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Resumen

En el presente se registra la concentracién letal media (CLso) a 96 horas del mercurio en gamitana
[Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)]. Se calcul a través de una prueba estatica de toxicidad aguda
utilizando cloruro de mercurio (HgClz) como agente letal. El experimento fue realizado el distrito de San Juan
Bautista, Provincia de Maynas, Region Loreto (Pert), en condiciones controladas (28,85 + 0,15 °C) y un
fotoperiodo 12:12 (luz: oscuridad). Los alevinos (4 + 1 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 3 concentraciones de mercurio (Hg), con sus respectivas réplicas, incluyendo un grupo control.
Las concentraciones fueron: 0,01, 0,1 y 1 mg Hg/L. Se realiz6 un andlisis histopatol6gico con tres peces de
cada tratamiento tomando muestras de branquias. Los especimenes expuestos a las concentraciones mas bajas
(0,01 y 0,1 mg Hg/L) mostraron hiperactividad, a diferencia de la concentracién mas alta (1 mg Hg/L) los
cuales evidenciaron disminucion de su actividad. El andlisis histopatoldgico mostré anomalias en las
branquias como hiperplasia interlamelar y vasculizaciones lipidicas respectivamente, en respuesta a procesos
de detoxificacion. El valor de la CLs0-96 h fue estimado utilizando el programa TSK (Trimmed-Spearman-
Karber) y present6 un valor de 0,23 mg HgClI2/L £ 0,15.
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Abstract

In this study, the median lethal concentration (LCso) of mercury exposure at 96 hours in [Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818)] was estimated through static acute toxicity test by using mercury chloride
(HgCl2) as a letal source. The experiment was carried out in a residence located in the district from San Juan
Bautista, Province Maynas, Region Loreto (Peru), under controlled conditions (28.85 + 0,15 °C) and a 12:12
(light: darkness) photoperiod. The gamitana fingerlings (4 £ 1 g) were housed in glass aquaria with constant
aeration without filter and feeding was supressed 24 hours before beginning the experiment. Three
concentrations of mercury (Hg) were used with replicas incluiding controls. The concentrations were: 0.01,
0.1 y 1 mg Hg/L. Histopathological analyses were conducted on 3 fish per treatment group on samples of
gills tissues. Fish exposed to the lowest concentrations (0.01, 0.1 mg Hg/L) of HgCl2 showed hyperactivity,
whereas fish exposed to high concentration (1 mg Hg/L) showed decreased activity. Histopathological
analysis showed gills lesions, like a lamellar hiperplasia and lipid vacuolization, respectively, in response to
detoxification processes. The value of LCso96 h was estimated by using the TSK software (Trimmed-
Spearman-Karber) and produced a value of 0.23 mg HgCl2/L £ 0.15.

Keywords: Mercury chloride, mercury, aquatic toxicology, Colossoma macropomum.
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INTRODUCCION

Las pruebas ecotoxicoldgicas con peces son tradicionalmente empleadas en muchas
partes del mundo, ya que éstos juegan un papel importante dentro de la cadena
alimenticia®. Los peces son organismos acuaticos extremadamente sensibles a la
perturbacién ambiental, siendo afectados en su crecimiento y en sus funciones
reproductivas .

El mercurio (Hg) es un metal utilizado ampliamente en procesos industriales de
fabricacion de electrodomésticos, farmacos, cremas entre otros ©, asi como empleado en la
mineria artesanal para la extraccion del oro, para amalgamar el mismo, proceso que ha ido
en aumento en Latinoamérica durante las pasadas tres décadas .

La gamitana (Colossoma macropomum) es una de las especies mas grandes de los peces
dulceacuicolas de Sudamérica. Su ecologia estd fuertemente ligada a los ciclos de
inundacion de la Amazonia. Es un pez de llanura, encontrado indiferentemente en las aguas
blancas de origen andino o las aguas negras o claras de las pampas inundadas ©.

Esta especie es propicia para las pruebas de toxicidad por diversos motivos, entre ellos
que, no tolera las poluciones acuéticas, es muy sensible a la contaminacién organica y que
se tiene gran conocimiento de su biologia, cria, alimentacién y manejo. Actualmente se
encuentra expuesta a condiciones de contaminacién que puede repercutir en la capacidad
de ésta y otras especies de responder frente a los desafios del medio © .

El objetivo del presente estudio fue determinar la toxicidad aguda del cloruro de
mercurio y sus efectos histopatolégicos a nivel branquial y morfoldgico en los alevinos de
“gamitana” (Colossoma macropomum), un caracido endémico de la cuencas hidrograficas
de la amazonia y del cual se conocen aspectos relacionados con su biologia y respuesta
como modelo experimental ®.

MATERIALES Y METODOS
LUGAR DE ESTUDIO

Las pruebas de toxicidad se realizaron en una vivienda ubicada en el Asentamiento
Humano “Las Colinas”, perteneciente al distrito de San Juan Bautista, provincia de
Maynas, region Loreto. El indicado lugar cuenta con un amplio espacio, administrado con
energia eléctrica artificial y energia solar, bajo la cual se aplicé el presente trabajo de
investigacion, la cual se dot6 con todo lo necesario para hacer este tipo de investigaciones.

Se utilizaron estantes de madera de forma rectangular para la bateria de ensayos que
consistia en peceras de vidrio con medidas de 40 x 30 x 28 cm. y con capacidad de 14 litros
para las pruebas de toxicidad.

En el laboratorio de Hidrologia y Limnologia del Centro de Investigaciones “Fernando
Alcantara” del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana, ubicado en el
kilometro 4,5 de la Carretera Iquitos — Nauta, se realizd, con ayuda de una balanza
analitica, se pesaron diferentes concentraciones fijadas para la prueba de toxicidad, ya que
el cloruro de mercurio es de consistencia solida y se realizé directamente la disolucion en
las peceras de ensayo por tratamiento correspondiente.
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CONSIDERACIONES TECNICAS
Disefio experimental

En esta investigacion se utilizaron las siguientes variables: variable independiente
(Diferentes concentraciones de las sustancias de prueba), variable dependiente (Efectos en
los organismos) y constantes: organismos empleados en cada ensayo (10 alevinos de
gamitana por pecera), tiempo de exposicion (96 horas) y parametros fisicogquimicos
(Temperatura, pH y oxigeno disuelto).

El tipo de prueba toxicoldgica que se realizd es aguda debido a que se cuantifica la
alteracion causada por la respectiva sustancia, en este caso mortalidad y estatica en la cual
no existe renovacion de las soluciones test o prueba a lo largo de todo el experimento de 96
horas de duracion.

Fase de acondicionamiento
Implementacién, aclimatacion y mantenimiento de las peceras

Las peceras se implementaron con el fin de garantizar las condiciones 6ptimas de vida
de los alevinos de gamitana empleando los siguientes implementos: mangueras, aireadores,
bomba de oxigeno, difusores, alimentacion, un material de cubierta y agua utilizada de la
red domestica.

Limpieza o sifoneo de las peceras

El procedimiento de limpieza o sifoneo se realiz6 en tres momentos: Previo a la
introduccion de los alevinos al preparar las peceras, durante la permanencia de los alevinos
en las peceras y al final de la prueba de toxicidad.

Organismo de Prueba (adquisicidn y transporte)

El organismo que se emple6 en la prueba toxicoldgica fue el alevin de gamitana de 5
centimetros de longitud estdndar como valor promedio, 4 gramos (peso promedio) y 45
dias de nacido en promedio. Los peces fueron adquiridos de los estanques de crianza para
investigacion y comercializacidn del Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana —
IIAP, ubicado en el kilometro 4,5 de la carretera lquitos —Nauta, los organismos que se
utilizaron fueron transportados en una bolsa de polietileno de 70 x 35 c¢m, con capacidad
aproximada de 200 alevinos de gamitana de 5 cm. Se le adiciona oxigeno a la bolsa para
garantizar las condiciones de oxigeno disuelto en su transporte que podria tener una
duracion hasta de 24 horas.

Aclimatacion del organismo de Prueba

La introduccidn consistié en sumergirlas en el agua y dejarlas flotando durante una hora
sin destaparlas (garantizando el oxigeno en su interior), todo esto con el fin de
homogenizar las temperaturas del agua de la bolsa con la de la pecera con el propoésito de
evitar el choque térmico. Los peces fueron introducidos en las peceras teniendo cuidado de
no mezclar el agua de las bolsas con el agua de la pecera pues al momento de ser
transportados, los niveles de amoniaco pueden aumentar por el estrés y en consecuencia
excretan en mayor cantidad.
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Alimentacién

Antes de la realizacion de las pruebas de toxicidad se les alimentd a los alevinos de
gamitana con alimento extrusado inicio de Purigamitana, que se les suministré dos veces al
dia, por la mafianas y al final del dia.

Pruebas toxicol6gicas

Esta fase consistié en la realizacion de las pruebas toxicoldgicas para los cuales se
emplearon balanza analitica y equipo Multiparametro para medicion de parametros
fisicoquimicos durante el bioensayo.

Sustancia Experimental

El producto quimico usado para este experimento fue Cloruro de mercurio (1) o cloruro
mercurico (HgCI2) con una pureza del 99% donado por el Departamento de Quimica
Analitica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

Prueba de Toxicidad Aguda

Fueron aplicadas tres (03) concentraciones de Cloruro de Mercurio (HgCly). Las
concentraciones aplicadas fueron determinadas en base a los valores establecidos por los
Estandares de Calidad Ambiental para Agua (ECA-Agua), Categoria 4: Conservacion del
ambiente acuéatico (0,0001 mg/L). Para obtener las concentraciones aplicadas para el
bioensayo se realizaron distintas de pruebas numéricas que finalmente el valor referencial
del ECA — Agua fue multiplicado por 100, a fin de obtener el peso minimo calculado por la
balanza analitica en miligramos (0,01 mg Hg), la segunda concentracion se obtuvo de la
multiplicacion de la primera concentracién (0,01 mg Hg) por 10 la cual se obtuvo 0,1 mg
Hg, por ultimo, la tercera concentracion fue calculado por la operacion de multiplicacion
de la segunda concentracién obtenida (0,1 mg Hg) por 10, teniéndose como resultado 1 mg
Hg como tercera concentracion, utilizados para la prueba de toxicidad. Las concentraciones
se realizaron por triplicado usando 10 individuos por cada réplica de los tratamientos.
Ademas, se emple6 una prueba estatica sin renovacion del agua de las peceras. 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 respuesta a la
presién del peddnculo caudal y letargo al reflejo de huida; los organismos muertos fueron
removidos de las unidades experimentales.

Pruebas de sensibilidad

La sensibilidad de los alevinos fue evaluada, realizando pruebas en las cuales se utiliz6
el cloruro de mercurio (HgCl,) que es un téxico de referencia. El propdésito de esta prueba
fue determinar la capacidad de respuesta de los organismos en el ensayo.

ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizd un anélisis de varianza (ANVA) de una via en la que se compararon las
varianzas muestrales de la cantidad de organismos muertos por concentracién a las 96
horas en la prueba toxicolégica de sensibilidad y pruebas definitivas de Mercurio (Hg). El
método tiene un 95% de confianza y un margen de error del 5%. Se usaron dos programas
estadisticos para la realizacion de estos célculos que fueron EXCEL 2013 y SPSS version
19 que permite la realizacion de distintos andlisis estadisticos. Para determinar la
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Concentracion Letal Media (CL50-96 h) se utilizé el software TSK (Trimmed-Spearman-
Karber) version 1,5. El método tiene un 95% de confianza y un margen de error del 5%.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Las alteraciones fisicas presentadas por los alevinos de gamitana expuesta a mercurio
fueron observados a partir de las dos horas de exposicién. En la concentracion mas alta
(1 mg Hg/l) se presento 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 mas bajas (0,01, 0,1 mg Hg/l) se
encontraron disminucion de su actividad; en ocasiones se presentaba nado rapido explosivo
y algunos casos aislados de muerte.

Una caracteristica comun en las tres concentraciones era la presencia de mucus. Esta
secrecion de mucus puede deberse al posible efecto irritante del mercurio, siendo el mucus
una respuesta adaptativa para la proteccién mecanica de la superficie del pez. Esta
respuesta ha sido descrita en la exposicién a otros contaminantes, asi como parasitos y
bacterias, sin embargo, el incremento o disminucion también depende de cambios en la
calidad de agua: amonio disuelto, alcalinidad registrados por Balasubramanian et al.®
Esteban™®, Ferguson™ el cual el presente estudio, no muestra similaridad de datos con los
resultados de los autores mencionados.

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 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 gHgCIz) en distintas especies
[modificado de Naranjo-Gomez et al. ¢9]

Especie [mg Hg/l] Efectos Autores

0,010;  Hiperactividad en las concentraciones mas altasy  Presente estudio
Colossoma macropomum 0,100;  disminucién en las concentraciones mas bajas.
(G. Cuvier, 1818) 1,000 Disminucién de los movimientos operculares.

Canibalismo y muerte.

0,450;  Hiperactividad en las concentraciones masaltasy  Naranjo-Gémez et

0,550;  disminucion de la actividad en las al.1?
Piaractus brachypomus 0,750;  concentraciones mas bajas. Inhibicion del reflejo
(G. Cuvier, 1818) 1,000 de huida, disminucién de los movimientos

operculares y muerte.

Oreochromis niloticus 0,925;  Hiperactividad, oscurecimiento del cuerpo y Ishikawa et al. 3
(Linnaeus, 1758) 0,740;  agresividad. Disnea y muerte.

0,370
Aequidens portalegrensis 0,640;  Similar a lo reportado por Ishikawa et al., 2007. Hirt y Dimitrovic @4
(Hensel, 1870) 1,120;

2,000
Heteropneustes fossilis 0,200  Estrés respiratorio, tremores, ataxia Yy Banoy Hasan®9
(Bloch, 1974) descoordinacién de los movimientos.
Liza parsia 0,200  Alteraciones en el higado e intestino. Pandey et al. 6)
(Hamilton, 1822)
Salvelinus alpinus 0,150 Injuria en las branquias y epitelio olfatorio. Oliveira Ribeiro et
(Linnaeus, 1758) al.@n
Orechromis aureus 0,500  Aumento del nimero de leucocitos y eritrocitos. Allen #8)
Barbus conchonius 0,180  Anomalias hematolégicas Gill & Pant®9

(Hamilton, 1822)
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La mortalidad acumulada en porcentaje y el nimero de individuos a las 96 horas de
exposicion se registran en la tabla 2. En donde se observa las mortalidades pasadas las 24,
48, 72 y 96 horas con un porcentaje acumulado de 6,6, 23,3 y 96,6 % en las
concentraciones 0,010, 0,100 y 1,000 mg Hg/l, respectivamente.

Tabla 2. Mortalidad acumulada de alevinos de gamitana Colossoma macropomum, expresadas de
acuerdo a las distintas concentraciones y tiempo de exposicion al mercurio {[mg Hg/l] = concentracion de
Hg/l; nimero de individuos muertos/individuos totales y porcentaje

Tiempo de exposicion (horas)

[mg Hg/L] 24 48 72 96 % acumulado 96 h
0,010 02/30 00/30 00/30 00/30 02/30
(6,6%) (0%) (0%) (0%) (6,6%)
0,100 03/30 01/30 01/30 02/30 07/30
(10%) (3,3%) (3,3%) (6,6%) (23,3%)
1,000 20/30 04/30 05/30 00/30 29/30
(66,6%) (13,3%) (16,6%) (0%) (96,6%)
Control 01/10 00/10 00/10 00/10 01/10
(10%) (0%) (0%) (0%) (10%)

El valor de la CLso hallado para Colossoma macropomum en el presente estudio se
muestra en la tabla 3, en la cual se registran los valores de 0,59, 0,45, 0,28 y 0,23 de CLso
para las 24, 48, 72 'y 96 horas de exposicion, respectivamente con un intervalo de confianza
del 95%.

Tabla 3. Concentracion letal media (CLso) de mercurio (Hg) para alevinos de gamitana [Colossoma
macropomum (Cuvier, 1818)] (te = tiempo de exposicion; ic = intervalo de confianza 95%)

Te CLso (mg Hg/l) ic 95%
24 horas 0,59 0,56 — 0,62
48 horas 0,45 0,42-0,48
72 horas 0,28 0,25-0,31
96 horas 0,23 0,20 — 0,26

Esta CLso indica, que la especie en estudio, presenta sensibilidad ante la accién del
cloruro de mercurio (HgCl,), este valor indica cercania con lo que registra Naranjo-Goémez
et al. ™ en Piaractus brachypomus en donde se registra una CLsp-96 h de 0,56 mg Hg/l.
Sin embargo se muestran diferencias con el valor encontrado por Ramamurthi et al. % en
Oreochromis mossambicus en donde registra una CLso-96 h de 0,739 mg Hg/l. Ademas,
otros estudios registran concentraciones ain mas cercanas como lo son Hirt y Dimitrovic
4 en Cichlasoma dimerus con un valor de CLso-96 h de 0,488 mg Hg/l. En comparacion
con otras especies mas tolerantes al contaminante como lo registra Charuwan — Somsiri ¢
en Oreochromis niloticus CLs-96 h de 3,710 g Hg/l y otras menos tolerantes *? en
Xyrauchen taxanus CLsp-96 h de 0,090 mg Hg/I.

Histopatologia

Mediante el analisis histopatoldgico se evidenciaron lesiones en branquias (Figura 1).
En ellas se observaron lesiones compatibles como el desprendimiento de las células
epiteliales y aneurismas. Las lesiones evidenciadas tales como desprendimiento de células
epiteliales y aneurismas, tuvieron un comportamiento de severidad dependiente de la
concentracion, siendo menor en concentraciones bajas y mayor en concentraciones altas.

La ruptura del epitelio branquial puede darse como resultado a la exposicion de un
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compuesto irritante ©. 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 @,

Figura 1. Branquias de alevinos de gamitana [Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)]: tratamiento 3
(1 mg HgCl/l), se evidencia desprendimiento epitelial branquial (flecha).

El dato obtenido en este estudio demuestra que la especie Colossoma macropomum
muestra sensibilidad frente a este polutante en comparacion con otras especies ya
registradas y sirve como bioindicador de toxicidad por contaminacién por mercurio “¥.
Ademas, asociado a las préacticas industriales asi como 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
acudticos ® @) 28 (21 (28) (29 ' ademas de perjudicar a comunidades adyacentes que tengan
como fuente de alimento y de ingresos la actividad piscicola ¢ D 2 33 34,
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