto al control (Figura
3D). Para los muestreos 5 y 6 se hallo diferencia entre el
tratamiento 2 con respecto al grupo control (Figura 3E y
3F, respectivamente).
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Figura 3. Valores de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en alevinos de cachama blanca expuestos a diferentes

concentraciones de cloruro de mercurio en diferentes periodos muestreales (M1-6). A. Muestreo 1 (dia 1); B. Muestreo

2 (dia 2); C. Muestreo 3 (dia 4); D. Muestreo 4 (dia 7); E. Muestreo 5 (dia 12); F. Muestreo 6 (dia 18). Los asteriscos
denotan diferencias significativas entre los tratamientos y el grupo control *p<0.05; **p<0.01.

Histopatologia

Branquias. En las branquias se observd plegamiento
lamelar acompafiado de infiltracion mononuclear, en
todos los grupos expuestos a mercurio, siendo mayor este
plegamiento e infiltracion en las concentraciones mayores

(Figura 4B). En los tratamientos de mayor concentracion
(0,1 mg Hg/L; 0,05 mg Hg/L) se evidenciaron aneurismas
en el extremo distal de las lamelas (Figura 4C). De la
misma manera, algunos animales presentaron hiperplasia
interlamelar moderada (Figura 4D).
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Figura 4. Branquias. A. Grupo control. B. Branquias T2 (0,05 mg Hg/L) se observa plegamiento de las lamelas
branquiales con evidencia de sinequias (Flecha). C. Branquias T1 (0,1 mg Hg/L) se observan aneurismas en los
extremos distales branquiales (Flecha). D. Branquias T1 (0,1 mg Hg/L) se evidencia una hiperplasia interlamelar
moderada (Flecha) asi como hipertrofia (compatibles con cambios hidrépicos leves) en el epitelio lamelar (Cabezas

de flecha).(40x H&E).

Higado. A nivel hepatico en el tratamiento de mayor evidencié mayor expresion de centros melanomacrofagos
concentracion; i.e. T1 (0,1 mg Hg/L), se evidenciaron, de asociados a los tabulos renales comparados con el grupo
manera multifocal leve, areas de c€lulas con citoplasma  control, donde estos no fueron observados, (Figura 6B),
hialino (Figura 5B) compatible con cambios grasos'. con un comportamiento dependiente de la concentracion,

Rifién. Anivel renal, en los grupos expuestos a HgClL se siendo mayor en concentraciones mas altas.

[+4]
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Figura 5. Higado. A. Grupo control. B. Higado T1 (0,1 mg Hg/L) se evidencian células con citoplasma hialino
ademas de pérdida de la densidad celular (asterisco), con zonas de densidad celular normal y citoplasma eosinéfilo
(estrella). (40x H&E).

Figura 6. Rifion. A. Grupo control. B. T1 (0,1 mg Hg/L), se evidencia agregados de melanina (melanomacrofagos)
asociados al epitelio tubular. (40x H&E).

Discusion

Las practicas mineras han demostrado efectos sociales,
economicos y sobre todo ambientales deletéreos en
diferentes partes del mundo, dados estos Ultimos por
contaminaciondirectaeindirectade ecosistemas, y, apesar
de tener una alta rentabilidad, no compensa los efectos,
en muchos casos irreversibles, sobre el ambiente'* 3% 5
% Los ecosistemas acuaticos se convierten en receptores
finales de los residuos industriales producto de las
explotaciones, principalmente en paises de Latinoamérica
y el continente Africano, en los cuales la extraccion de
minerales ha venido en aumento®, pese a la carencia de
una legislacion sélida asi como de una evaluacion del
impacto de esta industria en los ecosistemas circundantes.

En Colombia, estudios realizados por Olivero®® *' en
poblaciones rurales ubicadas a lo largo del Canal del
dique se evidenci6 un incremento, por encima de la
concentracion minima, de mercurio medido a nivel de
tejido muscular (7,4 pg/kg) aceptada por la OMS en
cuatro diferentes especies de peces que comunmente
se encuentran en el rio Magdalena; en Triportheus
magdalenae se determiné la concentracion de Hg en un
rango de 26-129 ng/kg, en Rhamdia sebae sebae fue
de 9-112 pg/kg, en Pseudoplatystoma fasciatum fue de
19-117 pg/kg, mientras que en Prochilodus reticulatus
magdalenae la concentracion a nivel muscular de
mercurio estuvo por debajo de la concentraciéon minima.
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Indice hepatosomdtico

El Indice Hepatosomatico (IHS) es un biomarcador
fisiologico no especifico que refleja el dano irreversible,
demanda metabolica y estatus nutricional del organismo,
de manera indirecta considerando un cambio como
respuesta a la presencia de polutantes como lo es el
mercurio’.

En general la mayoria de peces encontrados en sitios
impactados ambientalmente con algiin polutante muestran
una hipertrofia hepatica e hiperplasia, esto con el fin de
maximizar los mecanismos hepaticos de detoxificacion'”'*
36.66sin embargo, los valores y diferencias encontradas en
el IHS en este estudio no permiten inferir un efecto directo
del toxico sobre este indice. No obstante, en trabajos de
Monteiro*:* se han descrito cambios en el IHS, de peces
expuestos a HgCl, asi como de peces carnivoros como el
Hoplias malabaricus alimentados con peces expuestos a
HgCl,. En estudios realizados por Larose™ se hallé un valor
menor en peces expuestos al mercuriocomparados con el
grupo control. A pesar de que en el indice hepatosomético
no hubo cambios significativos durante el periodo de
experimentacion, el aumento del tamafio sumado a los
cambios grasos e inclusiones hialinas evidenciadas
histopatologicamente, puede llevar a una disminucion en
la densidad y asi mismo una disminucion de la masa del
higado (m=V x p), y de ahi una disminucion significativa
en el peso como se puede observar en la grafica en los
muestreos 1, 2y 6 (Figura 1)

Explosion respiratoria

La explosion respiratoria es un proceso mediante el
cual las células fagociticas incrementan el consumo
de oxigeno con el fin de producir radicales libres para
eliminar particulas fagocitadas o como reaccion contra
una posible injuria®. Dicha reaccion puede verse afectada
por la presencia de polutantes® incluyendo el Hg'! 4344,

En el presente trabajo se halld6 un incremento en la
explosion respiratoria (estrés oxidativo) en animales
expuestos a concentraciones subletales de mercurio,
similar a lo reportado en diversos estudios!® 40 68 6,
Sin embargo, difiere de los descrito por Sarmento®
quienes demostraron una disminucion en la produccion
de especies reactivas de oxigeno en células de sea
bass (Dicentrarchus labrax) expuestas a mercurio, asi
como de trabajos de Sanchez-Dardon® en los cuales se

demostro6 que la exposicion a 0.5 pg/L en trucha arco iris
(Onchorhynchus mykiss) redujo la actividad de explosion
respiratoria. De la misma manera, Voccia’ demostraron
una reduccion de la actividad de explosion respiratoria
en esta misma especie a concentracion de 10 — 10° M
de Hg, sin embargo, describen una amplia variabilidad de
los valores registrados, atribuidos a efectos citotdxicos
de los mercuriales.

Asi, Monteiro* establecen que el HgCl, puede causar
una sobrecarga de radicales libres llevando al organismo
a un estrés oxidativo debido a la incapacidad del sistema
antioxidante de compensar la alta produccion de radicales
libres provocados por la exposicion a este polutante,
esto se ve reflejado en este sistema enzimatico al haber
un aumento en la cantidad de GSH (Glutatién reducido)
ademas de otras enzimas como la Superoxido dismutasa
(SOD), Catalasa (CAT), Glutation peroxidasa (GPx),
Glutation  s-transferasa (GST), Glutation reductasa
(GR) en branquias e higado (excepto GPx) en la especie
Brycon amazonicus comparados con organismos que no
estaban expuestos, resaltando la capacidad del HgCl,
de provocar un estrés oxidativo ademas de dafio celular
debido a su facilidad de union con grupos sulthidrilo y
lipidos causando cambios conformacionales y funcionales
llevando a la peroxidacion lipidica'?.

En trabajos de Olivieri*® se evidenci6 estrés oxidativo en
células de neuroblastoma expuestas a mercurio, mediada
por deplecion de GSH y en un periodo de tiempo corto.
Ademas, estudios in vitro sugieren que HgCl, aumenta
los niveles de ARNm, después de la elevacion de la
transcripcion proteica, la fosforilacion de tirosina de
numerosas proteinas celulares y la fosforilacion oxidativa
en las mitocondrias desacopladas. Por lo tanto, HgCl, a
menor concentracion y exposicion a corto plazo induce
citotoxicidad11 la cual ha sido demostrada en diversos
tipos celulares!'® 2,

Similar a lo reportado en el presente trabajo, Berntssen®
en el Salmon del Atlantico (Salmo salar) demostraron
que la exposicion al mercurio por via oral incremento
significativamente la peroxidacion lipidica a nivel
cerebral y renal, en una manera dependiente de la
concentracion. Al igual que en trabajo de Bano & Hasan*
a dosis de 200 pg/L (10, 20 y 30 dias de exposicion) en el
bagre, Heteropneustes fossilis.

En estudios de Verlecar” se demostrd que en crustaceos,
Mesopodopsis zeylanica, expuestos a mercurio habia
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estrés oxidativo (mayor produccion radicales libres
asi como de lipoperoxidacion), principalmente por
incapacidad antioxidante de enzimas como la CAT, GST
y LPX. Un efecto similar fue demostrado en bivalvos
(Perna viridis)® ®.

El 6rgano blanco para la acumulacion de Hg, en peces
es el higado ya que este es el encargado no solamente
de almacenar, sino de distribuir®®, ademas de producir
una gran cantidad de enzimas para el mantenimiento
del balance oxidativo del organismo, el higado es el
encargado de la detoxificacion frente a desafios con
polutantes, incluyendo el mercurio. Cabe resaltar que
una alteracion del higado puede llevar a un desbalance
en este sistema por lo que ya se han reportado cambios
en el higado por exposicion del HgCl, como el tamafio y
la funcionalidad al haber un aumento en la oxidacion de
las proteinas por cambios conformacionales y formacion
de radicales carbonil causando cambios irreversibles,
disminuyendo la actividad catalitica del higado*’. En
este estudio se evidencid un posible estrés oxidativo al
haber un aumento significativo en todos los muestreos
aunque no en todos los tratamientos de la actividad de
la NADPH oxidasa (Figura 2) la cual sirve como dador
de electrones, para la reaccion de explosion respiratoria
y asi mismo de la produccion de radicales libres, lo que
podria explicar este aumento es la posible pérdida de
funcionalidad del higado al haber cambios celulares en
el parénquima.

En algunas fuentes hidricas de Colombia se han reportado
concentraciones en musculo como en Triportheus
magdalenae entre 26-129 pg/kg® ', valores de mercurio
muy cercanos a los expuestos en peces en este trabajo 0,1-
0,0125 mg Hg/L o 100-12,5 pg Hg/L, sin contar que la
cantidad de exposicion para que el pez bioacumule esta
cantidad en musculo debe ser mayor*; seglin Monteiro*
al usar una cantidad de 0,150 mg Hg/L en Brycon
amazonicus el pez bioacumul6 en musculo un aproximado
de 0,63 mg Hg/kg casi la mitad del compuesto usado, por
lo que nos lleva a que en la actualidad en Colombia para
que estos peces tuvieran esa concentracion, es debido a
que estuvieron expuestos a una concentracion mucho mas
elevada, teniendo en cuenta la envergadura y efecto caudal
de la fuente hidrica. Por lo que nos permite inferir el grado
de contaminacion de la fuente y los posibles efectos que
los peces pueden estar teniendo frente a esta exposicion.
Proponiendo este estudio como un posible reflejo de lo que
sucede en la realidad con algunas especies en Colombia.

Capacidad bactericida del plasma

En el presente trabajo se hallaron cambios en la capacidad
bactericida del plasma en alevinos de cachama blanca
en diferentes tiempos y a diferentes concentraciones, lo
cual concuerda con lo descrito por Sanchez-Dardon®
quienes demostraron en trucha arco iris a niveles de 0.5
ng/L se redujo la actividad bactericida del plasma. Por
el contrario los resultados del presente trabajo difieren
parcialmente de lo descrito en trabajos de Low & Sin®* %
en los cuales se demostré que la exposicion a niveles de
90 ng/L de mercurio no afectd la respuesta bactericida del
plasma en gouramis (7richogaster trichopterus, Pallus).
De la misma manera, Low & Sin**** demostraron una
actividad bactericida y de lisozima mayor, la cual fue
atribuida a dafios celulares consecuentes a un proceso
inflamatorio inducido por el metal. Aunque no hay una
descripcion exacta de los mecanismos moleculares de
estas alteraciones es posible que se encuentre mediada por
cambios en las proteinas de fase aguda y en alteraciones
estructurales de las mismas como se demostro en trabajos
de Paul** a concentraciones de 100 pug/L.

Histopatologia

Diferentes estudios realizados en organismos acuaticos
especialmente en peces demuestran los efectos disruptivos
anivel tisular y celular asociados a la exposicion a metales
pesados® ?> 4, En general se reporta que la severidad y
el tipo de lesion estan directamente relacionados con la
concentracion y la clase de irritante’”. Y se describen
el higado y branquias como los principales organos
bioindicadores de contaminacion por metales': !5,

La exposicion del pez a metales pesados genera lesiones
branquiales de tipo funcional y estructural, y s6lo algunas
de estas son de caracter reversible**’. En el presente trabajo
se encontraron lesiones histopatoldgicas a nivel branquial,
hepético yrenal en Cachamablanca (Piaractus brachypomus)
expuestos a cloruro de mercurio en concentraciones
subletales. Las lesiones encontradas a nivel branquial fueron
hiperplasia en los filamentos de las lamelas similar a lo
encontrado por Sheir® en donde se reporta una hiperplasia
en los filamentos (lamelas primarias), en bivalvos (Mytlus
edulis) expuestos a 50 pg/L de cloruro de mercurio, lo cual
puede estar asociado a un proceso inflamatorio debido a la
exposicion a este polutante. Comparado con los estudios
realizados en Cichalosoma dimerus (Pisces, Cichlidae)
expuestos a concentraciones subletales de 150 pg/L y 300
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ug/L de HgCl, en donde a los 7 dias de exposicion fueron
evidentes hiperplasia, hipertrofia y fusion total de algunas
lamelas y parcial en otras, y a nivel hepatico se reporta
degeneracion vacuolar y granulos hialinos distribuidos
focalmente?. En el presente estudio se evidenciaron cambios
hidropicos leves en las células epiteliales branquiales en
los animales expuestos a la concentracion mas alta. Esto
es compatible con lo descrito por Kaoud & El-Dahshan®
y Montaser*? quienes reportan que el edema del epitelio
branquial es uno de los principales cambios estructurales
causados por la exposicion a metales pesados.

En un estudio de tipo subletal a exposiciones de 0.3
mg/L de Mercurio en Clarias batrachus L. Las branquias
evidenciaron dafo extensivo en el epitelio de las
lamelas primarias y secundarias, las células epiteliales
y mucosas presentaron un dafio significativo en forma
de vacuolizacion dejando unicamente en algunos lugares
nucleos picnoticos. El epitelio lamelar se presentaba
necroético en algunos lugares y degeneracion de las células
pilares con nticleos picnoéticos, ademas de atrofia lamelar?,
los cuales son compatibles con los hallazgos encontrados
en cachama blanca (Piaractus brachypomus) en donde
se presentaron dafios y plegamiento de las lamelas
branquiales asi como la formacion de aneurismas, lo
cuales se producen por la desintegracion de las células
pilares que induce una expansion del lumen de los vasos
sanguineos, resultando en congestion sanguinea’.

A nivel hepatico en el presente trabajo fueron evidentes,
a concentraciones de 0,1 mg/L, cuerpos hialinos
(compatibles con cambios grasos'®) y pérdida de
densidad celular, las cuales no son compatibles con
lo encontrado en ensayos de tipo agudo realizados en
Tilapia Nilotica (Oreochromis niloticus) en donde se
presentaron hemorragias en el parénquima, vacuolizacion
de hepatocitos, disociacion hepatocelular, ademas de
infiltracion linfocitica con necrosis hepato-celular,
posiblemente asociado al tipo de estudio en cuanto a
concentraciones (0,40 mg/L) y tiempo de exposicion®®.
Sin embargo, en algunos trabajos realizados con
Oreochromis niloticus expuestos a concentraciones
subletales de mercurio se evidencian dafios histoldgicos
como hemolisis intravascular, picnosis nuclear en los
hepatocitos y por ende necrosis, ademas de agregacion
de células mononucleares e infiltracion leucocitica en la
zona hepatica?’.

En trabajos realizados con metales pesados se ha

demostrado pérdida de densidad celular de hepatocitos
asi como pérdida de los limites celulares, degeneracion
vacuolar ¢ infiltraciones mononucleares* los cuales
son compatibles con los hallazgos evidenciados en
este estudio. Asi mismo, estudios de Bano & Hasan*
demostraron que la exposicion a mercurio (200 pg/L, en
periodos de 10, 20 y 30 dias) induce una acumulacion
de lipidos (colesterol) en el tejido hepatico, lo cual es
histopatologicamente similar a lo hallado en el presente
trabajo.

A nivel renal los estudios son escasos no obstante,
algunos estudios realizados de tipo agudo (96 horas) en
salvelino (Salvelinus alpinus) expuestos a 15 pg/L de
Hg inorgénico y luego como ensayo subletal (30 dias)
agregando 0,30 pg/g de alimento, a las 12 horas. A
nivel renal las glandulas interrenales presentaron nucleo
alargado, vacuolizado y ubicado en la parte central del
citoplasma, ademas de una disminucioén en el niamero
y tamafio de estas células y en el tejido hematopoyético
con un incremento de eritrocitos, macrofagos y nucleos
picnoticos después de las 96 horas de exposicion™,
hallazgos que no fueron evidenciados en el presente
trabajo. No obstante se sabe, que la aparicion de centros
melanomacrofagos en la zona renal puede deberse a
procesos inflamatorios y deposiciones de melanina,
lipofuscina y hemosiderina los cuales han sido usados
como bioindicadores de estrés oxidativo, lo que puede
explicarse debido al aumento en los niveles de explosion
respiratoria expresados en la prueba con Nitroblue
Tetrazolium (NBT) %,

Conclusiones

La exposicion cronica subletal a mercurio (HgCl,)) bajo
condiciones de laboratorio induce estrés oxidativo,
disminucion de la capacidad bactericida del plasma asi como
alteraciones anatomopatologicas en alevinos de cachama
blanca, Piaractus brachypomus. Esto hallazgos revisten
importancia dada la creciente carga de mercuriales en fuente
de agua naturales donde habitan estos peces asi como los
posiblesefectosdeestemetalsobrelafisiologiadelosanimales,
principalmente los acudticos, gracias a sus propiedades
de bioacumulacion y a los procesos de biomagnificacion
subyacente. Este trabajo ademas plantea la necesidad de
estudios sobre otras variables, e.g. genética o reproductivas,
que de manera subclinica pueden verse afectadas.
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