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INTRODUCCION:

La contaminacion por plaguicidas en los ecosistemas acuaticos afecta no solo a las
comunidades de hidrobiontes, sino también altera la calidad del agua para su consumo dtrecto
y produce un impacto negativo en actividades productivas como son la pesca y ia acuacultura.
El indiscrimmante uso de pesticidas ha dado como resultado la contaminacion del agua, aire,
suelo y alimentos. Los pesticidas son compuestos sintéticos o naturales usados para el control
de animales y plantas considerados adversos (plagas) a la sociedad humana. La contaminacion
del agua por pesticidas es principalmente a través de escurrimientos de suelos tratados, descargas
industriales y residuos domésticos, otras fuentes incluyen precipitados de la atmosfera
contaminada y aplicacion de pesticidas en superficies acuaticas con diferentes propositos o en
forma accidental. Muchos son absorbidos por materiales suspendidos o sedimentados por
organismos acuaticos;, otros tienen afinidad y son acumulados en lipidos de plantas acuaticas y
los que son extremadamente estables (organoclorados y sus derivados) permanecen en los
ecosistemas por periodos excepcionalmente largos. Los peces puedem acumular estos

componentes por absorcion directa o a través de la cadena alimenticia.

Los derivados fosforados ocupan hoy dia, un lugar preponderante entre los pesticidas més
conocidos y utilizados, constituyendo uno de los grupos mas investigados, El Abate® es
empleado para el control de larvas de mosquitos de numerosas especies y otras plagas de insectos
transmisores de enfermedades al hombre, ya que posee baja toxicidad para mamiferos, peces y

aves.

Los compuestos organofosforados tienen dos efectos subletales en los peces: la pérdida
de fortaleza y resistencia fisica, asi como una incipiente lordosis y escoliosis debido
probablemente a las alteraciones musculares. La pérdida de fortaleza y resistencia pueden tener
relacién directa con la capacidad de los peces silvestres para eludir a los depredadores y buscar

alimento, ambos factores extremadamente importantes en la supervivencia (Post, 1987).



En la deteccidén y evaluacion de la contaminacion acudtica es importante analizar el efecto
producido por ésta sobre los organismos, ya que no es posible basar una diagnosis ambiental,
considerando exclusivamente las caracteristicas fisicas y quimicas del agua, dado que los
contaminantes interactian con los seres vivos, afectandolos en diversos grados y formas, y a su
vez, siendo modificados por ellos. La toxicidad de un compuesto depende tanto de la
concentracién como del tiempo y forma en que se ponga en contacto con los organismos, asi
como de la fase 6 estadio del ciclo biolgico en que se encuentran, de aqui que es posible hablar
de sustancias con distinto grado de toxicidad. También dicho efecto tiene relacién con la

diversidad de las especies que componen el ecosistema.

Los bioensayos con organismos acuaticos constituyen una herramienta importante para
determinar el grado de toxicidad de efluentes y compuestos quimicos aislados, y proporcionan
las bases para establecer una legislacion en materia de contaminacion acuatica (American Public

Health Association, Inc. 1992),

El estudio de la hematologia de peces contribuye significativamente a comprender la
fisiologia comparativa, relacion filogenética, modo de vida del organismo, seleccion de alimento
y otros parametros ecologicos significativos. Asi mismo, la investigacion de parametros
hematologicos pueden ser utilizados para diagnosticar procesos fisiologicos anormales en peces,
especialmente cuando se utiliza el bagre de canal (Ictalurus punctatus) como indicador de aguas

dulces contaminadas (Breazile er al, 1982).



IMPORTANCIA

Dia a dia se incrementa el uso de insecticidas para el control de diversas plagas adversas
al hombre, sin embargo es importante considerar los organismos "no blancos"que partictpan en
las exposiciones continuas. El Abate® es amplia y libremente utilizado para el control de larvas
de mosquitos que causan enfermedades al hombre en diferentes sistemas acuaticos: estanques,
pocos profundos, aguas estancadas, charcos, lagos, rios, entre otros, sin tomar en cuenta la
profundidad de los mismos. Cyanamid (1980) y Matsumura (1985) menciona que éste insectictda
es "seguro” ya que presenta baja toxicidad en mamiferos, aves y peces e incluso puede ser
utilizado en el tratamiento de aguas potable, ya que se supone es indcuo para el hombre. Sin
embargo es de vital importancia profundizar mas estudios con respecto a los diferente grados de
toxicidad que pueden presentarse en la biota acuatica, ya que no necesariamente se puede
considerar seguro un compuesto por el heche de no provocar la muerte, sino al contrario se

pueden alterar otros factores importantes en la supervivencia de los mismos.

Por lo anterior éste estudio esta enfocado al bagre de canal (Ictalurus punctatus) que es
una especie que tiene importancia tanto economica como ecoldgica; por lo cual se deben conocer
aspectos de sanidad. La sanidad a través de técnicas virologicas, bacterioldgicas y hematologicas
ha dado buenos resultados, siendo ésta ultima de gran importancia debido a que la sangre
participa directa o indirectamente en casi todos los procesos fisiolégicos y nutricionales de los
organismos, y sus alteraciones en condiCiones patoldgicas indican con frecuencia la existencia
de lesiones 0 mecanismos anormales (Medway, e al . 1973). Ademas, la facilidad con que la
sangre puede ser extraida sin lesionar al organismo de manera significativa, hace de su examen

un elemento practico de diagnéstico.



OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

Conocer algunos efectos téxicos que la aplicacién del Abate® (Temephos),

pueda tener en el bagre de canal Ictalurus punctatus bajo condiciones de

laboratoro.

OBJETIVOS PARTICULARES:

Determinar las concentractones subletales CL;, a 24, 48, 72 y 96 horas de
exposicion del bagre de canal Ietalurus punctatus al insecticida Abate® en

condiciones de laboratorio.

Determinar alteraciones en los pardmetros hematologicos del bagre de
canal Ictalurus punctatus a exposiciones de CL,, en un periodo de 96 horas

en condiciones de laboratorio.



ANTECEDENTES:

El desarrollo de los insecticidas fosforados data de muchos afios atras; se descubrieron en
Alemania, destacando en su estudio el quimico Schrader, La comercializacion de éstos derivados
a escala mundial se efectud por los E.U.A ; en la sintesis de nuevos derivados y el estudio de su
comportamiento bioquimico han parficipado investigadores americanos y europeos (Barbera,

1976).

En septiembre de 1969 el Abate® fue aceptado como larvicida en 14 paises incluyendo

a México (Cyanamid, 1980),

La O.M.S. (1984), report6 que el temephos es conocido comercialmente como Abate®; el

cual es un insecticida de gran eficacia como larvicida y de baja toxicidad para los mamiferos.

Matsumura (1985), publicé que el Abate® es practicamente no toxico a mamiferos;

presentando bajo peligro para aves y peces.

Cremlyn (1982), cita como una ventaja importante que tienen los insecticidas
organofosforados es que, por lo general se degradan rapidamente con materiales atoxicos de
manera que no tienden a acumularse en el ambiente y por lo tanto no pasan a las cadenas

alimenttcias.

Estudios realizados por el Departamento del Interior de los E.U.A. (Oficina de Pesca y
Vida Silvestre), revelaron que el Abate® no produce efectos significativos sobre la cadena
alimenticia en aguas tratadas, estableciéndolo como uno de los larvicidas disponibles para el

control de mosquitos (Cyanamid, 1980).



- Murphy et al (1968), reportatron que la toxicidad aguda por insecticidas organofosforados

en vertebrados produce inhibicién de la Acetilcolinesterasa.

Benke et al (1974), compararon la toxicidad de dos insecticidas: metilparatiéon y paration
en ratas y el pez luna, determinando que en ambos se inhibe la Acetilcolinesterasa. En el pez
luna, a concentraciones de 2500 mg/kg de metilparation, se produjo 85% de inhibicién de la

colinesterasa en el cerebro; y 62 % de colinesterasa muscular,

Hesser (1960), publicé que al igual que en los mamiferos, hay evidencias de que niveles
y formas anormales de eritrocitos estan asociados con patologia en peces, indicando que el
hematocrito es una prueba ideal en su hematologia, ya que en ella se requiere de una pequefia

cantidad de sangre.

Wydosky y Wedemeyer (1976), determinaron que el metabolismo y la regulacion i6nica
a través de la quimica sanguinea en peces, son medios de identificacion, en la cual las
condiciones anormales en el ambtente producen estrés en los organismos, concluyendo que los

peces son indicadores de la calidad del agua

Cameron (1970), reportd que los plaguicidas y otros contaminantes, causan alteraciones

en sangre y otros tejidos de los peces.

Wedemeyer y Yasutake (1977), publicaron que el estrés provocado en los peces por
factores ambientales, contaminantes y enfermedades, disminuyen los valores de hemoglobina,
hematocrito y proteina del plasma, presentandose anemia y hemodilucién. Cuando los valores

son altos se produce hemoconcentracion y policitemia.

Browun (1978), reporté que los peces bajo la influencia de compuestos organofosforados
en el agua, presentan metabolismo alterado, nado erratico, segwmdo de inmobilizacién.

Determind; que la carpa plateada expuesta a concentraciones subletales del malatién por dos dias,



mostré 20% de reduccion en el hematocrito y 50 a 60% de reduccion en linfocitos heteréfilos y
en ¢l total de leucocitos; en el pez agallas azules expuesto al malatién, la colinesterasa cerebral
se inhibi6 de 30 a 50%); la inyeccién de 2.5 mg/k de malaoxon en el pez luna y el agallas azules
causé 48% de inhibicion de Ia colinesterasa cerebral; alevines del Salmén del atlantico expuesto

al Temephos durante 24 horas mostraron disminucién de reflejos y fueron menos activos,

Kurtz y Weeks (1979), determinaron que el Abate® produjo un decremento significativo en la
cantidad de eritrocitos, plasma, inhibicidon de la colinesterasa y disminucién espontanea de la

actividad motora en ratas, cuando se les inyecto 1000 mg/kg de Abate® durante 16 dias.

Mishra y Srivastava (1983), reportaron que los insecticidas causan anormalidades
‘hematoldgicas y cambios en el suero proteinico de la sangre y aminoéacidos libres;. El determiné
que el malathién provoco movimientos erraticos, nerviosismo, secrecion de mucus, dilatacion de
pupilas y coloracion palida en el bagre de la india (Heteropneustes fossilis) expuesto a
concentraciones de 7.6 ppm. de malathion durante un periodo de 96 hrs. Los peces desarrollaron
eritropenia, leucopenia y una reduccién significativa en el contenido de hemoglobina y

hematocrito.

Garofano (1982), indicé que los peces se pueden usar como monitores de cuerpos de agua
contaminados con cadmio; mostré que el cloruro de cadmio a altas concentraciones tiene efectos
inmediatos en el sistema circulatorio del bagre cabeza de toro (fetalurus nebulosus), produciendo

una baja en los enitrocitos y aumento de leucocitos.

Breazile, et al (1982), en su estudio del perfil hematolégico del bagre de canal , encontrd
en el recuento diferencial, que los monocitos comprendieron menos del 1 %; neutréfilos 7 %,

trombocitos 549 % y linfocitos 37.5 % del total de células blancas.

Srivastava y Mishra (1985), indicaron que los insecticidas producen cambios

hematol6gicos en los peces;, encontrando que el lindane produce alteraciones en el mecanismo



homeostatico, cuando expuso bagre de la india (Heteropneustes fossilis) a concentraciones de
0.234 mg/lt. por 96 horas, induciendo eritropenia y leucopenia en los organismos, causando asi

mismo trombocitosis e hiperooaginlabilidad total de la sangre.

Plestina (1986), reporté que los signos de intoxicacién en humanos por insecticidas
organofosforados son: debilidad muscular, nduseas, temblores, mareos, sudoracion, ansiedad y

convulsiones.

Campbell (1988), en su trabajo de hematologia y citologia en peces menciona que los baséfilos

y eosinéfilos son raramente vistos en la periferia de la sangre de los peces, siendo poco las

gspecies que los presentan.

Ainsworth, etal (1991), determinaron en el bagre de canal, cuando es sometido a estrés,
se incrementan los neutrofilos de 4 % a 21% , asi mismo los linfocitos se ven reducidos de 39.8

% a 24.6 %, siendo alterada la respuesta inmune de los mismos.



ORIGINALIDAD

En México no se tienen reportes de los dafios hematologicos que causa el Abate®
(Temephos) en orgamismos "no blanco;" especificamente sobre el bagre de canal (Ictalurus

punciatus), cuando es utilizado en controles epidemiologicos.

HIPOTESIS DE TRABAJO:

La hematologia del bagre de canal (Icralurus punciatus) se ve alterada al ser expuesto a

diferentes concentraciones del Abate® (Temephos) en periodos de exposicion de 96 horas.



ACCION DEL INSECTICIDA:

Todos los derivados fosforados presentan similitud en su accion, 1a cual se realiza sobre
la colinesterasa (ACHE), que hidroliza la acetilcolina (ACH) en las uniones nerviosas hasta
colina. En ausencia de acetil-colinesterasa efectiva, la acetil-colina liberada se acumula e impide
la transmision continua de impulsos nerviosos a través del espacio sinaptico en las uniones
nerviosas; esto ocasiona la pérdida de coordinacién muscular, convulsiones y finalmente la muerte
(Cremlyn, 1982).

El principal efecto toxicologico de los insecticidas organofosforados en peces es su unién
a la colinesterasa, en especial de la acetilcolinesterasa (ACHE). La ACHE es esencial para la
destruccion del exceso de Acetilcolina (ACH), en la sinapsis muscular a la que sigue la
contraccion muscular . Los impulsos nerviosos que entran en las placas terminales de las fibras
musculares opositoras no pueden continuar en el musculo hasta que 1a ACH sea secretada por
la sinapsis; la secrecion de la ACH permite continuar el impulso nervioso, provocando la
contraccion muscular. Normalmente los paquetes muscu.lares permanecen en un estado de
contraccidn, debido a la transmision continua del impulso nervioso, hasta que éste es detenido
involuntariamente por el Sistema Nervioso Central y la hidrolisis de 12 ACH que permanece
dentro de la sinapsis, ésta hidrolisis la realiza la ACHE. Los insecticidas organofosforados se
unen firmemente a la ACHE, eliminando la efectividad de esta enzima para eliminar por
hidrélisis los restos de ACH. Los paquetes musculares permanecen en continuo estado de
contraccion hasta quedar completamente exhaustos, (Post, .1987). Los sintomas de
envenenamiento por el insecticida ocurren rapidamente después de una sobre dosis o sobre
exposicion unica a estos productos, generalmente dentro de 30 a 60 minutos. Sin embargo,
pueden retenerse de dos a tres horas si el insecticida penetra al cuerpo por la piel. Algunos
compuestos pueden retenerse en los tejidos adiposos del cuerpo, éstos tienden a posponer y
prolongar la aparicién de los sintomas, ya que el material retenido se libera lentamente hacia la
circulacién sanguinea. los primeros sintomas de intoxicacién (en humanos) son nauseas, dolor
de cabeza, cansancio extremo y debilidad, con algo de confusién mentat y falta de coordinacién
muscular.©  Los insecticidas organofosforados son los responsai:les de mas casos de

envenenamiento que todos los demas plaguicidas (Plestina, 1986).
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CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DEL ABATE®:

Nombre quimico:
Férmula empirica;
Peso molecular:

Color y estado:

Grado analitico:

Grado técnico:
Punto de fusion:
Pureza:
Peso especifico:

Solubilidad:

Estabilidad:

0,0,0,0-tetrametil 0,0-ditio-fenileno fosforotioato
C]6H2006P283
466,4

material solido cristalino, blanco.

liquido viscoso, de color marrén.

300a305°C

90 a 95 %

1.32

Soluble en acetonitrilo, tetracloruro de carbono, éter, dicloruro
de etileno, alquil cetonas inferiores y tolueno. Insoluble en
hexano, metil-ciclohexano y agua.

Parece ser estable indefinidamente a temperatura ambiente;
moderadamente estable a la htdrélisis en contacto con
soluctones alcalinas; no se observa hidrélisis a pH de 8.0 en
temperatura ambiente durante varias semanas ¢ a pH de 11.0 a

40 °C.

(Cyanamid, 1980)
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DESCRIPCION DE LA ESPECIE:

Posicion taxonémica:

Retno: Animal
Phylum: Chordata
Subphylum: Gnasthostomata
Clase: Osteoichtyes
subclase: Actinopterygii
Orden; Teleosteos
Suborden: Siluroidei
Familia: Ictaluridae
Género: Ictalurus
Especie: punctatus
Nombse comun: Bagre de canal

Descripcion morfologica:

Presenta una cabeza grande y gruesa que representa del 19 al 24% de la longitud total,
ojos pequefios y hocico largo, equivalente a un 42% del tamafio de la cabeza. El labio inferior
es algunas veces papiloso, con un par de barbas negras ademas de cuatro pares que inician en
el angulo de la boca. En la parte dorsal del cuerpo presenta una coloracién del azul negruzco
al verde oliva, costados plateados y puntos obscuros. Cuerpo comprimido lateralmente, por atris
de las aletas pélvicas es mas alto y estrecho que otras especies. Posee branquiespinas largas muy
espaciadas de 14 a 18 normalmente, aleta dorsal colocada por delante de la mitad del cuerpo,

radios blandos con una espina modificada y fuerte, la aleta anal con 8 radios.
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Distribucién:

El bagre de canal es una especie Neartica, se distribuye desde los grandes lagos en
Canada, sureste de los Estados Unidos y noroeste de México Hasta el rio Panuco (Lee et al,
1980) Por ser una especie de importancia comercial, es objeto de programas de acuaculfura y

en la actualidad se ha distribuido en gran parte del territorio nacional.

Habitat:

Preferentemente en presas, lagos o rios caudalosos con aguas claras, frescas y fondo de
grava y arena; evita los cuerpos de agua poco profundos con vegetacion densa. Se caracteriza
por ser una especie de habitos nocturnos, por lo que en el dia nada en el fondo refugiandose en

las fosas profundas de los embalses.
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MATERIAL Y EQUIPO:
MATERIAL BIOLOGICO i
550 Ejemplares de bagre de canal Ictalurus punctatus.
REACTIVOS:
329ml. de Abate™ ( presentacidon comercial liquida al 5% de concentracion)
Metanol (Merck)
Colorante Giemsa (Merck)
Tricain Metano Sulfonato (MS-222)
Aceite de inmersion.
EQUIPO:
Balanza granataria eletronica marca OHAUS modelo E 400
Microcentrifuga (Sol-Bat aparatos cientificos de 11, 000 RPM modelo PL -16)
Refractrometro (National Instruments Company, Inc. Modelo 100/B).
Hemoglobinémetro (Buffalo Medical Specialties MFG Inc. Modelo 10-101)
Hemolizadores (Cida reorder C1210)
Capilares heparinizados de 75mm de largo y 1.5 de mm de diametro interno.
Portaobjetos de 75X25mm
Microscopio optico (Olimpus CH2)
Estuche de diseccion.
Oximetro marca HORIBA.
Conductimetro digital portatil marca Omega
Termémetro digital portatil.
Papel indicador pH
Vernier
Lapiz punta de diamante. _
Piletas de fibra de vidrie de 2.5 mts de largo ;( 1.5 mts de ancho.
Mangueras de 3.81 ¢m de diametro (1.5"), Aireadores,

Alimento balanceado Bagrina.
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METODOLOGIA

DESCRIPCION DEL PROYECTO:

Este trabajo se realizd en las instalaciones de los Laboratorios de Acuacultura y
Morfologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.
Consistié de dos fases: determinacién de pruebas de toxicidad y determinacién de parametros
hematologicos, utilizando ejemplares de bagre de canal (Jctalurus punctatus), los cuales se
adquirieron en el Instituto de Acuacultura del Estado de Sonora. Los peces se aclimataron por
un periodo de doce dias antes de iniciar las pruebas de toxicidad, alimentindose diariamente con
bagrina (alimento balanceado) y manteniendo un control de las condiciones fistcoquimicas del
agua (temperatura, oxigeno disuelto, pH), las cuales fueron medidas diariamente, permaneciendo

dentro de los rangos preestablecidos.

1- PRUEBAS DE TOXICIDAD:

Para la realizacion de los bioensayos se utilizaron 3 piletas, de 2.5m de largo X 1.5m.de
ancho X 0.4m de altura (equivalente a 1084 It. de agua), las cuales tenian un sistema de aireacion
constante, recirculacion a base de mangueras que permitié mantener homogéneo la solucion de
agua con Abate®. Dos de las piletas contenian tres jaulas, cada una elaboradas con tul y un
soporte de madera utilizadas para las repeticiones. El disefio experimental consistié en ocho
concentraciones de Abate® ( 10, 20, 30, 33, 35, 40, 50 y 100 ppm ) de 20 peces cada una con
tres réplicas, con un tiempo de exposiciéon de 96 horas, ademaés de un grupo control que se
mantuvo en la tercer pileta con las mismas condi::iones fisicoquimicas, Antes de i_niciar las
pruebas a los peces se les tomaron datos biométricos como: peso (gr), longitud total (cm) y

longitud patrén (cm.).

15
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2.- HEMATOLOGIA

Para la determinacion de los parametros hematolégicos se procedié segin los métodos de
rutina de Hesser, 1960 y Houston, 1990. La Hematologia se determind en peces expuestos a
concentraciones de 10, 20 y 30 ppm ademas del control; en las otras concentraciones ( 33, 35,
40, 50 y 100) los peces no sobrevivieron las 96 horas. Los bagres fueron anestesiados con

Tricain Metano Sulfonate (MS-222) , tomandoles asi mismo sus datos biométricos.
a).- MICROHEMATOCRITO:

La sangre fué obtenida seccionando el pedinculo caudal, colectandola mediante capilares
heparinizados de 75 mm ( dos capilares por pez), ya que los peces tenian una talla menor de
10 ¢cm de longitud total (Blaxhall y Daisley 1973). Los capilares fueron sellados en un extremo
con critoseal , posteriormente fueron centrifugados a 11,000 RPM. durante 5 minutos y luego
se hizo la lectura con lector del microhematocrito, cuyo valor esta dado en % de globulos rojos

en'el volumen total del plasma.
b).- PROTEINA DEL PLASMA:

Los capilares utilizados en el Microhematocrito fueron cortados a nivel del volumen
celular con un lapiz diamante para separar el plasma, el cual se colocd en la celda del

refractémetro para su lectura la cual estd dada en como proteina total del plasma en gr/dl.
¢).- HEMOGLOBINA:

La hemoglobina se determind por el método del hemoglobinémetro (Buffalo Medical
Specialties, con rango de lectura de 4 a 20 mg/100ml en escala de 2 mg/100ml), el cual consitio
en colocar una gota de sangre de los capilares en la camara, la cual se hemolizd durante 30

segundos con aplicadore que contienen en un extremo saponina que actia rompiendo la célula,
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se cubre y se coloca el clip en la camara del hemoglobinémetro. Por fotometria se obtiene la

lectura la cual estd dada en gr/100ml.
d).-- RECUENTO DIFERENCIAL:

Se realizaron frotis, colocando una gota de sangre en un portaobjetos, 1a cual es extendida
con otro portaobjetos en un angulo agudo, el frotis se seco al aire, se fij0 en metanol durante
10 minutos; posteriormente se tifio por el método de Giemsa. Para el recuento de células se
utilizd un microscopio optico en objetivo de inmersidn, contando las células blancas en toda la
extension del portaobjetos y asi obtener la proporcion en % de trombocitos, neutrofilos,

linfocitos, monocitos, baséfilos y eosinofilos por cada 100 células blancas

3-- ANALISIS DE RESULTADOS:

L}

A los resultados obtenidos se les determinaron las estadisticas descriptivas {medias,
rangos, valor maximo y munimo, desviacion estandar y varianza). Para establecer diferencia
entre el control y los tratamientos, asi como entre las réplicas, se realizo un analisis de varianza
por comparacion de medias y rango multiple de Tukey a nivel de significancia de 0.05 ( Steel

y Torrie 1985; Quircz y Fournier, 1988: Programa estadistico SPSS).

17



RESULTADOS

1.- PRUEBAS DE TOXICIDAD:

Un total de 480 peces con peso promedio de 6 £1 gramos y 9 £1 em. de longitud, fueron
expuestos a diferentes concentraciones de Abate® (Temephos), en presentacion comercial liquida
al 5% de concentracién. Las sintomatologias presentadas por los peces inmediatamente de ser
expuestos fueron: Pérdida de equilibrio y de reflejos, nado erratico, coloracién palida, abdomen
distendido, convulsiones, apatia 6 falta de respuesta ante la presencia humana, vibraciones, ruidos
y finalmente la muerte. El porcentaje de mortalidad obtenido se presenta en la tabla y grafica
1. A 100 ppm se presentd 100% de mortalidad a la hora y media de exposicion. En las
concentraciones de 35, 40 y 50 ppm, se presenta mortalidad del 100% a las 24 horas de
exposicion. A 33ppm se presenta una mortalidad de mas de 50% de la poblacion (63.3%) a
las 24 horas. A concentraciones de 10, 20 y 30 ppm sobrevive mas del 90% de los peces en un
peniodo de 96 horas. Determinandose una L.C, (24 hrs) de 32.5 ppm de Abate®, para el bagre

de canal Ictalurus puntatus Graficas 1y 2.

®

TABLA 1. Mortalidad (%) del bagre de canal {(Ictalurus
__punctatus) expuesto al insecticida Abate® (Temephos)
Tiempos de exposicidn
Concent. 24 hrs. 48 hrs, 72 hrs. 96 hrs. |
10 ppm 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 |
20 ppm Alh 0.0000 0.0000 0.0000 8.3300
30 ppm 0.0000 0.0000 0.0000 8.3300
33 ppm 0.0000 63.3000 100.0000 | - - = - -
35 ppm 100.0000 | = = = = = = | = === - =] = - - = =
40 ppm & 100.,0000 | - - = = == - === = - = = - = =~
50 ppm " 100.0000 | - I e .
100 ppm | ¥ 100.0000 | = = = === =-==== =] = ===+~

Mortalidad en; & = 18.0 hrs.; " = 10.0 hrs.: * = 1.5 hrs.
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Uno de los objetivos particular era, el de determinar las LC,, a diferentes tiempos de
expoéicién, sin embargo solo se obtuvo la LC,, a las 24 horas, debido a que a medida que se
aumentaba las concentraciones la mortalidad era mayor del 50% antes de las 24 horas. En
periodos de 96 horas sobrevivé mas del 90% los peces, sin embargo, si se exponen por mas
tiempo,la mortalidad se presenta de todas formas, aunque sean colocados en agua libre del
insecticida. Por lo tanto concentraciones de Abate® que no se demuestren como téxicos en 96

horas, pueden serlo bajo condiciones de exposicion continua.

La toxicidad de los organofosforados varia con las diferentes especies y aun entre las
mismas. En el anexo 1 se muestra la susceptibilidad del bagre de canal a cuatros msecticidas
organofosforados. En el anexo 2, se observa ejemplos de toxicidad en diferentes especies a

compuestos organofosforados.

»  Con respecto a las condictones fisicoquimicas del agua, éstas no mostraron variaciones
significativas en el trascurso de los bioensayos, siendo los valores medio: Temperatura 24.4 +1°C,

Oxigeno Disuelto 5.8 =1 mg/lt, pH de 7.5.
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2- HEMATOLOGIA:

4).- MICROHEMATOCRITO (%)

A un total de 124 peces se les determind el paquete de volumen celular o
microhematocrito, incluyendo el grupo control (n= 26) y los expuestos a concentraciones de 10,

20 y 30 ppm de Abate® durante 96 horas.

Las estadisticas descriptivas se muestran en la tabla 2, observando valores inferiores en
los tratamientos con respecto al grupo control. El valor promedio mas bajo fué de 25.02%
correspondiente a los peces expuestos a 30 ppm, si consideramos el vator medio del grupo control
(35.4231) como un 100%, observamos que el microhematocrito se reduce de un 11.36% en 10
ppm hasta un 20. 35% en la concentracion mas alta (30 ppm) con respecto al grupo control

considerado como normal.

" TABLA 2. Estadistica descriptiva de Microhematocrito (%)
CONCENTRACIONES
Control 10 ppm 20 ppm 30 ppm

Media n 35.4231 31.4000 27.9706 25.0294

D. Std. 2.3862 21270 2.2359 1.6234

E. Est. 0.4680 0.3883 0.3834 0.2784

Var, 56938 4.5241 4.999] 2.6355

llj Rango. 30.0-40.0 26.0-35.0 22.0-32.0 20.0-28.0
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b).- PROTEINA TOTAL DEL PLASMA (gv/dl)

La tabla 3, muestra las estadisticas descriptivas de los valores obtenidos en 124 peces, 98
de los cuales fueron expuestos a diferentes concentraciones de Abate® en un periodo de 96 horas,
obteniéndose valores medio de 6.39 gr/dl para el grupo control; la proteina mas baja fué de 2.17
gr/dl, correspondiente a los peces en 30 ppm del insecticida, siendo reducida desde un 39.08%
en la concentracion mas baja hasta 65.96% en la mds alta, lo cual indica que el Abate® altera

de manera significativa las proteinas totales en el plasma de ésta especie en particular.

TABLA 3. Estadistica descriptiva de P. T. (gv/dl)
CONCENTRACIONES
Control 10 ppm 20 ppm 30 ppm
Media 6.3846 3.8900 3.1647 21729 |
D. Std. 1.5252 0.7854 0.4104 0.3627
E. Est. 0.2991 0.1434 0.7040 0.6220
Var. 23262 06168 0.1684 0.1316
Rango. | 4.6-11.2 _]_.8-5.5 2.2-40 14-32
s — —
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¢).- HEMOGLOBINA (gr/100 ml):

La tabla 4, muestra las estadisticas descriptivas de la hemoglobina para el bagre de canal
expuestos a concentraciones de 10, 20 y 30 ppm del insecticida Abate®, asi como el control,
encontrandose que extsten diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y el testigo,
obteniendo el valor medio mas bajo a 30 ppm de 4.91 gr/100ml. En las concentraciones de 20
y 30 ppm la Hb no varia significativamente, sin embargo cabe hacer mencién que a 30ppm
hubieron muestras con valores menores de 4 gi/100ml pero debido al rango del
Hemoglobinometro (4 - 20 mg/lt) las lecturas no fueron detectadas. El porcentaje de reduccién

de éste parametro fué de de 36.74 , 45.31 y 46.12% en las concentraciones de 10, 20 y 30
respectivamente.

n =

TABLA 4, Estadistica descriptiva de Hemoglobina (gr/100ml)
CONCENTRACIONES

Control 10 ppm 20 ppm | 30 ppm .
Media 4.9853 49118

D. Std. 0.4998 O.46i§?|
E. Std. Il 0.933 0.821 0.857 0.803
Var. 0.2262 0.2023 0.2498 02193
 Rango 8.5-10.5 4.0-6;5 . 4.0-&._0 _4.0-6.0
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En el anexo 3 y grafica 3, se observa de manera general, las comparaciones de medias
del microhematocrito, proteina del plasma y hemoglobina, lo cual nos da una vision mas amplia
de las diferencias encontradas en este trabajo y del efecto que tiene el Abate® sobre la

hematologia del bagre de canal Ictalurus punctatus.

Dentro de las réplicas para cada concentracion de Abate® utilizados, no se presentaron
diferencias sifnificattvas (p<0.05) entre las medias de los valores del microhematocrito, proteina
del plasma y hemoglobina. Grificas 4, S,y 6. En el Anexo 4 se observan las diferencias

obtenidas por rango miiltiple de Tukey para cada grupo de tratamiento a nivel de significancia

de 0.05.

RECUENTO DIFERENCIAL (%):
A un total de 75 frotis sanguineo se les realizo el recuento diferencial, determinando la

preporcion de trombocitos, neutréfilos, linfocitos, monocitos, basdfilos y eosinéfilos. Las tablas
5,6,7,8, 9y 10, muestran las estadisticas descriptivas para las medias de cada tipo de células

blancas encontradas,

El total de células blancas de los peces control estan representada mayormente por los
trombocitos con valores medios de 50.9% (rango33-59% ), pero al ser expuestos al Abate®, estos
valores se incrementan hasta 79.8947% (rango 69-92) en la concentracion de 30 ppm (Tabla 5);
en segundo lugar le siguen los linfocitos que son las células que proveen al cuerpo sus defensas
irmunoldgicas, con valor medio de 42.8 (rango 36-54), aqui a diferencia de los primeros el
Abate® causa reduccién altamente significativa llegando hasta de 8.15% (rango de 2-14%) en
la concentracion mas alta (Tabla 6). Los neutréfilos estan poco representados, el valor medio
fué de 0.6% para el control, aumentando a causa del insecticida en las diferentes concentraciones

hasta un valor medio de 10.73% (rango 3-20%). A 10 ppm la variacién fue menor comparada

con las otras dos (Tabla 7) .
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TABLA 5. Estadistica descriptiva de Trombocitos (%)
CONCENTRACIONES
Control 10 ppm 20 ppm 30 ppm
Media 50.9000 65.0000 75.8667 79.8947
D. Std. 8.8374 9.8684 5.9984 6.3761
E. Est. 2.7946 2.6374 1.5488 14628
" VYar. 78.1000 97.3846 35.9810 40.6550
" Rango. 33,0-59.0 50.0-80.0 60.0-86.0 69.(_)_-92.
TABLA 6, Estadistica descriptiva de Linfocitos (%)
CONCENTRACIONES
C_ontml_ 10 ppm_ _20 ppm | 30 ppm
Media 428000 | 15.53 144667 8.1579
D. Sud. 4.9844 3.4681 7.5486 3.4843
E. Est. 1.5762 0.9269 1.9490 0.7994
Var. 24 8444 12.0275 56.9810 11.1404
_Rango. 36.0-540 8.0-21.0 2.0-28.0 2.0-14.0
TABLA 7. Estadistica descriptiva de Neutrofilos (%)
CONCENTRACIONES
Control 10 ppm 20 ppm 30 ppm
Media 0.6000 13571 10.5333 10.7368
D. Std. 1.0750 1.7805 -4.0860 58769
E. Est. 03399 0.4759 1.0550 1.3483
Var. || 1.1556 3.1703 16.6952 34,5380
Rango. II 0.0-3.0 0.0-5.0 5.0-19.0 3.0-20.0

L
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Con respecto a los monocitos, basofilos y eosinéfilos, éstos fueron raros en la periferia
dela sangre de los peces control, por lo cual no podemos afirmar que el Abate® pueda causar
alguna alteracién (Tablas 8, 9, 10), sin embargo se nota la presencia de baséfilo solamente en la

concentracion mas alta de 30 ppm (Tabla 8)

TABLA 8. Estadistica descriptiva de Monocitos (%)
CONCENTRACIONES

Contreol 10 ppm 20 ppm 30 ppm J

Media 0.2000 0.1429 0.0667 0.1053 Il
D. Std. 0.6325 0.5345 0.2582 0.3153
E. Est. 0.2000 0.1429 0.6670 0.7230
Var. 0.4000 0.2857 0.0667 0.9940
Rango. | 0020 0.0-2.0 0.0-1.0 0.0-1.0

TABLA 9.  Estadistica descriptiva de Baséfilos (%) —
CONCENTRACIONES
Control 10 ppm 20 ppm 30 ppm |
Media 0.0000 0.0000 0.0000 0.1053
D. Std. 0.0000 0.0000 0.0000 0.3153
E. Est 0.0000 0.0000 0.0000 0.7230
Var. 0.0000 0.0000 0.0000 0.9940
| Rango. 0.0000 0.0000 0.0000 0.0-1.0
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TABLA 10. Estadistica descriptiva de Eosinéfilos (%)
CONCENTRACIONES
1 Control 10 ppm _Zi ppm 30 ppm |
Media 0.1000 0.0000 0.0000 0.1579
D. Std. 0.3162 0.0000 0.0000 0.5015
E. Est. 0.1000 0.0000 0.0000 0.1150
Var. 0.1000 0.0000 0.0000 0.2515
Rango. 00-1.0|  0.0000 0.0000 0.0-2.0

En forma general, se encontré que los grupos que tienen diferencias significativas
( p<0.05 ) con respecto al control, son los trombocitos, neutréfilos y linfocitos, no siendo asi para

los monocitos, baséfilos y eosinéfilos. Anexo5 y graficas 7 v 8.
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DISCUSIONES:

Las sintomatologias que presentd el bagre de canal Icialurus punciatus al ser expuesto
a 8 concentraciones diferente del insecticida Abate® (Temephos) fueron: Pérdida de equilibrio,
nado erratico, pérdida de coloracién, convulsiones, secrecion de mucus y estrés, coincidiendo con
los resultados obtenidos por Mishra y Srivastava (1983). Por otra parte, los insecticidas
organofosforados en general son causantes de la inhibic'ic')n de la acetilcolinesterasa, la cual es
una enzima cuya funcién es ayudar a regular la actividad de los impulsos nerviosos (Murphy et
al, 1968, Browun, 1978 v Kurtz y Weeks, 1979), tal inhibicién pudo provocar en los peces las

sintomatologias antes mencionadas, ademas de reducir la actividad motora

Los parametros hematolégicos del bagre de canal fueron de manera general alterados al
ser expuestos a diferentes concentraciones de Abate®, lo que coincide con los trabajos de

Cameron (1970), Wydosky y Wedemeyer (1976), Wedemeyer y Yasutake (1977).

Los peces tratados con Abate® presentaron reduccion significativa del contenido de
hemoglobina, microhematocrito y proteina total del plasma, estos resultados coinciden con los

reportados por Mishra y Srivastava (1983), Srivastavay Misrha (1985),

La anemia que es uno de los signos para inferir ia calidad del estado fisiolégico de un
organismo, es determinada por una disminucién en los valores de la hemoglobina, hematocrito
y conteo Eritrocitario. Los valores de hemoglobina y Microhematocrito en éste trabajo
presentaron diferencias marcadas con respecto al grupo de peces control, lo cual pudiera ser
considerada como una anemia, ya\ que Wedemeyer y Yasutake (1977), mencionan que cuando
la concentracion de hemoglobina es baja con respecto a un patron se presentan enfermedades
de tipo nutricional, anemias y hemodilucion; tal como se presentaron las dos ultimas inducidas

por la presencia del Abate® como se demostr6 en el presente trabajo.
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El desarrollo de la anemia segin Mishra y Srivastava (1983), puede ser debido a la
interferencia del insecticida organofosforado con la hematopoyesis y/o alteraciones de las

membranas de las células por hidrolisis de la acetilcolina,

Por otra parte los valores del microhematocrito disminuyeron significativamente,
coicidiendo con Hesser (1960), quien indica que los eritrocitos estan asociados a patologias de

peces, siendo el microhematocrito un patron de referencia ideal es éste estudio.

Con respecto a los leucocitos también se presentaron alteraciones a nivel de trombocitos,
neutréfilos y linfocitos, no siendo asi para los monocitos, baséfilos y eosindfilos. Campbell
(1988), reporta un porcentaje normal de trombocitos para el bagre de canal de 54%, en éste
trabajo fué de 50%, el cual se incremento hasta un 92% en los peces expuestos a 30 ppm de
Abate®, considerandose ésto como trombocitosis, la cual se presenta cuando los peces son
sometidos a algun tipo de estrés.

" Los neutr6filos aumentaron hasta un 20%, siendo el rango nornal del bagre de canal
ctalurus punctatus entre 7 y 10% (Campbell, 1988). Los valores de linfocitos fueron
Jisminuidos hasta un 8% con rango de 2 a 14% a concentraciones de 30ppm, , cuando los valores
medios del grupo control estaban entre 35 y 50%. Ellis (1977) y Ainsworth et al (1991),
mencionan que la neutrofilia va asociada con linfopenia (reduccion del nimero de linfocitos), la

cual se relaciona cuando el bagre de canal es sometido a estrés continuo, afectando de igual

forma la respuesta inmune ¢n peces.

En relacion a los baséfilos y eosinéfilos su presencia fue rara o escasa, coincidiendo con
\

lo reportado por Campbcll'-(1988).
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CONCLUSIONES

El bagre de canal Ictalurus punctatus expuesto a diferente concentraciones de Abate®, presentd
pérdida de equilibrio, nado erratico, celoracion pé.lida, secrecion de mucus, abdomen distendido,

convulsiones y finalmente la muerte.

La LC.; a las 24 horas fué de 32.5 ppm del insecticida Abate® (Temephos).

Los resultados hematologicos indican que en particular la hemoglobina, el microhematocrito y
la proteina total del plasma son parametros sensitivos de respuesta toxica en el bagse de canal

Ictalurus punctatus expuestos al insecticida Abate® (Temephos).

En el recuento diferencial las células que se ven alteradas son los trombocitos, neuirdfilos y

linfocitos.

La hematologia es una herramienta til de diagndstico y control rutinario del estado de salud de
los peces, asi como en el monitoreo de las condiciones ambientales al detectarse alteraciones
producidas en los brganos hemato[:\myéticos y en elementos celufares de la sangre, ya que ésta
participa directa o indirectamente en todos los procesos fisiologicos y nutricionales de los

0rganismos.

29



Las LCs, pueden ser medidas utiles de toxicidad, pero no representan las concentraciones que son

seguras O pocas dafiinas en habitats acuaticos sujetos a contaminacion.

Concentraciones de residuos que no se demuestran como toxicos en 96 horas, pueden serlo en

exposiciones continuas en el agua colectora, por lo tanto la LC,, 96 horas representa solamente

una pequeiia fraccion de la toxicidad a largo plazo,

Los bioensayos con organismos acudticos constituyen una opcion para determinar el grado de
toxicidad de efluentes y compuestos quimicos, ademas proporcionan las bases para establecer una

legislacion en materia de contaminacion acudtica.
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RECOMENDA CIONES:

El Abate resulté ser toxico para el bagre de canal, alterando fuertemente su fisiologia

hematica, desde concentraciones de 10 ppm, pof lo que se considera necesario:

-~ Realizar estudios mas profundos acerca de estos temas, incluyendo diferentes

especies, asi como tallas para establecer diferencias de sensibilidad entre las especies y

el grado de desarrollo.

-- Realizar cortes histoldgicos de los organismos expuestos al contaminante, con la

finalidad de determinar posibles dafios a nivel de 6rganos tales como rifién, higado y

branquias.

--Establecer pruebas de toxicidad aguda y crénica, para tener un patrén de referencia

con respecto al tiempo de exposicién y el grado de toxicidad.
--Evaluar el tiempo de recuperacion de ejemplares expuestos a dosis subletales CL,-

96 hrs, para analizar si existen dafios irreversibles que presenten mortalidad retardada

postertor a 20-90 dias
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ANEXOS:

DEL BAGRE DE CANAL A DIFERENTES
INSECTICIDAS ORGANOFOSFORADOS (LC,-

" 96 HRS) EN ppm. (Tomado de Browun, 1978)

ANEXO 1. COMPARACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD Tl

METILPARATION 37
FENTION 1.7
MALATION 9.0
AZINPHOSMETIL 33

ANEXO 2. GRADOS DE TOXICIDAD DE INSECTICIDAS

(Tomado de Browun, 1978)

I

ORGANOFOSFORADOS EN PECES LC,, EN ppbh.

COMPUESTO TRUCHA CAFE LOBINA

(48 bo) RAYADA (96 hr)

TEMEPHOS 1500 1000

| MALATION : i4 196
" METILPARATION 1738 47
I[ FENTION 453 930




ANEXQ 3. Comparacion de medias hematolégicas entre

concentraciones.
IL Hemoglobina | Mocto P.T.
m
Control r 91154 354231 6.3845
(0.4756) (2.3862) (1.5252)
10 ppm 5.7667 31.4000 3.8900
(0.4498) (2.1270) (0.7854)
20 ppm 4.9853 27.9706 3.1645
(0.4998) (2.2359) (0.4104)
30 ppm 49118 25.0294 2.1729
(0.2682) (1.6234) (0.3627)

ANEXO 4. TRATAMIENTOS CON DIFERENCIA SIGNIFICATIVA POR RANGOS
MULTIPLES DE TUKEY,

Hemoglobina ‘Microhematoerito | Proteina Total Plasma
C 10 |20 (30 (C i0 |20 |30 |C 10 (20 |30

C |C S * #* . * * . ¥ %
0 ]
N 10 * ——— | * * * T * * — | ® *
C 20 L * . * * e * * L _— %

30 * L s * * L e * *® * P

| —

* Diferencia significativa (P < 0.05) entre medias

II



ANEXO 5. Comparacién de medias del Recuento Diferencial . .
Controi | 10 ppm 20 ppm 30 ppm
Trombocito * 50.9000 . 65.0000 75.8667 79.897
Neutréfilo * 00.6000 01.3571 10.5333 10.7368
'LMonocito 00.2000 00,1429 00.6670 00.1053
Linfocito * ~ 42.8000 15.2114 14.4667 08.1579
Baséfilo 00.0000 00.0000 00.0000 00.1053
Eosinofilo 00.1000 00.0000 00.0000 00.1579

* = Diferencia Significativa (P < 0.05)entre tratamientos.

PORCENTAJE DE MORTALIDAD
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MEDIAS HEMATOLOGICAS
de lctalurus punctatus tratados
con abate (Temephos)

40
30
20
10
&
Hemoglobina Hematocrito Proteina Total
Hl control 10 ppm 20ppm &R 30 ppm
GRAFICA 3

MEDIAS HEMATOLOGICAS DE 10 ppm.
de /lctalurus punctatus
tratado con Abate (Temephos)

A0
30
\
20}
101
Hemoglobina Microhematocrito Proteina Total

Bl Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3

GRAFICA 4




MEDIAS HEMATOLOGICAS DE 20 ppm.
de lctalurus punctatus
tratado con Abate (Temephos)

o
30
—Na \ —

Hamoalobing Microhematocrito Proteina Total

BN Rep. 1 Rep. 2 Rep. 8

GRAFICA 5

MEDIAS HEMATOLOGICAS DE 30 ppm.
de lctalurus punctatus
tratado con Abate (Temephos)

B Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3

GRAFICA 6




~

MEDIAS DEL RECUENTO DIFERENCIAL

DEL BAGRE DE CANAL /ctalurus punctatus
con diferencia significativa (P<0.085)

100
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70
60
60

40
20

20
10

TROMBOGITOS NEUTROFILOS LINFOCITOS
CELULAS
Bl CcoNTROL 10 ppm 20 ppm

GRAFICA 7

Y a0 ppm

MEDIAS DEL RECUENTO DIFERENCIAL
DEL BAGRE DE CANAL /ctalurus punctatus

sin diferencia signlficativa (P«0.05)

1E

P 2
0. Nl 77 Sl 77wl
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Bl CONTROL 10 ppm 20 ppm
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