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Figura 42. Micronucleos observados en eritrocitos de Branquia de Oreochromis

niloticus colectadas de la Laguna de Sons0.100X. ........ccoieiiiiiieiiiiiiiieianenne. 85
Figura 43. Eritrocitos de Branquia de Oreochromis niloticus colectadas de Rio

Patia. 100X ..o
Figura 44. Micronucleo observado en eritrocitos de Branquia de Oreochromis

niloticus colectadas de Ri0 Patia. 100X, .....oooririii e
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LISTA DE ABREVIATURAS

AA: Alteraciones Adaptativas

AC: Alteraciones Citoplasméticas
AD: Alteraciones Degenerativas
AT: Alteraciones Tisulares

ADDE: Alteraciones en la Distancia de Difusion Efectiva
Mn: Micronucleo

F: Filamento

L: Lamela

B: Braquioespinas

AEF: Arteria Eferente del Filamento
AAF: Arteria Aferente del Filamento
D: Distal

P: Proximal

C: Cartilago

Mu: Musculo

Mn: micronucleo

NVC: Vasos Nutricios Acompafiantes
AAA: Arteria Aferente del Arco
EAA: Arteria Eferente del Arco

EL: Espacio interLamelar

EF: Espacio interFilamentar

TC: Tejido Conectivo

VC: Vaso sanguineo Central

Er: Eritrocito

Mc: Mucosa

Pr: Pericondrio

TEP: Tejido Epitelial Plano

CP: Célula Pilar

TE: Tejido Epitelial

FL: Fusion Lamelar

Hs: Hiperplasia

Hf: Hipertrofia

At: Atrofia

Ds: Displasia

VDt: Dilatacién de vasos sanguineos
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T: Tumefaccién

SLs: Sustratos Lisosomales

N: Necrosis

Cr: Cariorrexis

Vc: Vacuolizacién

Cl: Caridlisis

Ed: Edema

If: Inflamacién

LEp: Levantamiento del tejido Epitelial
CB: Conducto Biliar

V: Vena

Hp: Hepatocito

Cp: Capsula

S: Sinusoide

A: Arteria

LH: Lébulo Hepatico

VC: Vena Central

AcH: Acino Hepético

AP: Acinos Pancreaticos

L: Luz

CC: Célula Cilindrica

g: Granulo

FM: Figura Mitética

FMN: Fragmentacion de la Membrana Nuclear
FMC: Fragmentacion de la Membrana Celular
Ct: Citoplasma
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GLOSARIO

BIOMARCADOR: alteracién bioquimica o biofisica detectable, o manifestacion
celular ocasionada por estrés ambiental.

ERITROCITOS: células sanguineas con nudcleo encargadas de transportar
oxigeno a los tejidos del organismo, estas células fueron las empleadas en el
estudio para observar los micronucleos

HISTOPATOLOGIA: cambios morfologicos a nivel celular y tisular dados por
anomalias en el metabolismo por la integracién de sustancias extrafias y/o toxicos
en los organismos.

METALES: grupo de metales comprendidos entre el numero atémico
21(Escandio) y 84 (Polonio) de la Cuadro periddica. Se califican como
potencialmente toxico para los seres vivos. Se tuvo en cuenta el cromo, plomo y
mercurio para esta investigacion.

MICRONUCLEO: fragmento acentromérico o un cromosoma rezagado que no son
alados por el huso acromatico en la esta de anafase en la mitosis, estos son
envueltos por una membrana en la etapa de telofase y después de que se da la
citocinesis es cuando se va a observar que una de las dos células hijas tiene el
micronucleo.

TILAPIA NILOTICA (Orechromis niloticus): pez originario de Africa central y del
Norte.
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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 el efecto de la exposicion a metales (Cromo,
Plomo, Mercurio) mediante el uso de biomarcadores histopatologicos y
genotdxicos en Tilapia (Oreochromis niloticus) en la Reserva Natural Laguna de
Sonso, Valle del Cauca.

Se realizaron dos muestreos de los organismos expuestos, en la laguna de Sonso,
y dos muestreos testigo en el rio Patia, cubriendo las temporadas hiumeda y seca,
con un total de treinta y seis (36) peces. Se incluyeron en parafina y en resina, se
cortaron con microtomo y se tifieron con Hematoxilina- Eosina y Azul de Toluidina,
respectivamente. SimultAneamente, las muestras se observaron en un
microscopio Optico con un aumento de 10x y se tomaron fotografias de tres
filamentos de la branquia de cada individuo y se evaluaron con el software de
Analisis de imégenes. Para la prueba de micronucleos se realizaron extendidos de
sangre branquial tefiidos con Giemsa 5% (2000 células /pez).

Las alteraciones observadas con mayor frecuencia en branquia de Tilapia Nilotica
son las Adaptativas y Tisulares; mientras que, en hepatopancreas fueron las
Citoplasmaticas y Degenerativas. Los dos métodos diagnésticos (Andlisis de
imagenes y Observador) coinciden en los resultados tanto negativos como
positivos. La prueba genotoxica realizada fue estadisticamente significativa en la
Laguna de sonso: 4.78 Micronucleos con respecto a la encontrada en el Rio Patia:
0,15 Mn. Este incremento fue independiente de la época (no hubo interaccion:
p>0.05). Al comparar las dos épocas (seca MN 3.21 y Hiumeda: Mn 3.00) no se
identificé una diferencia significativa entre ellas para la induccion de micronucleos.
Al comparar los biomarcadores usados en Oreochromis niloticus se encontré una
correlacion estadisticamente significativa, complementandose.

Aunque los resultados histopatologicos y genotoxicos revelaron la presencia de
alteraciones, los niveles de acumulacién de los metales (Cromo, Plomo, Mercurio)
reportados en los tejidos de los peces colectados NO exceden los niveles
permisibles para la fauna acuatica.

Palabras claves: Tilapia nilotica (Orechromis niloticus), Microndcleos,
Histopatologia, Metales, Genotoxicidad, Biomarcador, Andlisis de imagenes.
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INTRODUCCION

El uso de los metales en actividades agroindustriales ha generado un desequilibrio
ambiental perturbando los ecosistemas y los organismos con efectos a corto
(téxico) y largo plazo (efectos mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos).

Es el caso de la Laguna de Sonso, una reserva natural ubicada en el Municipio de
Buga, en el Departamento del Valle del Cauca, que esta siendo afectada por la
gran actividad industrial (papel, textil, entre otras) y minera presente en sus
alrededores. En esta Reserva existen pocos reportes de investigaciones sobre los
efectos de los metales en organismos como los peces, especialmente en Tilapia
(Oreochromis niloticus); excepto, el trabajo realizado por Gischler en el 2005. De
otra parte no existen estudios en el cual se utlicen biomarcadores
histopatoldgicos y genotoxicos para evaluar los efectos de la exposicion a
diferentes contaminantes en la biota acuética en este ecosistema. Oreochromis es
un género ampliamente usado en estudios de mutagenicidad, genotoxicidad y
carcinogenesis por su sensibilidad (Cavas, Ergene-Gozukara. 2003). Por ello, una
especial atencion ha sido dada en varios estudios a los peces como posibles
monitores biolégicos en muchos campos de la ciencia (Bolis et al., 2001) incluida
la contaminacién genotdxica (Al Sabti y Metcalfe, 1995). Estos organismos
responden a agentes téxicos de forma similar a vertebrados superiores
permitiendo la evaluacién de sustancias que son potencialmente teratogénicos,
mutagénicos y carcinogénicos para humanos. Esto fue observado por De Flora et
al (1991) en una resefla de 53 paginas en los efectos de sustancias
carcinogénicas en peces. Ellos concluyeron que los resultados obtenidos en peces
son similares a los obtenidos en mamiferos en la metabolizacion de carcinégenos
(Lemos et al., 2007).

Los primeros estudios realizados in vivo e in situ en sistemas icticos, para evaluar
efectos genotoxicos, teratogénicos de aguas contaminadas (Hooftman y De Raat,
1982; Al-sabti, Metcalfe.1995; Grisolia, Cordeiro. 2000) demuestran lo ventajoso
que resulta el uso de organismos como los peces por la facilidad con que se
adaptan y mantienen.

Otra de las razones por lo cual se seleccioné la Tilapia Orechromis niloticus es por
ser una de las especies mas abundantes de la Laguna de Sonso. A demas, el
aprovechamiento de esta especie se centra principalmente en su tamafio y
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abundancia, apreciada para el consumo o comercializacion de subsistencia
(Axelrod et. al. 1992). Es asi como la Tilapia (O. niloticus) se convirti6 en la
especie de mayor importancia en la pesqueria por encima de especies
tradicionalmente importantes como el Bocachico. Su abundancia en la Laguna de
Sonso se atribuye principalmente a su resistencia a aguas anoxicas, amplia
tolerancia a la temperatura, amplitud en la dieta de acuerdo a la disponibilidad
ambiental, pocos depredadores naturales en la cuenca del alto Cauca,
reproduccion durante todo el afio puesto que alcanza su madurez sexual a los tres
meses, elevada fecundidad y proteccion de la prole (Royero y Lasso, 1992).

En la actualidad, se recomienda usar diferentes biomarcadores (Poonam, Farhat;
2004) que permitan evaluar interdisciplinarmente cualquier tipo de dafio causado
en un individuo por contaminantes (metales); por esta razon en el presente estudio
se usaron dos biomarcadores (genotoxico e histopatoldgico).

Se empled como biomarcador genotoxico la prueba de micronucleos en eritrocitos
de branquia de peces por la sensibilidad, facilidad de ejecucion, lectura, bajo
costo, efectividad y precisiéon (Hooftman y De Raat, 1982) en la evaluacion del
efecto genotdxico en aguas contaminadas y como biomarcador Histopatolégico se
aplica en la determinacion de dafios a nivel tisular causados por la acumulacion de
metales (rastreo de metales). Este ultimo biomarcador fue una herramienta muy
atil y de facil entendimiento en el presente investigacion en cuanto al rastreo de
metales se refiere, lo cual es confirmado por Rabitto et al., 2005.

Es de gran importancia dar a conocer los resultados de este proyecto a las
comunidades y entidades de control ambiental con el fin de apoyar la toma de
decisiones que ayuden a reducir el impacto ambiental generado por la actividad
industrial de esa zona.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Reserva Natural Laguna de Sonso, es uno de los humedales mas
representativos del Valle del Cauca. Su importancia ecoldgica radica en su alta
biodiversidad lo cual hace de ella un ecosistema estratégico en la regién, ademas
de su importancia sobre la regulacion hidrolégica del Rio Cauca. Su conexidn con
el Rio ha traido como consecuencia un deterioro de la calidad de sus aguas, por la
influencia de la carga de contaminantes en forma de sedimentos y vertimientos
agroindustriales, drenajes de la mineria y aguas negras de las poblaciones
humanas circunvecinas que fluyen a lo largo de la cuenca alta del Rio Cauca. La
actividad industrial en ciudades aledafias como Yumbo, Palmira y Cerrito son
responsables en gran parte de la contaminacion por metales de este ecosistema
(Gischler, 2005).

Las actividades antropicas han tenido un fuerte impacto en el ecosistema Bosque
Seco Tropical Inundable y su biodiversidad por la transformacion del paisaje y la
fragmentacion del habitat, la introduccidon y el transplante de especies,
sobreexplotacion de los recursos y contaminacion, asi como a causas indirectas
como la expansion agricola, débil capacidad institucional para reducir los impactos
y principalmente un desconocimiento del potencial estratégico de la biodiversidad
(Plan de Manejo Ambiental Integral - Humedal Laguna de Sonso- CVC, 2007).

Los metales son elementos esenciales para las plantas y animales, algunos de
ellos requeridos en pequefias cantidades llamados “elementos traza”, entre los
cuales se encuentra Co, Cr, Cu, Mo y Zn. Sin embargo, estos pueden ser toxicos
si se presentan en exceso como en el caso del Cd, Hg y Pb que no tienen ninguna
funcion bioldgica conocida y en consecuencia pueden producir serios problemas a
la salud humana.

Estudios como el de Gischler en el 2005 y el Plan de Manejo Ambiental Integral -
Humedal Laguna de Sonso- CVC en el 2007, describen varias problematicas que
se presentan en la Laguna de Sonso, los cuales han servido de guia para la
realizacion de nuestro trabajo:

e Construccion de la via Buenaventura — Buga (1968), en donde se

interrumpio en estaciones secas el flujo normal del agua de la Laguna de
Sonso hacia el Rio Cauca por taponamiento del Cafio Carlina (obstaculo
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para evacuacion de sedimentos), ademas, perdio profundidad. Para reducir
esto, se construy6 un canal que sin embargo no solucionaba los problemas
de sedimentos.

Construccion de la represa La Salvajina (1983), a pesar de regular el caudal
del rio Cauca y generar importantes ahorros por evitar costos de
inundacién, se ha observado la pérdida de fertilizacion natural de los
suelos, disminucion de la renovacion de las aguas en Madreviejas y
desaparicion paulatina de la mismas; confinamiento de la laguna de Sonso,
incrementado la tasa de sedimentacion en la laguna la cual redujo y limito la
cantidad total del agua de la laguna de Sonso.

Los cultivos de cafia presentes cerca de la Laguna han provocado el
crecimiento excesivo del Buchon de Agua que absorbe por sus raices
residuos de fertilizantes, herbicidas y pesticidas, entre otros (poblacion sin
saneamiento basico); teniendo en cuenta que estos van directamente al rio
Cauca. Agregado a esto, hay excesiva eutroficacion por la muerte y
descomposicion de los mismos en los sedimentos, provocando disminucion
del oxigeno disuelto del agua (condiciones andxicas).

Las poblaciones Puerto Bertin y Porvenir estan relacionadas directamente
con la Laguna, pues de ella depende su alimentacion, su mantenimiento y
Su economia.

Presencia de especies introducidas como la Rana castebiana, Oreochromis
niloticus, Eichhornia crassipes, las cuales han tenido poca regulacion
biol6gica y ecoldgica.

Aproximadamente el 70% de las aguas negras de Cali son descargadas
directamente al rio Cauca, pues las plantas de tratamiento ubicadas en
Cali, Yumbo y Palmira  solo hacen tratamiento primario (solidos
suspendidos).

La construccion del Relleno Sanitario Navarro esta ubicado cerca de un
acuifero del rio Cauca (a 5 Km). En 1969 cuando Navarro empezé a
funcionar solo se trataba de un contenedor y no le hacian tratamiento a los
lixiviados. Aunque actualmente se les realiza tratamiento a esta agua,
constituye un riesgo para la calidad del agua subterranea.

Limitacion geografica de la laguna y uso inadecuado de la misma: duefios
de predios suelen no respetar el area de proteccion de la laguna (30m
desde el borde), falta de reconocimiento del area que es propiedad de la
laguna de Sonso, extraccion ilegal de agua para riego de plantaciones, asi
como la utilizacion de motores fuera de borde en el espejo lagunar.
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Uno de los grupos que se utilizan como centinelas de genotéxicidad son los peces,
gue de igual forma brinda informacion de la calidad de las aguas, por la capacidad
de acumulacién de contaminantes y metabolizar xenobioticos. Debido a esto, se
escogio para este estudio el genero Oreochromis, el cual es ampliamente utilizado
en estudios de mutagenicidad, genotoxicidad y carcinogénesis (Cavas, Ergene-
Gozukara. 2003). Un problema grave es la amplificacion bioldgica
(biomagnificacién) de estos contaminantes en la cadena tréfica, por esta razén
evaluamos una especie altamente consumida por las comunidades asentadas
cerca a la laguna conocida como Tilapia (Oreochromis niloticus) (Gischler, 2005;
Plan de Manejo Ambiental Integral - Humedal Laguna de Sonso- CVC, 2007).

Segun el Plan de Manejo Ambiental Integral de la Laguna de Sonso (CVC, 2007),
los metales son bioacumulables: a mas alto en la cadena tréfica mas alta la
toxicidad:

e Nivel I: Algas y detritus
¢ Nivel II: Invertebrados benténicos y Fitoplancton
¢ Nivel lll: Zooplancton

¢ Nivel IV: Ictiofauna omnivora (como tilapia y corronchos). Los piscivoros
son los que acumulan mayor cantidad de metales porque se alimentan
de peces contaminados (Humanos, camarones, bagres, tucunaré, etc.)

Hay tres principales tipos de peces en la Laguna de Sonso, las cuales son
consumidas por la gente diariamente, estas son: La Tilapia (Oreochromis niloticus)
la cual se escogié como organismo de estudio, Bocachico (Prochilodus reticulates)
y Corroncho (Chaetostoma fischeri) (Escobar, 1998).

Los peces representan el ultimo nivel tréfico de la cadena alimenticia acuatica y
reaccionan sensiblemente a cambios ambientales. El uso de peces en el estudio
de la calidad del agua es ventajoso comparado con las pruebas in vivo
tradicionales con mamiferos porque ellos dependen del ambiente acuatico donde
ocurre la deposicion significante de contaminantes ambientales. Estos organismos
son biomonitores de estrés o cambios ambientales que podrian afectar la
diversidad genética de las poblaciones acuaticas. Las poblaciones sometidas a
estrés ambiental son probables para tener una diversidad genética y un estado se
salud disminuidos, siendo mas susceptibles a efectos de cambios ambientales
futuros (Lemos et al., 2007).

Con base en la problematica expuesta, se plantearon las siguientes preguntas de
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investigacion:

¢La exposicion a metales induce micronucleos en los eritrocitos de la
branquia y dafos en los tejidos de Oreochromis niloticus?

¢Existe una relacion entre los biomarcadores histolégicos y genotdxicos
respecto a los niveles de contaminacién de metales en el ecosistema?

1.1. Hipotesis

Si la exposicibn a metales afecta la especie Oreochromis niloticus, se
espera que se incremente la frecuencia de micronucleos en eritrocitos de
peces expuestos con relacién a la frecuencia de micronicleos de peces no
expuestos.

Los niveles de acumulacion de metales se veran reflejados en la presencia

de lesiones celulares y en los tejidos estudiados de los organismos
expuestos en contraste con los organismos testigo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicién a metales (Cromo, Plomo, Mercurio) mediante el
uso de biomarcadores histopatolégicos y genotoxicos en Tilapia (Oreochromis
niloticus) en la Reserva Natural Laguna de Sonso, Valle del Cauca.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar una evaluacion del efecto genotdxico in vivo por exposicion a
metales en eritrocitos de branquias de Tilapia (Oreochromis niloticus)
mediante la presencia de micronucleos.

e Determinar la frecuencia de micronucleos de los peces expuestos versus
no expuestos.

e Evaluar las alteraciones histologicas de Branquia 'y Hepatopancreas en
Oreochromis niloticus.

e Relacionar los niveles de concentraciéon de metales con los biomarcadores
usados en Hepatopancreas y branquia.
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3. JUSTIFICACION

El impacto sobre el medio natural creado por actividades agroindustriales,
crecimiento demografico y economico, suelen reflejarse en la pérdida de
biodiversidad, en forma de empobrecimiento de los ecosistemas, contraccion de
las areas de distribucion de las especies e incluso extincion de razas locales o
especies enteras.

La Laguna de Sonso por su cercania a la zona industrial de Yumbo (Valle del
Cauca) estd expuesta a contaminacion por parte de los desechos expulsados de
las fabricas, emanacion de gases como el dioxido de carbono, residuos organicos
e inorganicos producidos por la comunidad aledafia, mostrando la presencia de
metales (Cromo, Plomo y Mercurio) en dicho ambiente natural. Debido a esto, los
organismos que viven en dicha laguna también son afectados por las causas
anteriormente mencionadas, especialmente los organismos acuaticos que
metabolizan directamente esas sustancias por pertenecer a ese medio. A demas
Los residuos de las actividades industriales, agricolas y mineras son los
responsables del aporte de los metales a las corrientes superficiales. Los metales
son muy contaminantes debido a que no son biodegradables, son bioacumulables
en formas orgénicas e inorgéanicas y permanecen en el ambiente por largos
periodos de tiempo (Gischler, 2005; Plan de Manejo Ambiental Integral - Humedal
Laguna de Sonso- CVC, 2007).

Gischler (2005) identifico las vias de migraciéon de metales (Mercurio. Plomo y
Cromo) hacia la Laguna de Sonso por el Rio Cauca. En este estudio se encontr6
que el mercurio y plomo en sedimentos no sobrepasan los estandares
establecidos para los diferentes usos en el Decreto 1594/84 del Ministerio de
Agricultura (limite para el Mercurio: 10-100ppm; Plomo 0,5-2,0ppm), mientras que
el cromo supera la norma establecida por la EPA (1-20ppm).

El uso de biomarcadores es muy comudn, en este caso se utiliz6 un biomarcador
histopatoldégico que arroj6 informacion acerca de los eventos continuos de
exposicion de agentes toxicos que causan alteraciones histologicas en tejidos
como el Hepatopancreas y la branquia de la Tilapia (Oreochromis niloticus). Algo
muy importante es que estos biomarcadores son herramientas extrapolables a
poblaciones humanas, lugares e individuos inaccesibles (Poonam, Farhat; 2004).
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La histopatologia es una herramienta util y poderosa para estudios toxicoldgicos
en la evaluacion de metales como el Plomo, Cromo, Mercurio (de interés en
nuestro estudio) y otros metales, ya que, la histopatologia de un organismo
representan el tiempo de integracion del impacto endégeno y exdgeno. Ademas,
sirve como alarma temprana de un efecto que se expresa a largo plazo y que
muchas veces es irreversible (Rabitto et al.; 2005).

Los micronucleos, son cuerpos citoplasmaticos de naturaleza nuclear que se
originan por roturas cromosomicas que pasan a las células hijas. Una de las
causas es la exposicion a agentes genotdéxicos como los metales evaluados
(Cromo, Plomo y Mercurio), por esta razén es importante determinar lo qué se
conoce como un nivel “aceptable” de dafio genético, realizando ensayos de
genotdxicidad de manera rutinaria en poblaciones de riesgo. Los organismos
acuaticos como los peces han sido empleados desde muchos afios para detectar
la polucion acuatica y determinar la actividad genotoxica de diferentes sustancias
en ambientes acuaticos (Hooftman y De Raat, 1982).

Este modelo cobra importancia por la gran similitud entre el sistema enzimatico del
metabolismo del pez y de los vertebrados superiores, que a menudo responde a
los quimicos téxicos de manera muy parecida y por lo tanto pueden emplearse
para determinar el potencial efecto mutagénico, carcinogénico y teratogénico a
mediano y largo plazo en el hombre.

El ensayo de micronucleos es ahora considerado un ensayo practico,
universalmente validado y de facil acceso, para evaluar la inestabilidad genética
inducida por agentes genotoxicos (Fenech, 2000).

La combinacién de biomarcadores genotoxicos e histopatolégicos proporcionaron
una mayor sensibilidad y precision en los resultados del presente trabajo, sobre
los efectos inducidos por contaminacion ambiental, en donde se conocen las
causas Y las relaciones entre la exposicion a los contaminantes (metales) y su
respuesta a nivel biolégico (Rabitto, et al., 2005; Sanchez, 1998; Elahee, 2006;
Raldua, 2006; Kakkar, 2005).

En consideracion a las razones anteriormente expuestas y con base a la
problematica ambiental de la Laguna de Sonso se hace necesario mayor numero
de estudios multidisciplinarios con el uso de biomarcadores para la evaluacion y
monitoreo ambiental de ecosistemas de gran importancia como los humedales con
el fin de desarrollar estrategias para darle soluciones seguras a esta problematica.
De otra parte, este es el primer trabajo con la aplicacion de biomarcadores en este
ecosistema el cual se constituye un aporte preliminar en la implementacion de
metodologias novedosas y complementarias a las tradicionales.
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4. ANTECEDENTES

Autores como Pooman et al (2004), Viarengo et al (2007) y Kakkar et al (2005)
hicieron énfasis en los biomarcadores como herramientas indispensables en la
identificacion de exposicion a tdxicos como los metales, dando a conocer algunos
de los efectos en la salud humana de metales como el plomo, cromo, cadmio,
arsénico y mercurio. Ademas, de las ventajas de usar diferentes biomarcadores en
la obtencidn de resultados mas precisos.

Cajaraville et al (2000) propone el uso de biomarcadores para evaluar el impacto
de la contaminacién ambiental por contaminantes como metales, xenobioticos, y
componentes organometélicos, teniendo en cuenta biomarcadores como la
induccion de metalotioneinas, inhibicion de la acetilcolinesterasa, induccion de
citocromo P450, desestabilizacion de la membrana lisosomal y proliferacion de
peroxisomas. Los organismos que tuvo en cuenta para su estudio fueron Nucella
lapillus, Ocenebra erinacea, Nassarius reticulatus, Murex(Hexaplex)trunculus,
Thaishaemastoma y Bolinus brandaris, encontrando resultados positivos en
cuando a los efectos de contaminantes.

Hay muchos cientificos que usan organismos centinelas (peces) como modelos en
la investigaciéon de cultivo de tejidos, ecotoxicologia, farmacologia, genética, entre
otros campos. Dentro de estos autores se incluyen Viarengo et al (2007) y Bolis et
al (2001), quienes también propusieron el uso de biomarcadores en monitoreos
ambientales teniendo en cuenta organismos (centinelas) que desarrollan sindrome
de estrés por exposicion a diferentes contaminantes en, desarrollando conceptos
sobre los biomarcadores y su uso.

Evans (1987) sugiere que la branquia de peces puede ser usada como modelo en
estudios de los efectos generales de los téxicos en el transporte de iones en
membranas epiteliales branquiales; usando el pez Opsanus beta.

Has-Schon et al(2006) realizaron una investigacion sobre la concentracion de
metales como el mercurio, plomo, cadmio y arsénico en cinco especies de peces
(Cyprinus Carpio, Tinca tinca, Leuciscus svallizi, Mugil cephalus y Anguilla
anguilla) del Rio Neretva (Croacia) incluidos en la dieta humana, por medio de la
espectrofotometria de absorcién atomica en dérganos como el musculo, rifidn,
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higado y branquia, concluyendo que por lo general la parte consumida del pez
(musculo) contiene menos cantidad de metales que los otros érganos estudiados.

Castro et al (2008) realizan estudios sobre las implicaciones del consumo de
peces contaminados con metales en poblaciones humanas y los problemas de
bioacumulacién. Mencionaron que este ultimo dependia de diferentes factores
intrinsecos (peso, edad, talla, sexo del pez) y extrinsecos (temperatura, pH,
oxigeno disuelto en el agua y forma quimica del metal), en su estudio tuvieron en
cuenta el mercurio, cadmio, plomo y arsénico en peces como Barbudo, Carpa,
Salmon, Bagre y la Anguila de Espafia y Egipto. Rabitto et al (2005) realizé un
estudio similar pero se centr6 en el plomo y tributiltin en Hoplias malabaricus
usando la microscopia de luz y electronica de transmision.

Rank et al (2007) destacé la importancia de los biomarcadores y su correlacion
positiva con el dafio en el ADN vy la inhibicién de | a acetilcolinesterasa por toxicos
(quimicos industriales) en Mytilus edulis (Dinamarca).

Perry et al (1997, 1998) relaciond y establecié la importancia de las células cloruro
de la branquia con la transferencia de gases y osmoregulacion iénica en peces
dulceacuicolas, estableciendo que lamelas con grosores mayores a 7 micras
minimizan la eficiencia respiratoria. Pratap et al (1993) mencionaron lo mismo pero
en Oreochromis mossambicus expuesta al cadmio.

The et al (1997) Pawer et al (1998) evaluaron los cambios ultraestructurales en
higado, rifidn, bazo y branquia de peces. En Salmo trutta y Barbatula barbatula
expuestos a contaminantes, encontraron alteraciones como dilatacion del reticulo
endoplasmatico, hiperplasia, hipersecrecion, levantamiento epitelial, gran nimero
de células mucosas; en Lepomis auratus, colangiomas en higado y bazo; en
Micropterus salmoides, hiperplasia ductular y preductular biliar, hepatocitos
baséfilos hiperplésicos y lipidosis.

Poleksic et al (1999) evaluaron bioquimica e histolégicamente los efectos del
Trifluralin (herbicida) en la Carpa, encontrando en higado, rifién y branquia
alteraciones como vacuolizacion de hepatocitos, hiperplasia, fusion lamelar,
edema subepitelial e hipertrofia de células cloruro.

Pacheco et al (2002) se basaron en la biotransformacion de los toxicos
(benzopireno, hidrocarburos aromaticos policiclicos) y sus efectos a nivel
genotoxico e histopatologico en Anguilla anguilla L., hallando alteraciones
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branquiales como hipertrofia, recubrimiento de lamelas secundarias,
vacuolizacion, necrosis, atrofia de hepatocitos, agregados de macréfagos en
organos como la piel, higado y bazo. En 2003, Thophon et al., encontraron en el
Robalo alteraciones similares en branquia, higado y rifidn por exposicion aguda y
subcronica al cadmio.

Afirmando lo anterior, Nero et al (2006) mencionan que los cambios
histopatolégicos en branquia e higado de Perca flavescens y Carassius auratus
acusados por exposicion a arenas petroliferas (Acido naftenico, hidrocarburos
aromaticos policiclicos) producen dichas alteraciones en branquia mediante el uso
de indices morfométricos.

Cengiz (2006), Raldua et al, Ayas et al (2007), Giari et al (2008); realizaron
estudios similar en branquia, rifién, higado, intestino y musculo de Cyprinus
Carpio, Barbus graellsii, Dicentrarchus labrax y Alburnus alburnus por exposicion
al deltametrin y metilmercurio, respectivamente. Estos autores emplearon la
microscopia de luz y electronica de transmision para sus estudios.

En cuanto a metales como el cadmio y cromo, Alazemi et al (1996), Giari et al
(2007); evaluaron sus efectos ultraestructuralmente en cuanto al dafio branquial
en Gnathonemus petersii, Dicentrarchus labrax, encontrando alteraciones
similares a las mencionadas anteriormente.)

En el mismo afio, Zhang et al, evaluaron el impacto ambiental por contaminacion
con mercurio en China, teniendo en cuenta los efectos adversos para la salud de
las poblaciones residentes en lugares contaminados con este metal.

Bernet et al (1999) propuso un protocolo pionero para la evaluaciéon de cambios
histopatoldgicos en peces. Esta publicacion fue tenida en cuenta en la mayoria de
las investigaciones mencionadas y relacionadas con la contaminacién ambiental
acuética.

Ferguson (2006) redact6 un atlas sobre las patologias sistémicas presentadas en
teledsteos teniendo en cuenta sus patrones normales, haciendo descripciones de
organos como branquia, higado, rifidn, bazo, entre otros.

Escobar en 1998, realizé un estudio hidrobiolégico de la laguna de Sonso, con el
apoyo de la Universidad del Valle y la CVC.
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En el 2007 se desarroll6 el Plan de manejo ambiental integral - humedal laguna de
sonso - municipio de Guadalajara de buga. ASOYOTOCO, Corporacién Autbnoma
Regional del Valle del Cauca direccion técnica ambiental (convenio 136 de 2005).

Gischler (2005) investigd en la Laguna de Sonso las rutas de traslado de metales
como el cromo, plomo, mercurio y sus consecuencias para las poblaciones
aledafias que consumen especies como la Tilapia (Oreochromis niloticus), Rana
toro, Corroncho y también tuvo en cuenta el Jacinto de agua.

En cuanto al empleo de andlisis de imagenes tenemos:

De los estudios tenidos en cuenta, el mas antiguo es el que realizaron Lewis et al
en 1975, donde se evalué morfométricamente la branquia de Lampetra fluviatilis,
contando el numero de filamentos y lamelas (por filamento) por medio de un
medidor automatico de area.

Posteriormente otros autores como Sanchez et al (1997 y 1998) plantearon
algunos parametros morfométricos como la hiperplasia, edema lamelar,
inflamacion, fusién lamelar, densidad de células mucosas y engrosamiento lamelar
(porcentajes de extension) en Oncorhynchus mykiss asociado a contaminacion por
cloraminas y formalina (uso en acuicultura); empleando la microscopia eléctronica
de transmision y de luz.

Mondadori et al (2007) realizaron una caracterizacion morfométrica ultraestructural
en foliculos ovaricos de Bubalus bubaliso, usando la microscopia de luz y
electrénica de transmision para medir el diametro de los foliculos primordiales,
primarios, secundarios y el oocito. En el mismo afio Elahee et al plantearon
parametros hematoldgicos e histopatolégicos en branquia de tres especies
de.peces (Scarus ghobban, Epinephelus merra, Siganus sutor) muestreados en
una laguna localizada al oeste de Mauritius

Narvaez et al (2005) hicieron morfomediciones en poblaciones naturalizadas y
domesticadas de la tilapia del Nilo Oreochromis niloticus (Teleostei: Cichlidae) en
el norte de Colombia, identificando tres morfotipos, uno para cada categoria de
sistema (dulceacuicola, estuarino y alcalino).

Sanz et al (2006) afirmaron que la morfologia de diferentes drganos y/o
estructuras, mediante la valoracién a simple vista o a través de una imagen,
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requiere una valoracibn mas precisa para la cuantificacion de determinadas
estructuras por medio de una herramienta que brinda informacién adicional sobre
la forma y el estado en que se encuentran los elementos en estudio, el analizador
de imagenes.

Castrillon en el 2006 program6 un analizador de imagenes para que realizara
medidas autométicas previas a la estandarizacion de esta técnica de
procesamiento digital de imagenes en el analisis de biopsias renales

Verjan et al (2001) realizaron la sistematizacion y caracterizacion de las lesiones
branquiales de la Cachama blanca (Piaractus brachypomus) de -cultivo
clinicamente sana y algunas interacciones hospedador-patégeno-ambiente.

En el campo de la toxicologia acuatica inicio la experimentacion con especies
icticas. Los peces son cada vez mas utilizados como modelos experimentales en
estudios de biomédica.

La prueba de micronucleos representa una herramienta importante para el
diagnostico ambiental de areas bajo la influencia humana, para detectar agentes
mutagénicos (Belfiore y Anderson, 2001). Sin embargo en vertebrados acuaticos
esta prueba ha sido ampliamente usada para probar la influencia de
contaminacion en ambientes acuaticos especialmente en peces (Al-Sabti y
Metcalfe, 1995; Sanchez-Galan et al., 1998; Ergene et al., 2007; Deguchi et al.,
2007).

Hooftman y De Raat en el afio 1982, modificaron la prueba de micronucleos,
siendo los primeros investigadores en utilizar eritrocitos de sangre periférica de
peces bajo condiciones de laboratorio, evaluaron el Etilmetanosulfonato en Umbra
pygmea, la ruta de exposicion utilizada fue intraperitoneal, obteniendo resultados
positivos.

En el estudio del efecto genotdxico en eritrocitos de branquia de Tilapia
mossambica (Oreochromis mossambica) con Cloruro de Cadmio, evaluado por
Manna y Sahukhan en 1986, se encontr6 una frecuencia de 127 micronucleos
comparado con un numero espontaneo de 10 micronucleos en 1000 células.
Simultaneamente extrajeron las células de rifidn, donde encontraron frecuencias
de micronucleos significativamente mas altas en los peces expuestos comparados
con la frecuencia de los peces expuestos al control negativo.

Das y Nanda en 1986, estudiaron los desechos contaminantes de rios de una
fabrica de papel utilizando eritrocitos de pez gato (Heteropneustes fossilis), donde
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se obtuvo un incremento en las frecuencia de micronicleos a medida que
aumentaban las concentraciones.

En 1987, Hose et al, en un estudio in situ investigaron la genotoxicidad de
hidrocarburos clorinados DDT y PCB en eritrocitos de corvina blanca
(Genyonemus lineatus) y en cabrilla sargacera (Paralabrax clathratus)
encontrando en las areas contaminadas frecuencias mas elevadas que las de las
areas menos contaminadas de California del sur.

Al-Sabti y Hardig en 1990, probaron la induccion de microndcleos en eritrocitos de
Perca (Perca Fluviatilis L.) expuesta a desechos industriales en el mar Baltico, los
resultados de esta investigacion mostraron una disminucién en la induccion de
frecuencia de microndcleos con el incremento en la distancia de los sitios de
muestreo de los puntos de descarga de desechos.

Para determinar si existen compuestos contaminantes De Flora et al en 1993,
emplearon Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), encontrando que el dafio
citogenético fue demostrado por un incremento en la frecuencia de micronucleos
en eritrocitos de sangre periférica de 0.3% a 1.1%.

Los efectos genotdxicos de bajas concentraciones de Mercurio Hg *2, Selenio VI,
Cloruro de Metilmercurio (CHsHgCI) fueron analizados por Al-Sabti en 1994, en
una prueba in vitro con eritrocitos binucleados de Carpa prusiana (Carassius
auratus gibelio), en donde se utiliz6 citocalasina para bloquear la citocinesis, los
resultados mostraron una frecuencia de micronucleos elevada en la dosis
dependiente en todos los tratamientos comparados con los controles.

Al-Sabti en el afio 1995, desarroll6 la técnica del bloqueo de citocinesis de células
hepéticas de Trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) evaluando metales como el
selenio, mercurio y metil-mercurio y junto con Metcalfe, realizaron una revision de
la literatura sobre los efectos clastogénicos de agentes quimicos y fisicos en
células de peces con énfasis en la induccion de micronucleos en teledsteos.

En 1996, Minissi et al, emplearon eritrocitos de Barbo (Barbas perplejus) de dos
ambientes naturales y detectaron mutdgenos en agua natural en riveras del Tibet y
Mignone mediante un muestreo en diferentes épocas del afio.

Sanchez et al en 1997, determinaron el numero de micronucleos en eritrocitos de
rifidn de Salmoén (Salmo trutta), expuestas a contaminantes por influencia
antropica en los diferentes ecosistemas acuaticos de Asturias (Espafia).
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Grisolia y Starling en el 2000, monitorearon tres sitios en diferentes estados de
antropizacion del lago Parana en Brasil, utilizando las especies Tilapia herbivora
(Tilapia rehendais) y Carpa comun (Cyprinus carpio) en las cuales la frecuencia de
micronucleos fue muy baja con una diferencia estadistica no significativa entre los
sitios muestreados aunque la frecuencia en los peces tratados con ciclofosfamida
fue muy alta.

En 2002, Grisolia y Palhares, realizaron una comparacion entre la frecuencia de
microndcleos de eritrocitos de rifidn y branquia en Tilapia herbivora (Tilapia
rehendais), Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) con tratamientos de mitomicina
C vy ciclofosfamida. La frecuencia de eritrocitos micronucleados varié
significativamente entre los individuos tratados pero no entre la frecuencia de
microndcleos de rifidén y branquia. Teniendo la tilapia herbivora niveles mas altos
de eritrocitos micronucleados en comparacion con la tilapia nilotica.

La investigacion del efecto cito-genotéxico de efluentes de industrias textiles en
Tilapia nilotica (Oreochromis niloticus), mediante la prueba de micronucleos en
eritrocitos de branquia realizado por Cavas y Ergene-Gozikara en 2003, obtuvo
una frecuencia de microndcleos significativa. En este mismo afo, en la
Universidad del Cauca, Mufioz y Guerrero, realizaron la induccion de microndcleos
in vivo e eritrocitos de branquias de Oreochromis niloticus por efecto de Roundup,
encontrando que el numero promedio de micronicleos se incrementa
significativamente respecto a las concentraciones de Roundup que varia entre 4.2
y 7.6 micronucleos/2000 células.

En el afio 2004, Russo et al. probaron el dafio biolégico causado por la exposicion
de Gambusia holbrooki a agentes mutagénicos presentes en las aguas
contaminadas del Rio Samo. Los resultados indicaron unos valores
estadisticamente mas altos de micronucleos en los individuos de Rio Samo que
los micronucleos de los individuos muestreados de las aguas del crater de la
Reserva Natural de Astroni como controles negativos.

Los efectos mutagénicos de la contaminaciébn por mercurio por la prueba de
microndcleos en tres especies de peces amazonicos realizado por Porto et al
(2005), determiné que las frecuencias medias de micronucleos observados en
Prochilodus nigricans (detritivoro), Mylossoma duriventris (omnivoro) y Hoplias
malabaricus (piscivoro) del Ri6 Madeira (area contaminada) fueron
significativamente mas altos que las frecuencias de las mismas especies del Ri6
Solimoes (area no contaminada).
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Souza et al en el afio 2006, evaluaron la calidad del agua del Rio Paraiba do Sul
en Brasil, afectado por los efluentes de una planta procesadora de petréleo,
empleando eritrocitos de Orechromis niloticus para las pruebas de micronucleos y
alteraciones nucleares encontrando como resultado una alta incidencia en ambas
pruebas.

Talapatra y Barnerjee en 2007, para la determinacion de los efectos genotdxicos
en la especie Labeo bata, utilizaron los eritrocitos de branquia y rifidn para la
deteccién de micronucleos y nucleos anormales. En los resultados se obtuvo
diferencias significativamente altas para las frecuencias de micronucleos en la
branquia y rifién de los peces experimentales.

En el aflo 2008, Linde-Arias et al analizaron los efectos de contaminacion en el
Rio Paraiba do Sul en Brasil usando la especie Orechromis niloticus, empleando
un conjunto de biomarcadores como: un biomarcador de la salud individual de los
peces, un biomarcador genotoxico: la prueba de microndcleos; y biomarcadores
especificos de exposicion a contaminantes tales como Metalotioneina y la
actividad de la acetilcolinesterasa. Este estudio muestra la utilidad de integrar
biomarcadores para definir la exposicion y los efectos antropogénicos entre los
sitios impactados y los de referencia en este cuerpo de agua.

Hoshina et al en 2008, para determinar la calidad del agua de Ri6 Atibala en
Brasil, el cual recibe en un &rea la descarga de efluentes de una refineria de
petréleo, utilizaron para las pruebas de micronuicleos y alteraciones nucleares los
eritrocitos de Orechromis niloticus, obteniendo como resultado que los
tratamientos usados por la refineria disminuyen el dafio citogenético, aunque no
es completamente efectivo.
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5. MARCO TEORICO

Los metales son un grupo de metales comprendidos entre el numero atdmico 21
(Escandio) y 84 (Polonio) a excepcion el aluminio con numero atémico 13
considerado como Metal Pesado, estos califican como potencialmente toxicos
para los seres vivos (Gischler, 2005).

El Mercurio es un metal pesado conocido por su insolubilidad en agua y
solubilidad en &acido nitrico, cuando aumenta su temperatura produce vapores
toxicos y corrosivos, mas pesados que el aire, es dafiino por inhalacion, ingestion
y contacto, ademas la exposicion prolongada o repetida puede provocar lesiones
en rifiones, cerebro y sistema nervioso (Guia de Proteccion Ambiental, 2006). El
nivel de acumulacién del mercurio depende de la edad, talla y nivel tréfico (Wong,
2007). Por ello, organizaciones como la EPA en 1999, establece la dosis de
referencia (RfD) para el consumo de alimentos contaminados o expuestos al
Mercurio (0,1 pg (Kg bw d)).

El Plomo es muy utilizado en la industria (6xidos de plomo, el tetraetilo de plomo y
los silicatos de plomo), forma aleaciones con muchos metales, y, en general, se
emplea en esta forma en la mayor parte de sus aplicaciones. Es téxico en forma
de Pb*2 y produce envenenamiento por su uso inadecuado y mala manipulacion, y
por una exposicion excesiva a los mismos. El plomo no cumple ninguna funcién
esencial en el cuerpo humano, este puede principalmente hacer dafio después de
ser tomado en la comida, aire 0 agua, siendo capaz de causar varios efectos no
deseados en cierto tipo de individuos, como son: perturbacion de la biosintesis de
hemoglobina y anemia, incremento de la presion sanguinea o taquicardia, dafio a
los rifiones y en el sistema urinario, entre otras (Guia de Proteccion Ambiental,
2006). Especificamente, el Plomo inhibe o inactiva enzimas por union al grupo
sulfidrilo de las mismas (Gwalteney- Brant, 2002), a demas, se dice que una dieta
baja en calcio, puede aumentar significativamente los niveles de plomo en sangre
(Borden et al., 1992). En el 2001 la EEC establecié, que se pueden consumir
peces con concentraciones menores a 0,2 mg/Kg bw.

El Cromo es toxico en sus estados de oxidacion Ill y VI, produce incorrecto
intercambio entre cromatidas hermanas, reacciones alérgicas (erupciones
cutaneas), debilitamiento del sistema inmune, dafio en los rifilones e higado, otras
alteraciones del material genético, cancer de pulmén y muerte, entre otras. Hasta
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el momento no se conoce coémo el Cromo se acumula en los peces, pero altas
concentraciones del mismo pueden ocasionar dafios a las branquias de los peces
gue nadan cerca del punto de vertido (Guia de Proteccion Ambiental, 2006).

Los metales también se pueden acumular en la flora y fauna acuéatica. El principal
medio de transporte de los metales en las aguas es a través de los sedimentos
como de solidos suspendidos (Cantera y Blanco 2001, Pefia, et. al. 2001). La
persistencia de metales como plomo, cromo y mercurio en el medio ambiente al
igual que otros contaminantes metalicos, es desfavorable para la flora y fauna, con
repercusiones indeseables para los humanos. De igual manera se manifiesta en
los sistemas acuaticos, debido a que en algunos casos las reacciones de estos
elementos desencadenan formas mas toxicas del metal (Silverberg, et al1975;
Happala,1998), reflejandose en la biomagnificacion de estos contaminantes en la
cadena tréfica (Arkhipchuk, Garanko; 2005).

En el medio acuatico, los contaminantes sufren procesos de transformacion que
alteran de una u otra manera su capacidad toxica, a saber: a) biologicos, por
asimilacion en la biota local, como plancton y peces, y en Ultima instancia al ser
transferidos a organismos superiores, como aves acuaticas y el hombre y b)
quimicos vy fisicos, por adsorcion en el material suspendido, intercambio idnico,
floculacion y precipitacion al ambiente sedimentario, que constituye asi un
depdsito importante del ambiente acuético. Por lo tanto, la deteccion temprana de
elevadas concentraciones de estos contaminantes en los cuerpos de agua como
rios o lagos es de vital importancia para su conservacion (Viarengo, et al.; 2007).

Se tiene informacion donde afirman que aun a bajas concentraciones, los metales
tienen la habilidad de ser toxicos y perjudiciales (Satoh, 2000; Devlin, 2006; Hinton
et al., 1978; Hinton et al., 1990; Alazemi, 1996; Pawer et al., 1998; Topo6n, 2003;
Mallat, 1985; Giari et al., 2007; Braunbeck, 1998); ademds, se correlacionan
positivamente las concentraciones de metales en agua con las concentraciones de
los mismos en los tejidos de peces (Svobodova et al., 1996).
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5.1. Biomarcadores

Autores como Elahee en el 2006, Kakkar, 2005, Raldua en el 2006, Poonam y
Farhat en el 2004, entre otros, proponen el uso de marcadores biolégicos a nivel
molecular y celular como herramientas sensibles de “alarma temprana” para medir
la calidad ambiental. Existen diferentes tipos de biomarcadores entre los cuales se
tienen los de exposicion que indican cuando un organismo ha sido expuesto a
contaminantes y los de efecto que revelan la magnitud de la respuesta de los
organismos a los contaminantes.

Los biomarcadores son medidas sensibles a nivel molecular y celular de
organizacion bioldgica, ya que en estos niveles ocurre la interaccion inicial de los
contaminantes con los organismos, sirviendo como sefales de alarma temprana
de efectos en los niveles superiores de individuo, poblacion o ecosistema. Para
gue los efectos de los contaminantes sean evidentes en el ecosistema, el primer
nivel de interaccion es el molecular—celular. Este nivel de organizacion es ademas
el ideal para estudiar relaciones causa-efecto y los mecanismos de accion de los
contaminantes (Poonam, Farhat; 2004).

Gutierrez et al (2003) define el termino de biomarcador como “alteraciéon
bioquimica o fisiologica detectable, o manifestacion celular ocasionada por estrés
ambiental. Estos autores proponen que cualquier sistema celular el cual
experimenta una alteracion fisioldgica detectable bajo la influencia de un
contaminante o estrés ambiental puede ser considerado como un biomarcador
celular y las moléculas involucradas en esta alteracion o cambio fisiol6gico pueden
ser consideradas biomarcadores moleculares. Ademas afirman que: los
biomarcadores pueden ser indicadores bioquimicos, histologicos y fisiolégicos,
tienen alta sensibilidad y especificidad en nivel molecular y citolégico y sus
respuestas pueden servir como alarma temprana para un previo estrés por dafio
fisioldgico o impacto ambiental.

El biomonitoreo de la polucién en ecosistemas con el uso de técnicas histolégicas
de microscopia optica y electrénica ha recibido especial atencion en los ultimos
anos. Organizaciones internacionales tales como WHO (World Health
Organization) — FAO (Food and Agriculture Organization) tienen una reconocida
bateria de biomarcadores celulares como herramienta util para la evaluacién de
ecosistemas marinos. Estos biomarcadores representados en estudios
histopatolégicos e histoquimicos son de gran utilidad en la deteccion de diferentes
tipos contaminantes entre ellos los metales (Domouhtsidou, Dimitriadis; 2004;
Abdallah, 2001).
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Nicholson y Lamb (2005), recomiendan estudios en tejidos de branquias,
diverticulos digestivos y rifiones como biomarcadores histolégicos, evaluando en
estos la presencia de “inclusiones granulares”. La existencia de estas ha sido
descrita en los tejidos en un amplio rango de animales y se sugiere que individuos
en ambientes altamente contaminados contienen una alta frecuencia de estos
granulos.

5.1.1._Biomarcadores Histopatolégicos. Muy utilizados como indicadores de
toxicidad en 6rganos, especialmente en Hepatopancreas y branquia (Sanchez et
al., 1997; Pooman et al, 2004; Viarengo et al, 2007; Cajaraville et al, 2000; Evans,
1987; Rank et al, 2007; Kakkar et al, 2005; Bolis et al, 2001; Has-Schon et al,
2006) de peces, en donde, por medio de cambios morfolégicos a nivel celular y
tisular se pueden inferir anomalias en el metabolismo por integracion de
sustancias extrafias en dichos organismos expuestos a contaminantes como los
metales pesados (Pacheco y Santos, 2002).

Pacheco y Santos (2002), establecen que a nivel tisular y celular se dan cambios
que se pueden observar y utilizar como biomarcadores histopatolégicos, entre los
cuales tenemos para el higado: agregados de macréfagos pigmentados, necrosis,
atrofia de hepatocitos, alta densidad de cromatina, mala definicion del ndcleo de
hepatocitos, autofagia celular (mitocondrias absorbidas por parte de reticulo
endoplasmatico rugoso), desorganizacion citoplasmatica y vacuolizacién de
hepatocitos (Meinelt et al., 1997; Oliveira- Ribeiro et al., 2002; Raldua et al., 2007).

En la branquia se tiene en cuenta la mala proliferacion interlamelar de células,
hipertrofia de células epiteliales de lamela secundaria, hiperplasia del epitelio
(fusion de lamelas secundarias), edema del espacio subepitelial y lamela
secundaria rizada (Rabitto, et al., 2005; Pacheco y Santos. 2002; Cengiz, 2006).

La mayoria de los cambios histopatol6gicos no son en gran parte especificos a un
determinado toxico, debido a la confirmada ocurrencia de alteraciones similares
bajo un rango amplio de exposicion a sustancias nocivas en diferentes
condiciones como el habitat, forma quimica del metal, temperatura del agua, pH,
oxigeno disuelto, edad, género y masa corporal (Mallatt, 1985; Hinton, 1990; Has-
Schon et al., 2006). La hiperplasia, fusion lamelar, edema, levantamiento epitelial,
pérdida de compartimentalizacion celular, vacuolizacion, necrosis, entre otras; son
tipicas lesiones en respuesta a organoclorinas, derivados del petréleo,
organofosfatos, carbamatos, herbicidas y metales (Alazemi et al., 1996; Topdn et
al., 2003; Giari et al., 2007; Braunbeck, 1998).
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Ademas, los trabajos desarrollados por Marigomez et al. (2006), evalian cambios
estructurales lisosomales como biomarcadores determinando cuatro parametros
estereoldgicos: densidad de volumen lisosomal, densidad de superficie, relacion
superficie a volumen y densidad numérica. Los mismos investigadores incluyen
otros biomarcadores en tejidos de glandulas digestivas a partir de imagenes de
microscopia.

En 1975 los investigadores Lewis y Potter, realizaron analisis morfométricos en
cuanto a numero total de Filamentos y lamelas Secundarias (con sus respectivas
areas) en los diferentes estadios de vida (larva, en metamorfosis y adultos) de
Lampetra fluviatilis por medio de un técnica manual que consistia en poner el un
filamento sobre un papel blanco para sacar el bosquejo y posteriormente, este era
cortado y medido con un compas automatico (Hayashi Denko, tipo AAM- 5).

Mas adelante, con la ayuda de la microscopia de Luz, Sanchez, Speare y Johnson
(1997 - 1998) hicieron valoraciones morfométricas en branquia de Trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) expuestas a T- Cloraminas o Formalina, donde tuvieron en
cuenta las variaciones de longitud- cantidad de filamentos y lamelas secundarias,
namero de células cloruro, células mucosas, entre otras. Mondadori et al (2007),
realizaron un estudio de morfometria en foliculos ovaricos primordiales, primarios
y secundarios de bufalos (bubalus bubalis). En el 2005, Narvaez et al realizaron
una valoracion morfométrica en poblaciones naturalizadas y domesticadas de
tilapia (Oreochromis niloticus) en el norte de Colombia, en donde se identificaron
tres morfotipos, uno para cada categoria de sistema (dulceacuicola, estuarino y
alcalino). Un afio después, Sanz et al hicieron aportes a la digitalizacion de
imagenes aplicadas a la anatomia patolégica con un microscopio acoplado a una
computadora utilizando el sistema morfométrico COMSDI-PLUSEI en el proceso
de diagnostico anatomopatologico.

Castrillon (2006) estandarizé una técnica de procesamiento digital de imagenes en
estudios histopatolégicos de biopsias renales en humanos, representando un logro
y un avance en la consolidacion de estas tecnologias en las técnicas de
microscopia.

5.1.2. Prueba genotéxica: microndcleos. Propuesta como una herramienta
eficiente para estudiar la citotoxicidad en 20 afios (Heddle et al., 1991) y
genotoxicidad en agua (Arkhipchuk et al., 2000). Esta prueba, para el biomonitoreo
de la calidad del agua, en la comunidad cientifica tiene gran aceptacion por las
ventajas que presenta como: sensibilidad, porque responde a bajas
concentraciones de diferentes sustancias; confiabilidad debido a que la prueba es
respaldada por varios estudios; econdmica porque se utilizan pocos reactivos y
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facilidad al desarrollarla (Al-Sabti y Metcalfe, 1995; Udroiu, 2006; Ergene et al.,
2007).

Los micronucleos, se originan cuando los fragmentos del cromosoma o
cromosomas enteros se retrasan en anafase porque ellos carecen de un
centromero, o porque el centromero es defectuoso, o hay un defecto en el
mecanismo que permite que los cromosomas se distribuyan correctamente hacia
los polos de la célula en esta fase, estos se recubren por una membrana en la
etapa siguiente (telofase) y en la citocinesis, el micronlcleo es expresado en una
de las células hijas. Al ser tefiidos adquieren la misma coloracion azul con el
Giemsa que el nucleo, por su condicion acidofila. Por esta razén los micronucleos
se registran en células interfasicas.

Los criterios para la identificacion de eritrocitos microndcleados son los siguientes:
(a) el microndcleo debe ser mas pequefio que un cuarto del nucleo principal, (b) el
micronucleo no debe tocar el nucleo principal, (c) el microndcleo no debe ser
refractivo y debe ser del mismo color e intensidad que el nucleo principal (Grisolia,
2002; Fenech et al., 2003).

Se ha demostrado que los peces pueden actuar como organismos centinela de
dicho estudio (Arkhipchuk y Garanko, 2005; Bolognesi et al., 2006). Al-Sabti y
Metcalfe (1995) presento una resefia extensa de estudios de genotoxicidad en
peces para evaluar varios quimicos como agentes mutagénicos y/o carcinogénicos
(Hooftman y De Raat, 1982; Al-Sabti, 1986; Manna et al., 1985; Manna y
Sadhukhan, 1986; Metcalfe, 1988; e.g., Marrazzini et al., 1994; Bahari, 1994;
Grisolia y Cordeiro, 2000; Matsumoto y Colus, 2000; Lemos et al., 2001), efluentes
industriales (Das y Nanda, 1986; Cavas y Ergene-Gozukara, 2003) y muestras
ambientales.

Los estudios usan la prueba de microndcleos para probar la exposicion a
diferentes organismos a situaciones de contaminacion in situ (e.g., Zeng et al.,
1999) y en particular en peces utilizan eritrocitos y células branquiales (Hayashi et
al., 1998) por su alta sensibilidad a los agentes inductores de micronucleos
(Arkhipchuk y Garanko, 2005), para evaluaciones genotdxicas de ambientes
acuaticos contaminados tales como rios (De Flora et al., 1993; Minissi et al., 1996;
Lemos, 1998; Vigano et al., 2002), lagos (Grisolia y Starling, 2001), y agua marina
(De Flora et al., 1991), mostrando la sensibilidad de este sistema biolégico (Hose
et al., 1987; Carrasco et al., 1990; Minissi et al., 1996; Hayashi et al., 1998;
Sanchez-Galan et al., 2001; Rodriguez-Cea et al., 2003).
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Por su abundancia, amplia distribucion, resistencia a la contaminacion y buena
respuesta a quimicos, Orechromis niloticus es considerada una buena candidata
para usarla como una especie centinela en programas de monitoreo (Linde-Arias
et al., 2008), siendo expuesta a efluentes de fabrica de papel (Cavas y Ergene-
Gozlikara, 2003), para evaluar efectos de contaminacion por descargas
industriales, desechos urbanos no tratados y pesticidas (Linde-Arias et al., 2008),
por efluentes de una refineria de petrdleo y planta de procesamiento de cromo
(Cavas y Ergene-Gozikara, 2005).

La especie O. niloticus objetivo de esta investigacion ha resultado ser una especie
atil centinela para probar los efectos de contaminacién en sistemas acuaticos
(Linde-Arias et al., 2008), puede ser una alerta de salud publica y estableciendo el
riesgo potencial en el hombre, que en muchas ocasiones puede conllevar al
desarrollo de enfermedades como el cancer, por la ingesta de los peces,
convirtiéendose en una de las rutas de exposicion de las poblaciones humanos a
contaminantes como los metales (Hooftman y Raat; 1982).

Metafase

Efectos
/,/’ genotéxicos \

Célula
afectada
! Al r 1
@ @ I@ @
Células hijas Célula hija Célula
normales normal micronucleada

Figura 1. Formacién de micronucleos modificado de Al-Sabti y Metcalfe, 1995.
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5.1.3. Lesién y adaptacion celular. Segun Robbins et al. (2005), la Patologia es
una ciencia que nos permite estudiar a los organismos en cuanto al origen y
efectos de las enfermedades, centrdndose en las consecuencias estructurales y
funciones de los estimulos lesivos sobre células, tejidos y organismos. Las
respuestas a diversos estimulos, permiten a células y tejidos adaptarse y vivir en
armonia en su microambiente. La enfermedad surge cuando el estimulo se
intensifica o la respuesta del organismo falla.

Bésicamente hay cuatro procesos que constituyen la base de las patologias: a) su
causa (etiologia), b) los mecanismos de su desarrollo (patogenia), c) las
alteraciones estructurales inducidas en las células y 6rganos del cuerpo (cambios
morfologicos), y d) las consecuencias funcionales de los cambios morfologicos.

La lesion celular es reversible hasta cierto punto, pero si persiste el estimulo o
este es lo bastante intenso desde un principio, la célula llega a un punto sin
retorno y sufre lesion celular. Asi pues, la adaptacion, la lesion reversible y la
muerte celular se consideran estadios diferentes en la evolucion del deterioro de la
funcién y estructura normal (Robbins, et al.; 2005).

Hay varias consideraciones generales que se deben tener en cuenta sobre la
lesion celular:

e Las causas de la lesion celular son muchas, siendo las mas frecuentes
la isquemia, lesién quimica y lesion producida por agentes infecciosos.
en nuestro estudio, tendremos en cuenta la lesion celular producida por
agentes quimicos como los metales (cromo, plomo, mercurio).

e Aunque ha sido imposible precisar el sitio bioquimico de accion de
agentes nocivos (en nuestro caso metales), son particularmente
susceptibles cuatro sistemas intracelulares: respiracion aerdbica,
conservacion de la integridad de membranas celulares, sintesis de
proteinas enzimaticas, estructurales y la conservacion de la integridad
del aparato genético de la célula.

e Los elementos estructurales y bioquimicos de la célula guardan relacion
tan intima que sea cual sea el lugar exacto del ataque inicial por el
agente lesivo (metales), el dafio en un sitio tiende a tener efectos
secundarios muy extensos.

e Las manifestaciones morfologicas del dafio mortal toman mas tiempo
para aparecer que las de lesiones reversibles.
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e Las reacciones de la célula a la lesiébn dependen no sélo de la clase de
dafio, sino también de la duracion y de la gravedad. Para ello tomamos
en cuenta solo las concentraciones encontradas de metales.

e El resultado de la lesion celular depende no solo del tipo, duracion y
gravedad del estimulo, sino también del tipo, estado y adaptabilidad de
la célula.

La lesién reversible y muerte celular pueden ser causadas por una lista extensa de
Agentes Quimicos, algunos con alto nivel de toxicidad dependiendo de su estado y
concentracion. Los metales, en su mayoria, son mas téxicos cuando interactian
con otras sustancias como el agua; haciendo que el proceso de lesién y muerte
celular se agilice (Guia de Proteccién Ambiental, 2006).

Las alteraciones que tuvimos en cuenta en el presente trabajo son:

e Atrofia: disminucién del tamafio de la célula por pérdida de sustancia celular
como respuesta de adaptacién. El tejido o el 6rgano disminuye de tamafo,
como es el caso de la pérdida lamelar en la branquia.

e Hipertrofia: aumento en las dimensiones de las células y, por ello aumento
en el tamafo del tejido. Asi pues, el tejido hipertréfico no tiene nuevas
células, sino células mas voluminosas. El aumento de tamafio de las
células no depende de una mayor captacion de agua (tumefaccién), sino de
la sintesis de mas componentes ultraestructurales.

e Hiperplasia: al igual que la hipertrofia, se presenta por una mayor demanda
funcional, las células con capacidad de division mitdtica pueden dividirse
cuando se someten a estrés o se estimula a una mayor actividad. Asi pues,
la hiperplasia consiste en el aumento de niamero de células en un tejido u
organo. La hipertrofia y la hiperplasia coexisten.

e Tumefaccién: aumento del diametro de las células y peso del 6rgano. Es
uno de los efectos mas tempranos e importantes de la disminucion de la
concentracion de ATP. En la hipoxia, la insuficiencia del transporte activo
de sodio y de potasio, a causa de la disminucion de ATP y ATPasa,
produce acumulacién intracelular de sodio con difusibn de potasio al
exterior de la célula. La ganancia neta de solutos se acompafa de
ganancia isosmotica de agua y tumefaccién celular. Es una reaccién
totalmente reversible.

e Vacuolizacion: hace parte del proceso Necrético y se presenta si continla la

exposicibn a los agentes quimicos, es una reaccibn que se observa
principalmente en células que participan en el metabolismo de las grasas y
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dependen del mismo, como hepatocito. Es una forma de acumulaciéon
celular.

e Célula Necrdética: la necrosis es la suma de los cambios morfolégicos que
siguen a la muerte celular en el tejido viviente. La célula muerta suele
mostrar un aumento en la eosinofilia, que depende de la pérdida de
basofilia citoplasmica normal, debida a las ribonucleoproteinas del
citoplasma (que se esparcen y pierden durante la muerte celular). También
aparecen cambios nucleares:

o Picnosis: el nucleo se contrae progresivamente y se transforma en
una masa densa, pequefia y arrugada de cromatina intimamente
empacada.

o Caridlisis: con el tiempo, la cromatina experimenta una disolucion
progresiva, al parecer como resultado de la accion hidrolitica de las
DNAasas de origen lisosémico.

o Cariorrexis: después de experimentar picnosis, el nicleo se disgrega
en muchos acumulos.

e Muerte Celular: los componentes de la célula son degradados
progresivamente y hay una extensa peérdida de enzimas celulares que se
pasan al espacio extracelular. A la inversa, se produce una entrada de
macromoléculas extracelulares desde el espacio intersticial hasta las
células muertas.

e Inflamacion: reaccion del tejido vivo vascularizado a una agresion local. La
inflamacion sirve para destruir, diluir o aislar el agente lesivo, pero a su vez
pone en marcha una serie de complejos procesos que en la medida de lo
posible curan y reconstruyen el tejido dafiado.

e Edema: aumento de la permeabilidad vascular; se entiende mejor, como
mayor entrada que salida de liquidos a nivel tisular.

Cualquier agente susceptible a causar dafio directo a la membrana celular, puede
desencadenar una sucesion de acontecimientos que, en Ultima instancia, pueden
semejar a lo que ocurre en la hipoxia.

En el envenenamiento por cloruro mercurico, el mercurio se conjuga con los
radicales sulfhidrilo de la membrana celular y otras proteinas, aumenta la
permeabilidad e inhibe el transporte activo que depende de ATPasa (Robbins, et
al.; 2005).
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6. METODOLOGIA

6.1. Zona de estudio
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Figura 2. Ubicacién geogréfica de la Laguna de Sonso (Hernandez, 2005).

La Reserva Natural Laguna de Sonso o del Chircal (Figura 2), esta localizada en el
margen derecho del Rio Cauca, al suroeste del municipio de Buga, departamento
del Valle del Cauca (Gischler, 2005).

Coordenadas: 4°935'56’N, 77°04’51"W.
Area: 2045 ha.
Altitud: 935-937msnm.

La Laguna de Sonso es el principal humedal en la planicie aluvial del rio Cauca y
altimo reducto del ecosistema lagunar de extension considerable autdéctono que
existe en el Valle del Cauca, y ademas se encuentra dentro del ecosistema
estratégico Bosque Seco Tropical Inundable. La Laguna de Sonso esta localizada
dentro del complejo de humedales de la cuenca alta del rio Cauca, subcuenca del
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rio Magdalena, en el centro geografico del Valle del Cauca, municipio de Buga,
entre los rios Guadalajara y Sonso. Posee una extension de 2045 ha, de las
cuales 745 corresponden al area lagunar y las 1300 restantes al area de
amortiguacion. La precipitacion media anual es de 1348,8 mm, y la temperatura
media de 21 °C con una humedad relativa del 75%.

Actualmente la laguna se encuentra comunicada con el Rio Cauca a travées del
Caflo Nuevo, con el cual existe intercambio de aguas en ambos sentidos
dependiendo de los niveles de agua y la estacidon climatica (en época humeda el
agua del rio Cauca fluye hacia la laguna mientras que en época seca la laguna
evacua su agua al mismo rio); ademas recibe aportes de aguas provenientes de
las precipitaciones locales, de las aguas subterraneas y de un sistema de
acequias intermitentes, que se originan en la vertiente Occidental de la cordillera
Central (Gischler,2005).

La laguna presenta una notable diversidad de microhébitats. Se destaca el espejo
cubierto por Buchdon de Agua (Eichornia crassipes), llegando a cubrir
completamente la superficie de la laguna. En los bordes de la laguna se
encuentran juncos (Typha angustifolia) y tamarindillos (Aeschinomene ciliata), y en
las zonas pantanosas se encuentran varias especies de Ciperaceas y barbasco
de pantano (Polygonum hyspidum).

La fauna ictica principalmente estid conformada por las especies: Biringo
(Sternopypus macrurus), Bagre Sapo (Pseudopimelodus bufonius), Tilapias
(Tilapia rendalli; Oreochromis mossambicus; O. niloticus) y Corronchos
(Chaetostoma fischeri Pterigoplichthys undecimalis), algunas de ellas introducidas
con el fin de mantener la actividad pesquera (CVC). Sin embargo la especie que
mejor se ha adaptado a las condiciones actuales es la Tilapia (Oreochromis
niloticus), constituyéndose en la de mayor consumo entre los pobladores de la
region dado su mayor valor comercial. Esta especie es el organismo de estudio
dado el alto riesgo que significa para la salud humana ya que a pesar que se tiene
referencia de la presencia de los metales en la laguna se desconoce la
transferencia e impacto en las poblaciones humanas consumidoras de estas
especies (Gischler, 2005).

Este ecosistema se destaca como refugio de fauna aviar con 162 especies, de la
cuales 55 son acudticas y 107 estan asociadas a habitat mas secos (Alvarez-
Lopez, 1999). La diversa avifauna acuatica residente incluye a la Unica poblacion
reproductiva del Buitre de la Ciénaga (Anhima corneta). Ilgualmente se constituye
en importante zona de reproduccion de aves acuaticas, especialmente del Pato
Colorado (Anas cyanoptera), Cormoran Neotropical (Phalacrocorax olivaceus),
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Iguaza Maria (Dendrocygna bicolor), Gallito de Ciénaga (Jacana jacana). También
se debe destacar que “Sonso” es el area de residencia temporal de varias
especies migratorias del Neartico, especialmente el Aguila Pescadora (Pandion
haliaetus), el pato Careto (Anas discors), entre otros (Gischler, 2005;
http://lagunasonso.tripod.com/id2.html|-08Nov-07).

Las comunidades de EI Porvenir, Puerto Bertin, Yotoco y Mediacanoa
(poblaciones aledafias) derivan su sustento aprovechando el recurso
hidrobioldgico, y se realizan actividades agricolas y pecuarias del suelo aledafio. A
Su vez estas actividades han afectado significativamente el ecosistema, causando
un deterioro ambiental y disminuyendo su valor ecolégico y econémico (Mufioz et
al., 2002; Gischler, 2005; Plan de Manejo Ambiental Integral - Humedal Laguna de
Sonso- CVC, 2007).

Dado que la dieta es la ruta principal de exposicion a metales (Castro et al., 2008)
en el caso de las poblaciones aledafias a la Laguna de Sonso (consumen la
Tilapia), constituye un riesgo para su salud debido a que se incrementa la
toxicidad por bioacumulacién en niveles tréficos altos (Zhang, Wong; 2007). Esta
especie es el organismo de estudio por el riesgo que significa para la salud
humana ya que a pesar que se tiene referencia de la presencia de los metales en
la laguna se desconoce la transferencia e impacto en las poblaciones humanas
consumidoras de estas especies (Gischler, 2005; Plan de Manejo Ambiental
Integral - Humedal Laguna de Sonso- CVC, 2007).

El rio Patia nace en la vertiente occidental de la cordillera central en el
departamento del Cauca, luego de la confluencia de los rios Timbio y Quilcacé en
la vereda el Hoyo, municipio de Timbio a 820 m.s.n.m. (Lehmann et al. 2005). En
su recorrido que abarca los departamentos de Cauca y Narifio, alcanza una
longitud aproximada de 360 km y su hoya hidrografica cubre una extension
cercana a los 24000 km2 (IGAC 1980), por lo cual es considerado el segundo rio
mas caudaloso del litoral Pacifico colombiano y el primero en extension de la
cuenca (IGAC 1980).

El clima en la zona plana puede calificarse calido- seco; sin embargo en las partes
altas especialmente relacionas a las estribaciones de la cordillera occidental, su
caracter es progresivamente humedo a medida que se asciende. La precipitacidén
media multianual es aproximadamente 1763 mm; no obstante se observa una
disminucién de la misma en sentido Norte-Sur. La temperatura media anual es de
28° C.
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El dnico estudio del inventario minero de las cuencas bajas de los rios Telembi-
Patia (Fase | del proyecto) realizado por Orrego y Agudelo en 1989; menciona que
la economia se basa en las explotaciones mineras, forestales, actividades
agricolas, pesqueras y en menor proporcion comerciales. La explotacion minera
se realiza por medio de métodos artesanales como: barequeo 0 mazamorreo,
motobombas y elevadores, volquetas, retroexcavadora, Bulldozeres, dragas y
canalon. Existiendo actividad minera en tierra firme y riveras.

Los principales problemas de impacto relacionados con la extraccibn minera son:
desmonte, pérdida de suelo vegetal, sedimentacion artificial de muchas corrientes
y erosion. En general, los métodos de explotacion minera en el area son
rudimentarios, ya que en la actualidad existen los mismos que se usaron en la
época colonial.

6.2. Especie objeto de estudio

El género Oreochromis comprende mas de un centenar de especies de ciclidos
africanos, repartidos por las aguas dulces o ligeramente salobres de todo el
continente. Tienen cuerpo alargado, moderadamente comprimido lateralmente, la
cabeza es de forma muy particular con la parte frontal del crdneo convexa, la boca
grande y cavidad bucofaringea muy desarrollada. Su aleta dorsal es larga y
terminada frecuentemente en punta. La aleta anal es igualmente afilada (Figura 3).

Figura 3. Organismo de estudio: Tilapia (Oreochromis niloticus). 1x.
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El color de su cuerpo, en este caso, es negro, con brillos metalicos y por lo general
es mas vivo o intenso en machos que en hembras. Su habitat es variable, el
género Oreochromis se encuentra en aguas calidas, dulces a veces algo salobres,
cercanas a cuevas sumergidas y fondos rocosos. Su 6ptimo desarrollo se logra a
temperaturas superiores a los 20°C (22-26°C). Generalmente no miden mas de
30cm de largo y se alimentan de fitoplancton y zooplancton. Puede estimarse que
su longevidad esta entre los cuatro y cinco afos, dependiendo del entorno en que
se encuentren.

Sus extraordinarias cualidades, como crecimiento acelerado, tolerancia a altas
densidades, adaptacién al cautiverio, aceptacion a una amplia gama de alimentos,
resistencia a enfermedades, carne blanca de calidad y amplia aceptacion, han
despertado gran interés comercial en la  acuicultura  mundial.
(http://www.rednaturaleza.com/peces_doc.asp?p=Tilapia;http://www.redesc.ilce.ed
u.mx/redescolar/publicaciones/publi_reinos/fauna/tilapia/tilapial.htm.26/10/2008/4:
00 p.m.).

6.3. Recoleccién de muestras

Se realizaron dos jornadas de muestreo de Tilapia (Orechromis niloticus) por
medio de redes de arrastre, de acuerdo a las condiciones estacionales.

e En la Laguna de Sonso el primer muestreo se realizé el 05 de Julio del
2008 (n=10) correspondiente a la época humeda y el segundo muestreo en
época seca se hizo el 19 de septiembre de 2008 (n=13).

e En el Rio Patia 20 de octubre del 2008 (n=7) se realiz6 el primer muestreo
en época humeda y el 8 septiembre del 2008 (n=6) se hizo el segundo
muestreo correspondiente a la época seca.

Los peces colectados fueron transportados cuidadosamente con aireacion

constante hasta el laboratorio para su posterior sacrificio y realizacién de los
protocolos de las pruebas histopatoldgicas y genotéxicas.
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6.4. Prueba histopatoldgica

En el estudio se utilizaron biomarcadores histolégicos para evaluar el efecto de los
metales en los tejidos de Hepatopancreas y branquia de Tilapia.

Los individuos se sacrificaron y se tomaron biopsias de hepatopancreas y
branquia, las cuales se procesaron para las técnicas de Microscopia de luz (tincion
con Hematoxilina - Eosina) y Microscopia Optica de Alta Resolucion (MOAR), y
pruebas citogenéticas descritas a continuacion.

6.4.1 Procesamiento de muestras para Microscopia Optica de Alta Resolucién
(MOAR v Electronica de Transmision (MET). Posterior al sacrificio de los
individuos se procedié a tomar los tejidos descritos en la siguiente Cuadro:

Cuadro 1. Tejidos seleccionados para los diferentes procesamientos.

Espécimen Tejido — Biopsias Protocolo
i Branquia.
Oreochromis : q ML, MOAR
niloticus Hepatopancreas.

El protocolo propuesto por Gonzales (1968) sirvid de referencia para la previa
estandarizacion que se realizdé en la Unidad de Microscopia Electronica de la
Universidad del Cauca. El protocolo establecido fue el siguiente: los tejidos se
fijaron en glutaraldehido al 0.2 M en Bufer de fosfatos a pH 7.4. Se postfijaron con
tetroxido de osmio al 4%, posteriormente se deshidrataron en alcoholes (Etanol)
con concentraciones ascendentes. Los tejidos se sometieron a una preimbibicion
con resina y oxido de propileno hasta inclusién definitiva en resina Epoxica.
Obtenidos los bloques debidamente rotulados, se cortaron en Ultramicrétomo
Ultracut Leica en grosor de 1-2 uym; los cortes se tifieron con azul de toluidina, se
observaron en microscopio Optico de alta resolucién Nikon Microphot con sistema
de analisis de imagenes Leica. QWIN 505.

6.4.2. Procesamiento de muestras para Microscopia de luz. El protocolo
propuesto por Escovar (1996) sirvid de referencia para la previa estandarizacion
que se realizd en la Unidad de Microscopia Electronica de la Universidad del
Cauca. El protocolo establecido fue el siguiente: las muestras se fijaron con una
solucion de Formol Bufferado al 3,7% y se deshidrataron en alcoholes con
concentraciones ascendentes a partir de 50%, se aclararon con Xilol y se

52



incluyeron en parafina. Posteriormente se cortaron en micrétomo LKB en grosores
de 4 - 6 um y se tileron con Hematoxilina - Eosina.

6.4.3 Sistema de Analisis de imagenes. El sistema implementado esta constituido
por un microscopio optico marca Nikon eclipse 80i que tiene acoplada una camara
digital Nikon DS-2Mv de 2Mp, estacion de procesamiento y analisis de imagenes
LEICA Q550IW. La aplicacion software fue desarrollada en QUIPS y QWIN,
constituidos por macroprogramas interactivos ejecutados en una plataforma PC.
Las imagenes fueron capturadas a 10x de aumento, con determinadas
condiciones de iluminacion.

Se capturaron tres imagenes por cada individuo control para un total de 39
imagenes analizadas. Estas imagenes establecieron los valores de normalidad
lamelar y de filamento. La aplicacion software disefiada fue alimentada con los
datos morfolégicos de normalidad mostrados por los organismos control (Rio
Patia). Con base en estos valores, esta aplicacion permite concluir si existe algin
tipo de alteracion (AA, ADDE o ambas) o si por el contrario el individuo presenta
patrones de normalidad lamelar y de filamento.

Descripcion del sistema: La grafica 1. Muestra el flujo de informaciéon en este
sistema de vision artificial, que es alimentado por una imagen digital que muestra
tres filamentos de branquia de tilapia Oreochromis niloticus, esta imagen es
segmentada para separar las regiones correspondientes a las lamelas y a los
filamentos sin lamelas, y posteriormente realizar las mediciones morfolédgicas de la
imagen. Posteriormente se interpretaron los resultados obtenidos, con base a las
caracteristicas medidas, permitiendo realizar comparaciones con los valores
normales establecidos y arrojar un diagnostico preliminar.

( _ADQUIRIR IMAGEN ]

SEGMENTACION DE SEGMENTACION DE
LAMELAS FILAMENTOS

MEDIR CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS
v
INTERPRETAR

v
GUARDAR
DATOS

Grafica 1. Diagrama de flujo del sistema implementado
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6.4.3.1. Segmentacion. La segmentacion consiste en dividir la imagen en regiones
gue son de interés, denominadas objetos (filamentos y lamelas), y el fondo,
constituido como la regidbn que no presenta interés particular. Inicialmente, la
imagen a color original es descompuesta en sus tres planos RGB (rojo, verde y
azul, por sus siglas en inglés), se realiza una transformacion de oscurecimiento al
plano G y luego un mejoramiento de contraste, para obtener una imagen con mas
detalle de la zona de interés a segmentar, es decir los flamentos con sus lamelas.
Luego se realiza una transformacion de aclaracion) de la imagen (Leica imaging
systems, 1996), para eliminar pequefios artefactos inmersos en el espacio
interlamelar que pueden causar errores en las medidas. Posteriormente se realiza
una binarizaciéon con un umbral predefinido, seguido de funciones de la morfologia
matematica binaria, tales como apertura y relleno de huecos, para mejorar el
aspecto de la imagen binarizada. Con la imagen binaria de los tres filamentos
completos solo falta separar las lamelas de ellos, para esto se realiza una ultima
erosion seguida de una transformacion distancia para reconstruir las lamelas y los
filamentos por separado para ser medidos.

6.4.3.2. Morfometria y extraccion de caracteristicas. La composicion celular y los
cambios estructurales del tejido branquial fueron identificados por observacion con
el microscopio de luz. Para determinar el rango de las lesiones y el estado
completo de la branquia, se tomaron tres filamentos completos de un arco
branquial al azar y se capturaron imagenes de su parte central. Fueron utilizados
algunos de los indices morfométricos basados en un método de morfometria
proporcional desarrollado por Speare y Ferguson (1989) (Sanchez et al., 1997), y
para evaluar histopatolégicamente el tejido se realizaron algunas modificaciones a
las categorizaciones dadas por Bernet et al (1999) y Nero et al (2006). Cada
filamento seleccionado fue evaluado por la aplicacién software con los siguientes
parametros:

1) El nimero total de lamelas utiles para la cuantificacion sobre los tres
filamentos.

2) Perdida lamelar: porcentaje del nimero de lamelas que estan por debajo
del promedio del primer indice.

3) Ancho promedio lamelar: medido desde la membrana celular mas externa
de un lado de la lamela hasta su lado opuesto, medido para cada lamela
cuantificable en la imagen.

4) Longitud promedio lamelar: medida desde la punta de la lamela hasta la
base de ella.

5) Ancho promedio del filamento: medido desde la base de la lamela hasta la
base de la lamela contraria.
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6) Alteracion de la distancia de difusion efectiva (ADDE): es una variacion que
surge a nivel lamelar, interviniendo en la difusibn de gases como el
oxigeno, medida en porcentaje del nimero de lamelas engrosadas.

7) Alteraciones adaptativas (AA): corresponden a un incremento del numero
celular, pueden ser irreversibles dependiendo de la severidad y extension
de la lesion. Fueron clasificadas dentro de esta clase: la hipertrofia y la
hiperplasia, medidas en porcentaje de engrosamiento del filamento por
tejido epitelial y en porcentaje del nimero de lamelas con una longitud por
debajo de la minima normal.

La siguiente Cuadro ayuda a comprender los términos empleados.

Cuadro 2. Relacion entre el resultado de una prueba diagnéstica y la presencia o ausencia de una

enfermedad.
RESULTADO DE LA VERDADERO DIAGNOSTICO
PRUEBA Enfermo (-) Sano (+)
Positivo (+) Verdaderos Positivos (vp) (a) Falsos Positivos (fp)

(b)

Verdaderos Negativos (vn) (d)

Falsos Negativos (fn)
_ (©)
Es necesario tener en cuenta conceptos como:

Negativo (-)

Valor predictivo positivo: es la probabilidad de padecer la enfermedad o Alteracion
si se obtiene un resultado positivo en el test. El valor predictivo positivo puede
evaluarse a partir del nimero de individuos con un resultado positivo en la prueba
y que finalmente resultaron enfermos, sobre el total de resultados positivos:

)

Valor predictivo negativo: es la probabilidad de que un individuo con un resultado
negativo en la prueba se halle realmente sano, se estima dividiendo el nimero de
verdaderos negativos entre el total de pacientes con un resultado negativo en la

prueba:
vn
VPN = ———
[ (vn+ fn)}

Una explicacion clara de lo anterior: en las celdas de el cuadro 2, a es el nUmero
de elementos cuya respuesta es la misma, (negativa 0 0); b es el nimero de
elementos cuya respuesta es negativa (0) con el Andlisis de Imagenes y positiva
(1) para el Observador; c es el niumero de elementos positivos para el Analisis de
Iméagenes y negativo para el Observador; y d es el niumero de elementos que

55



mantienen la respuesta positiva. Por tanto, (b+c) es el numero total de elementos
cuyas respuestas son diferentes entre los dos métodos de evaluacion, y son los
anicos que intervienen en el contraste.

Cuando la frecuencia esperada (b+c)/2 es pequefia la aproximacion de la
distribucion del estadistico de prueba Chi-cuadrado no es buena y, en tal caso, el
SPSS no calcula el estadistico anterior, sino que realiza la prueba binomial. El
contraste se plantea en este caso de la siguiente forma: supongamos que c<b; la
hipétesis nula es que c es un valor de una variable X con distribucién binomial de
parametros n=b+c y m=0,5. El nivel de significacion para una prueba de dos colas
es P(X =c)+P(Xz=b) y se rechazard Ho (las dos pruebas coinciden) para niveles de
significacion iguales o superiores a éste (Esper, Machado; 2008).

Las hipotesis propuestas son:

Ho: Los resultados tanto negativos como positivos para las alteraciones seran
afines para los dos métodos de evaluacion.

Hi: Los resultados tanto negativos como positivos para las alteraciones seran
diferentes para los dos métodos de evaluacion.

6.5. Protocolo para prueba de genotoxicidad (biomarcador de micronucleos
en eritrocitos de branquia)

La elaboracién de este ensayo, se baso en el protocolo estandarizado por Mufioz
y Guerrero (2003) en el cual se obtienen las branquias del pez, abriendo el
opérculo branquial cortando con un bisturi desde la parte basal, que se identifica
por su color rosado bien claro y con la ayuda de una pinza se retird
cuidadosamente. Luego, se sacé una gota de sangre de la branquia y se colocé
en un portaobjetos que previamente ha sido limpiado. Con un portaobjetos se
realiz6 un extendido muy fino para que las células no se superpongan y asi
obtener una buena visualizacién al microscopio. Luego se secan las placas por
unos 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se fijaron las mismas
con metanol por 5 segundos. Para la tincion se esperé 1 hora y se tifieron con
Giemsa al 5% por 10 minutos. Se observaron al microscopio 6ptico Nikon eclipse
80i que tiene acoplada una camara digital Nikon DS-2Mv de 2Mp y se analizaron
2000 células por pez con objetivo de 100x.
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6.6. Andlisis quimicos

Se realizé el andlisis quimico por Espectrofotometria de Absorcion Atémica es una
herramienta primordial para los estudios en donde se determinan vestigios de
metales en muestras biologicas o del medio ambiente. Con frecuencia el primer
paso en el andlisis de muestras biologicas es la calcinacién (con &cido nitrico)
para destruir la materia organica.

Posteriormente se lleva a un estado de excitacion las moléculas de la solucién
acuosa mediante la aplicacion de energia en forma térmica, por medio de una
llama de una combinacién oxigeno acetileno o bien de oxido nitroso acetileno, la
muestra a alta temperatura se irradia con una luz a la longitud de onda a la cual el
elemento en interés absorbe energia. Comunmente posee un nebulizador pre-
guemador (o camara de nebulizacion) para crear una niebla de la muestra y un
quemador con forma de ranura que da una llama con una longitud de trayecto mas
larga. La niebla atomica es desolvatada y expuesta a una energia a una
determinada longitud de onda emitida ya sea por una LAmpara de Céatodo hueco
construida con el mismo analito a determinar o una Lampara de Descarga de
Electrones (EDL).

La temperatura de la llama es lo bastante baja para que la llama de por si no
excite los atomos de la muestra de su estado fundamental. El nebulizador y la
llama se usan para desolvatar y atomizar la muestra, pero la excitacion de los
atomos del analito es hecha por el uso de lamparas que brillan a través de la llama
a diversas longitudes de onda para cada tipo de analito
(http://www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r23189.DOC).

lficad Instrumento
Amplificador |
Tubo de para la
Monocromador
catodo Desviador Detector de Ca lectura
hueco rotatorio
Flama
e | | pw
S vor| [0
- + Mot(y'x
Combustible | Oxigeno
Fuente de Muestra
energia

Figura 4. Componentes de un espectrofotometro de absorcion atomica. (La flama se puede
reemplazar por un horno).
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De acuerdo al protocolo descrito se analizaron los tejidos (Branquia,
Hepatopancreas) obtenidos en el Proyecto Colciencias — Universidad del Valle —
Universidad del Cauca — Universidad Autonoma de Occidente, denominado
“EFECTOS DE LA CONTAMINACION POR METALES EN LA
ULTRAESTRUCTURA CELULAR, DE LA BIOTA ACUATICA Y POBLACIONES
HUMANAS ASOCIADAS A LA LAGUNA DE SONSO EN EL VALLE DEL CAUCA’”,
con el codigo 1106-335-18552 CONTRATO RC N° 202-2006".

6.7. Disefio experimental

6.7.1. Disefio del Muestreo. El estudio implico una investigaciéon de tipo
comparativo con un experimento post- facto u observacional, con cuatro (4)
mediciones, dos en el sitio expuesto (Laguna de Sonso) y dos en el sitio testigo
(Rio Patia) que se escogieron de acuerdo a caracteristicas similares al expuesto.
Esto se realiz6 dependiendo de las condiciones climéticas del lugar de muestreo.
El nimero de individuos muestreados es £10 por sitio de muestreo, para un total
de 36 individuos.

6.7.2. Disefio experimental para pruebas histopatoldgicas. El disefio experimental
a implementar es de tipo factorial y esta conformado por:

6.7.2.1. Factores. Son variables independientes y de naturaleza cualitativa:

Cuadro 3. Lista de factores y sus niveles.

FACTOR NIVELES
TEJIDOS Branquia e Hepatopancreas
EPOCA Seca y humeda
PO DE Contaminado y no contaminado
ECOSISTEMA

6.7.2.2. Variables dependientes o de respuesta.

e Biomarcador histopatoldgico: ordinal.
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Para una mejor evaluacién de los tejidos seleccionados de cada individuo se
realizaron modificaciones a las categorizaciones dadas por Bernet et al. (1999) y
Nero et al. (2006), estableciendo tres topicos importantes para el estudio:

1. Tipo de alteracion (TA):

Para una mejor organizacion se dividieron las alteraciones en cinco grupos
principales.

o Adaptativas (AA): Incremento del numero celular, pueden ser
irreversibles dependiendo de la severidad y extension de la lesion.
Ej: hipertrofia, hiperplasia, atrofia (pérdida lamelar).

o Citoplasmaticas (AC): Alteracién del volumen celular y agregados de
productos, facilmente reversibles alteracion del metabolismo. Ej:
Tumefaccién.

o Degenerativas (AD): Efecto directo del toxico produciendo
modificacion de la arquitectura celular y tisular, generalmente
irreversible y su persistencia y progresion pueden conducir a una
pérdida parcial o total de la funcion del 6rgano. Ej: necrosis
(vacuolizacion, cambios en la estructura del ndcleo)

o Tisulares (AT): Alteraciones que se reflejan del dafio tisular en el
organo. Ej: Edema e Inflamacion.

o Distancia de Difusion Efectiva (DDE): Variaciones que surgen a nivel
lamelar, interviniendo en la difusién de gases como el oxigeno.
2. Diagndstico del Tipo de alteracién (DTA):

Se asignaron valores a las alteraciones teniendo en cuenta su presencia o
ausencia en el tejido.

e Cero (0): Ausencia.

e Uno (1): Presencia.

6.7.2.3. Analisis de Biomarcador histopatologico. Se realiz6 con Cuadros de
contingencia, en las cuales se identificé la asociacion o dependencia entre
cada factor y la variable dependiente, mediante la prueba de x? (Chi
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Cuadrado). Se analiz6 el efecto de cada factor y el efecto combinado de al
menos dos factores.

6.7.3. Diseno experimental para prueba genotéxica. Las variables son:

6.7.3.1. Variables independientes o factores.

e Tipo de Ecosistema: con dos categorias, contaminado y no
contaminado

e Epoca: Secay himeda.

6.7.3.2. Variables dependientes. Efecto genotdxico cuyo indicador es el nUmero
de microndcleos en 2000 células.

6.7.3.3. Andlisis para evaluar efectos genotoxicos. Después de la captura de los
peces, se llevo a cabo el protocolo explicado en la metodologia; en donde de cada
individuo se extrajo de la branquia, la cantidad de sangre necesaria para realizar el
extendido de 2-4 placas por pez.

Antes de realizar la lectura de las placas con el extendido de la sangre del tejido
branquial, se codificd, para hacer un doble ciego de las placas y de esta forma
evitar sesgos que puedan alterar los resultados. Se observaron los eritrocitos al
microscopio, de los cuales se analizaron 2000 células por pez, con objetivo de
100x para evaluar si hay presencia o no de micronucleos y calcular la frecuencia
de los micronucleos por pez, tanto para los individuos expuestos como para los no
expuestos o control (Mufioz y Guerrero, 2003).

6.7.3.4. Prueba de andlisis. Los datos de microndcleos no cumplen con el
requisito de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y de Homogeneidad de varianza
(Prueba de Levene), por lo tanto, el andlisis se realiz6 por separado para la
exposicion y para la época, mediante una Prueba no paramétrica como la U Man-
Withney, con el paquete estadistico SPSS, con un nivel de significancia maximo
de 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Registro de individuos

Se realizaron cuatro (4) muestreos, de los cuales, dos (2) fueron en la Reserva
Natural Laguna de Sonso y los otros dos (2) en el Rio Patia (organismos control).
En la siguiente Cuadro se muestran las fechas de cada uno de los muestreos.

Cuadro 4. Lugar y fecha de los muestreos realizados.

B FECHA ORGANISMOS
poca Seca) 19-09 -08 .
e se Sonss | o =
for :
(EpoRclg Egtnlwizda) 20-10 - 08 7

A cada espécimen se le realizaron sus respectivas medidas en longitud y masa
mostradas en los siguientes cuadros:

Cuadro 5. Registro de especimenes muestreados en la Laguna de Sonso en época Seca (19-09-

08).

Espécimen Peso (g9) Talla (cm)
1 332.22 21.5
2 341.80 21.0
3 340.85 20.5
4 365.85 21.5
5 316.7 20.5
6 371.78 23.0
7 318.85 20.5
8 116.70 15
9 220.85 19.5
10 68.78 12.8
11 148.01 16
12 58.84 11.5
13 76.98 13

Promedio 236,8 14,7
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Cuadro 6. Registro de especimenes muestreados en la Laguna de Sonso

en época Hameda (05-07-08).

Espécimen Peso (g) Talla (cm)
1 530.65 25
2 208.4 18
3 141.06 16.5
4 231.27 19.5
5 159.83 16.5
6 156.06 17
7 240.55 19
8 163.38 17.5
9 322.98 21.5
10 372.91 23.5

Promedio 252,7 19,75

Cuadro 7. Registro de especimenes muestreados en Rio Patia
en época Seca (08-09-08).

Espécimen Peso (9) Talla (cm)

1 216 18

2 217,4 18,5

3 157 17

4 66,4 12

5 119,5 15

6 73,5 14
Promedio 141,6 15,75

Cuadro 8. Registro de especimenes muestreados en Rio Patia

en época Humeda (20-10-08).

Espécimen Peso (g) Talla (cm)

1 88 15

2 75.6 13

3 101.6 14.5

4 58 12

5 77.7 13.5

6 54.8 12

7 52.9 11.5
Promedio 73 13
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7.2. Resultados cualitativos del biomarcador histopatolégico (variables
independientes y de naturaleza cualitativa)

7.2.1. Morfologia e histologia en branquia de tilapia (Oreochromis niloticus). Las
branquias en peces 0seos, son estructuras especializadas organizadas entre las
hendiduras faringeas, o hendiduras branquiales, orificios que comunican
lateralmente el tubo digestivo con el exterior. El agua es bombeada activamente
con movimientos ritmicos, desde la cavidad bucofaringea hacia la cavidad situada
debajo del opérculo, atravesando los arcos branquiales

De esta manera el agua que entra por la boca sale por las hendiduras,
intercambiando gases como el oxigeno (Oz) y didxido de carbono (CO3), entre el
medio interno del animal y el ambiente. El oxigeno disuelto en el agua pasa a los
fluidos internos (sangre) y es transportado a los tejidos, donde las células lo
requieren para la respiracion celular. (http://es.wikipedia.org/wiki/Branquia).

Figura 5. La Branquia de tilapia (Oreochromis niloticus) son prolongaciones de la piel. Se observa
el arco branquial (AC) de soporte 6seo (en peces jovenes es de tipo cartilaginoso) y algunas
asperezas llamadas branquiospinas (B). 1x.
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La organizacién caracteristica de los arcos branquiales y sus filamentos, permite
mayor eficiencia en el intercambio gaseoso, que en estos casos se da gracias al
flujo contracorriente del agua respecto del flujo sanguineo (direcciones opuestas);
a demas del mecanismo Ventilacion- Perfusion y la distancia de difusion del punto
de contacto del agua en la lamela con la sangre que fluye por los canales pilosos
(Figura 6).

C D

Figura 6. Branquia de Tilapia, en donde se observa su morfologia de mayor a menor orden de
conformacion. A) Seccion de un arco branquial en el cual se observan los filamentos (F),
braquiospinas (B). B) Vista de un arco branquial corte transversal, ndtese las dos hileras de
filamentos que se disponen de manera opuesta en la base de un arco branquial. C) filamento de
branquia, en el cual se notan por su coloracion sus componentes: parte cartilaginosa (C), Arteria
Eferente del Filamento (AEF), Arteria Aferente del Filamento (AAF), parte proximal (P) y la parte
distal (D) que presenta una forma mas afilada que la proximal. D) vista mas aproximada de una
cara del filamento, en el cual se ve la disposicion perpendicular de las lamelas (L) respecto al
filamento, recorriendo cada superficie de él, de lado a lado. Estereoscopio Nikon SMZ800.
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7.2.1.1. Descripcion histologica de la Branquia de Peces Control.

Figura 7. Corte longitudinal de branquia de Tilapia en el cual se observan de izquierda a derecha
las siguientes capas que estructuran al 6rgano: una capa serosa (S), capa cartilaginosa (C), capa
muscular (Ms), capa mucosa (Mu) que se evagina para formar los filamentos de la branquia.

H-E, 4x.

AAA

EAA

Figura 8. Corte longitudinal de branquia de Tilapia en el cual se observan a nivel de la capa serosa
(S) elementos vasculares; Arteria Aferente del Arco (AAA), Arteria Eferente del Arco (EAA), estos
dos vasos estan unidos entre si por Tejido Conectivo (TC). Desde estos dos grandes vasos se
forman hacia la parte derecha vasos mas pequefios que corresponden a Vasos Nutricios
Acompafiantes (NCV) los cuales irrigan a los filamentos. H-E, 4x.
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Figura 9. Corte longitudinal de branquia de Tilapia en el cual se identifican en la capa serosa (S)
elementos vasculares como la Arteria Eferente del Arco (EAA), Arteria Aferente el Arco (AAA). De
esta Ultima se desprenden los Vasos Nutricios Acompafiantes (NCV) en la capa cartilaginosa. H-E,
10x.

Figura 10.A. Corte longitudinal de Branquia de Tilapia, en el que se observa un conjunto de
filamentos (F). Estas estructuras poseen una base ubicada hacia la izquierda de la figura,
caracterizandose por ser mas ancha que su parte distal. La parte media del filamento es uniforme
hasta su terminacién. De cada filamento emergen estructuras de forma laminar, delgadas,
dispuestas perpendicularmente recorriendo cada superficie del filamento de lado a lado;
denominadas lamelas (L). Por lo general la ubicacion de las lamelas en el filamento es uniforme, al
igual que su anchura y su altura, pero hacia la region mas distal estas disminuyen en niimero y en
longitud. H-E, 10x.
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Figura 10.B. Corte longitudinal de branquia de Tilapia, donde se observan los filamentos (F) y sus
respectivas lamelas (L). Los filamentos al igual que sus lamelas son estructuras que estan
separadas entre si, por un espacio denominado Espacio interfilamentar (EF) y un Espacio
Interlamelar (EL) respectivamente, por los cuales fluye continua y unidireccionalmente el agua y
diferentes particulas. H-E, 10x.

Figura 11. Corte longitudinal de un filamento de la branquia de Tilapia en el cual se aprecia su
estructura histologica: En el nucleo de tejido conectivo (TC) del filamento discurre un Vaso
Sanguineo Central (VC) con sus eritrocitos (Er), el cual origina una ramificacién de este para cada
lamela. El tejido conectivo del filamento estad compuesto por diferentes tipos celulares, este tejido
esta recubierto por un epitelio plano simple y asi forman la mucosa (Mc). Desde el filamento se
evagina el epitelio para formar la cubierta lamelar. Inmediatamente por debajo de su epitelio se
observa su vaso sanguineo con eritrocitos. H-E, 40x.
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Figura 12. Corte longitudinal de un filamento de branquia de Tilapia en el cual se identifica la
mucosa de un filamento descansando en la placa de cartilago, en donde se resalta en color intenso
el Pericondrio (Pr). El vaso sanguineo que se dirige hacia la lamela es de forma bulbosa y mas
ancha hacia su base y hacia la parte distal de la lamela disminuye su diametro. H-E, 40x.

Figura 13. Corte longitudinal de un filamento de Tilapia, en donde se observan las lamelas y sus
diferentes componentes: un vaso sanguineo que se dirige hacia la lamela va disminuyendo su
diametro hacia la punta formando lUmenes venosos, en los cuales se reconocen de uno a tres (1-3)
eritrocitos en su interior. En la base lamelar el seno venoso se dilata y alberga gran cantidad de
eritrocitos que provienen del Vaso Central (VC) que recorre el tejido conectivo del filamento (TC)
Cada lumen capilar es delimitado y separado por células con capacidad retractil, que se apilan
formando canales; llamadas Células Pilares (CP). Recubriendo la lamela se aprecia una capa de
tejido epitelial plano simple (TEP). MOAR (Azul de Toluidina), 40x.
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7.2.1.2. Descripcion histoldgica de la Branquia de Peces Expuestos. Teniendo en
cuenta la clasificacién de alteraciones dada en el punto 6.7.2.2. se muestran las
siguientes imagenes tomadas de los organismos expuestos (muestreados en la
Laguna de Sonso) que las ilustran claramente.

Corte de branquia de Tilapia, en donde se aprecian diferentes Alteraciones

clasificadas como Adaptativas.

Figura 14.B. Corte de un filamento de
branquia de Tilapia, donde se estima la
pérdida o Atrofia Lamelar (At), causada
por la hiperplasia que poco a poco va
produciendo que las lamelas se fusionen
hasta que pierden su propia identidad
como estructura independiente, es decir,
desaparecen. Azul de Toluidina, 40x.

Figura 14.A. Corte de filamentos de una
branquia de Tilapia, se observa el
engrosamiento a nivel filamentar vy
lamelar, por la incrementada
proliferacion de células
epiteliales;(Hiperplasia- Hs), la cual
ocasiona la fusion lamelar (fL).
Azul de Toluidina, 10x.

Figura 14.C. Corte de branquia de Tilapia,
en donde se aprecia, a demés de la Atrofia
Lamelar (At) y la hiperplasia (Hs) a nivel del
filamento y de la lamela, Hipertrofia (Hf), la
cual implica un crecimiento del tamafio
celular. Es muy notoria la dilatacion de los
vasos de los filamentos los cuales se ven
como estructuras globulares, en el extremo
lamelar (VDt). Se observan muchos
eritrocitos en su interior. Azul de Toluidina,
40x.



Figura 14.D. Corte de branquia de Tilapia,
en el cual se aprecia con mas detalle la
hiperplasia del tejido epitelial, ademéas de
la hipertrofia (Hf) y la displasia (Ds) que se
observa en algunas de ellas. También se
aprecia la pérdida de la estructura lamelar
(base lamelar) como tal. Se observa con
detalle la dilatacion del vaso sanguineo
lamelar (VDt), alterando en gran medida la 4
estructura y funcion de la misma. Azul de "3
Toluidina, 100x. '

Corte de filamentos de branquia de tilapia, en los cuales se puede notar una
alteracion de tipo citoplasmético, en donde hay variaciones en el volumen celular;
entendida como Tumefaccién (T). En las siguientes figuras se destacan células de
coloracion muy clara y de gran tamafo, lo que las distingue de las células
hipertrofiadas, en las cuales la coloracidon es mas intensa. Se puede distinguir
también células de formas atipicas conocido como displasia.

Figura 15.A En el corte de filamento de
branquia, podemos observar varias
células Tumefactas (T) y displasia (Ds),
en el tejido conectivo, se aprecia
edemas (Ed) en el espacio intersticial.
H- E, 40x.
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Figura 15.B. En este filamento de
Branquia se aprecian células
hipertrofiadas (Hf), que se pueden
distinguir de las tumefactas por su
intensidad en el color, a pesar de que son
tefiidas con el mismo colorante. Se
observa hiperplasia por lo que el tejido se
ha engrosado. Azul de Toluidina, 40x.

Las siguientes figuras muestran las alteraciones degenerativas que se presentan
el los peces de la Laguna de Sonso por efecto directo del tdéxico (metales),
produciendo modificacion de la arquitectura celular y tisular, generalmente
irreversible y su persistencia y progresion pueden conducir a una pérdida parcial o
total de la funcion del érgano.

Figura 16.A. Corte de filamento de
branquia de Tilapia, se identifican
procesos de displasia (Ds) e hipertrofia
(Hf), acompafiadas de la hiperplasia
(Hs) epitelial.

Se observan en algunas células
acumulacion de sustratos lisosomales
(SLs) determinado posiblemente por el
metabolismo anormal de estas células
expuestas a metales. Azul de Toludina,
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Figura 16.B. Corte de filamento de
branquia de Tilapia, donde se aprecia
fendbmenos nombrados anteriormente,
ademas se observa el proceso de
necrosis (Ns) del tejido, cambios
morfoldgicos tales como la pérdida de la
integridad de las membranas celulares,
Cariorrexis (Cr), vacuolizacion (Vc).
Azul de Toluidina, 100x.

Figura 16.D. Corte de branquia de Tilapia,
con proceso necrético avanzado en la
region hiperplasica (Hs) y displasica (Ds) del
tejido. Dado que no se observan limites
celulares, hay muchas células necroticas
(Ns) algunas de ella con caridlisis (Cl), se
observan células hipertrofiadas (Hf),

(At) y un vaso sanguineo dilatado (VDt).
Azul de Toluidina, 100x.
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Figura 16.C. Corte de filamento de
branquia de Tilapia, con hipertrofia (Hf),
hiperplasia (Hs). En algunas células se
visualiza procesos de cariorrexis en donde
el ndcleo se empieza a disgregar en
acimulos o fragmentos. También se
observan células cuyos nlcleos no se
definen por accién de la necrosis. Azul de
Toluidina, 100x.




Figura 17. Corte de branquia de Tilapia, con alteraciones de tipo tisular, dadas por el dafio
causado en los tejidos como edema (Ed), e inflamacién (If); el cual se caracteriza por el infiltrado
celular, estos dos procesos son causados posiblemente por la accion de contaminantes como los
metales en los 6rganos de la especie. Se aprecia, la proporciéon de tejido edematizado como
franjas incoloras en el tejido conjuntivo de la base lamelar, que corresponde a la gran cantidad de
liguido que retiene el espacio intersticial del tejido (la formacién del liquido tisular es mayor que la
salida del mismo). (A). Es muy notoria la pérdida lamelar por fusién de las mismas, causada por la
hiperplasia (Hs), hay edema y se observa claramente el proceso inflamatorio del tejido (If). B,
Edema (Ed) en el tejido conjuntivo de la base lamelar, a lado y lado del Pericondrio (Pr) y debajo
del tejido epitelial de las lamelas. H-E, 40x.

Figura 18. Corte de filamento de branquia de Tilapia, con Edema (Ed) lamelar subepitelial el cual
permite que el epitelio no conserve su sitio anatdbmico normal y produce un levantamiento del
mismo (LEp). En el tejido conectivo se presenta también edema y necrosis al igual que displasias
(Ds) en el epitelio que lo recubre. Azul de Toluidina, 100x.
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Figura 19. Corte longitudinal de filamentos de branquia de Tilapia. La dilatacion de los vasos
sanguineos de las lamelas albergan gran cantidad de eritrocitos que se tifien intensamente con
este tipo de tincién. La atrofia lamelar, el tejido se presenta edematizado (Ed) y muestra procesos
de inflamacion (If) y tumefaccion. H- E, 40x

Figura 20. Corte longitudinal de filamento de branquia de Tilapia. Hiperplasia (Hs) y displasia (Ds)
epitelial, ademas de la atrofia lamelar el tejido muestra edema (Ed). H-E 100x.
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En las siguientes figuras se muestra un tipo de alteracion muy marcada, siendo
esta, la Distancia de Difusion Efectiva (DDE), la cual consiste en las variaciones
que surgen a nivel lamelar, especificamente, el engrosamiento de las lamelas que
intervienen en la difusion de gases como el oxigeno y el diéxido de carbono a
través del epitelio de las mismas.

Figura 21.A. corte de un filamento de
branquia de Tilapia, en donde se
aprecia la excesiva proliferacion del
epitelio lamelar, notdndose como
crestas. Es de aclarar que a mayor
grosor del tejido epitelial (TE) lamelar,
menor eficiencia en el transporte de
iones y gases de vital importancia para
el pez. H-E, 40x.

TE

Figura 21.B. Corte de filamento de branquia f
de Tilapia, el mal estado del tejido epitelial &
(TE) que afecta directamente la Distancia de
Difusion Efectiva (DDE) de iones gases y
otras sustancias. También se observa el
dafio en el tejido conectivo y su epitelio de
recubrimiento, el tejido se observa
displasico y necrético. Azul de Toluidina,
40x.
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Figura 21.C. Corte de filamento de branquia de Tilapia, con varias alteraciones en el tejido
hiperplasico como necrosis (Ns), displasias (Ds) y sobretodo trastornos en la Distancia de Difusion
Efectiva (DDE). Lo que indica que a mayor presencia de las alteraciones anteriormente nombradas
en este tejido en especial, disminuye la eficiencia en la difusiébn de gases y otras sustancias de
gran importancia para la sobrevivencia de los peces. Azul de Toluidina, 100x.
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Figura 22. Corte de una lamela de branquia de Tilapia, donde se estiman las células pilares (CP)
gue van ubicadas entre los vasos sanguineos que contienen los eritrocitos (E), levantamiento del
epitelio lamelar (LEL) y Edema subepiteliar (Ed). Ademas, se observa el tejido conectivo (TC) que
recubre el vaso sanguineo y el tejido epiteliar plano simple (TEP) de la lamela. Microscopia
Electronica de Transmision, 5000x.
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Figura 23. Corte de una lamela de branquia de Tilapia, donde se observan detalladamente las
células pilares (CP), eritrocitos (E), epitelio lamelar (EL). Vale la pena aclarar que esta imagen fue
tomada de un organismo colectado en la Laguna de Sonso, por lo que se explica que los eritrocitos
hayan perdido su forma caracteristica normal; ademas, el epitelio lamelar esta engrosado y con
forma irregular. Microscopia Electrénica de Transmision, 5000x.
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Figura 24. Corte de una lamela de branquia de Tilapia, donde se aprecian las células pilares (CP)
en mal estado, eritrocitos (E), epitelio lamelar (EL), edema subepiteliar (Ed). Nétese, que los vasos
sanguineos no estan bien delimitados por su endotelio. Microscopia Electronica de Transmision,

4000x.
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7.3. Morfologia e histologia en hepatopancreas de tilapia (Oreochromis
niloticus)

El hepatopancreas es un 6érgano (glandula) del aparato digestivo, y es
generalmente bilobulado y desemboca entre el estbmago e intestino. Es comun
encontrarlo en artropodos, gasteropodos y peces haciendo las funciones que los
mamiferos desarrollan por separado el higado y el pancreas. En los teledsteos no
hay pancreas porque se difunde entre el estbmago y los ciegos pil6ricos, mientras
que en los elasmobranquios si hay pancreas. El tejido hepatico es una masa de
hepatocitos y no forma cordones como en otras especies (son como sinusoides
desordenados), tienen glucdégeno y el pancreas posee acinos pancreaticos
(http://www.canal-h.net/webs/sgonzalez002/Prodacuat/ MORFOLOGIA.htm).

La digestion se inicia en el estbmago con los lipidos. El hepatopancreas es la
vélvula digestiva por excelencia, distinguiéndose los siguientes tipos de células:
las secretoras, que proporcionan numerosas enzimas digestivas de glacidos,
proteinas y lipidos, y las células de absorcion, donde se acumula glucégeno
(http://ar.geocities.com/caracolespatagonicos/el_caracol.htm).

El hepatopancreas se localiza en los peces en la region media, anterior del
diafragma; su consistencia es blanda, fragil y esta constituido por un parénquima
que comprende células epiteliales de origen endodérmico en el caso del
componente hepatico por hepatocitos y en el componente Pancreatico por células
acinares, y un sistema de conductos formado por células epiteliales, este
parénquima descansa y es sostenido por una malla de tejido conectivo de
consistencia muy laxa denominada estroma, estos dos tipos de componentes
histol6gicos estan sostenidos por una capsula fibrosa fina que lo rodea.
Macroscopicamente el hepatopancreas se reconoce por su coloracién rojo pardo
que lo caracteriza.

El hepatopancreas desempefia multiples funciones en el organismo como son:
produccion de bilis (necesaria para la digestion de los alimentos); metabolismo de
los carbohidratos (gluconeogénesis, glucogendlisis, glucogénesis); eliminacion de
insulina y de otras hormonas; metabolismo de los lipidos (sintesis de colesterol,
produccion de triglicéridos); sintesis de proteinas, como la albumina y las
lipoproteinas; desintoxicacibn de la sangre (neutralizacion de toxinas);
transformacion del amonio en urea, almacena también vitaminas y en ciertas
etapas de la vida realiza hematopoyesis, entre otras. También metaboliza
numerosos compuestos liposolubles, como los medicamentos, pesticidas y otras
sustancias contaminantes (Metales). Muchos de los procesos denominados
Detoxificantes consisten en hidrosolubilizar estos compuestos para eliminarlos en
la mayoria de los casos por la orina (Geneser, 2002).
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7.3.1. Descripcion histolégica del Hepatopancreas de Peces Control.  El
hepatopancreas posee una capsula que lo recubre. Esta, contintia hacia el interior
de la glandula, donde divide el Parénquima Hepatico en Lobulillos (la unidad
estructural).

Figura 25. Corte transversal de hepatopancreas de Tilapia, la estructura a nivel macro, nétese
principalmente las Venas (V) con su luz blanca, los Conductos Biliares (CB), las cadenas de
hepatocitos (Hp) que junto con el sistema de conductos forman el parénquima Hepatico. Cubriendo
todo el 6rgano se encuentra la Capsula (Cp). H- E 4x.

Figura 26. Corte transversal de hepatopancreas de Tilapia. A 40x las células que componen la
Cépsula (Cp) y los cordones de Hepatocitos. H-E.
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La unidad estructural hepética es el LOBULILLO HEPATICO, un prisma
hexagonal. Los lobulillos estan limitados por tejido conectivo interlobulillar y al
corte transversal aparecen casi hexagonales, aunque de tamafo variable. En los
vertebrados superiores como los mamiferos, se encuentran en las esquinas de los
lobulillos (donde varios de ellos limitan entre si) ramificaciones de una arteria, una
vena y un conducto biliar, rodeados y sostenidos por tejido conectivo; este
conjunto de elementos histologicos asociados se denominan Triada Hepatica o
Trama Vascular. Ferguson en el 2006 afirma que las Triadas tipicas no son
regularmente encontradas en peces, pero las Diadas Hepaticas pueden ser
vistas mas frecuentemente, compuestas por un Conducto Biliar y una Vena o una
Arteria. En contraste con lo anterior, en la figura B se encuentran Triadas (Td) con
sus respectivos elementos (arteria, vena y conducto biliar).

Figura 27. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, donde se observan la distribucion de
los elementos estructurales de la regidn hepética para formar los Lobulillos Hepéticos (LH) en cuyo
centro se aprecia una Vena (Vc) a la cual confluyen los Sinusoides (S) y las cadenas de
Hepatocitos (H). En el centro del corte se aprecia una prolongacion del Conducto Biliar (CB) para
formar la Diada en el angulo del Lobulillo Hepatico. A. Diada conformada por una Vena y un
Conducto Biliar. B. Triada conformada por una Arteria (A), su Conducto Biliar y una vena (V). A.
Azul de Toluidina, 10x; B. H-E, 40x.

Se tiene que al componente hepatico hepatopancreas penetran una Arteria y una
Vena que se ramifican poco a poco a medida que se profundiza el 6rgano,
mientras que el Conducto Hepatico sale de él para secretar la bilis, en la vesicula
biliar también abandonan el hepatopancreas las venas hepaticas. (Geneser,
2002).

El lobulillo hexagonal con forma de prisma fue descrito por Malpighi y se denomina
LOBULILLO HEPATICO CLASICO en humanos. En principio se considera una
unidad estructural anatomica, pero para muchos autores también es una unidad
funcional (Geneser, 2002).
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Figura 28. Corte transversal de hepatopancreas de Tilapia, donde se observan las diferentes
estructuras que conforman el Lobulillo Hepéatico Clasico (LH): la Vena Central (Vc), los sinusoides
(S), las Diadas (Dd) o Triadas (Td), Conductos Biliares (CB) y los hepatocitos. A. H-E, 10x; B. Azul
de Toluidina, 10x.

En el corte transversal se observa que los lobulillos Hepaticos estan compuestos
por cordones de Hepatocitos que irradian hacia el centro desde la periferia hacia la
Vena Central; separados por los sinusoides. Los sinusoides comunican las
ramificaciones de terminales de la arteria y la vena nombradas anteriormente, con
la vena central, que representa el comienzo de las venas hepaticas. Pero es a
través de los sinusoides que los hepatocitos intercambian sustancias entre ellos y
la circulacion y es a través de los sinusoides que los hepatocitos envian productos
gue han metabolizado hacia la circulacion a través de las venas hepaticas.

Figura 29. Corte transversal de hepatopancreas de Tilapia, en el que se aprecian los cordones de
Hepatocitos (H), los Sinusoides (S) y la Vena Central (VC). H- E, 100x.
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Una unidad més pequefia y/o subdivisién del Lobulillo Hepatico (Ham, 1988) es el
ACINO HEPATICO, que representa la minima unidad funcional, segln
concepciones modernas en humanos (Geneser, 2002). ElI Acino Hepatico se
compone de la cantidad de parénquima hepatico que se encuentra entre las dos
venas centrales e incluye ramificaciones terminales de la arteria, vena y conducto
biliar (una Diada Hepatica o trama vascular).

Figura 30. Corte transversal de hepatopancreas de Tilapia, en el que se observa un Acino
Hepatico (AcH), notese bien las dos Venas Centrales (VC) y las Diadas o Triadas en donde se
localizan los conductos biliares (CB) que lo conforman. H-E, 10x.

De esta manera el acino recibe la irrigacion sanguinea de las ramas terminales de
la arteria o la vena y emite su producto de secrecion exocrina al conducto biliar.
Las células de cada acino forman, ademas, zonas funcionales concéntricas, en las
cuales las células mas cercanas al eje (Trama Vascular) reciben sangre mas rica
en oxigeno y sustancias y nutrientes que las células de las zonas mas periféricas.
En consecuencia las células mas internas tienen mayor capacidad de
regeneracion que las de la periferia (es decir, cerca de la vena central) y mas
expuestas a concentraciones mucho mayores de productos metabdlicos de
desecho (Geneser, 2002; Ham, 1988).

Los Sinusoides hepaticos son mas grandes e irregulares que los capilares y
poseen una pared muy delgada compuesta por células endoteliales, éstas se
encuentran separadas de las células hepaticas por el Espacio Perisinusoidal. En
este espacio el hepatocito realiza el intercambio de sustancias con el sinusoide.
Los Hepatocitos son células parenquimatosas poliédricas grandes. Por lo general
los hepatocitos poseen seis superficies, el nucleo es grande de forma redondeada
y de localizacion central; con un nucléolo muy marcado (Geneser, 2002; Ham,
1988).
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Figura 31. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, en donde se aprecian los Sinusoides
(S) con su fino endotelio (E) y Eritrocitos (Er) en su interior. La estructura tipica de los hepatocitos
(H), forman cadenas con otros a lado y lado de cada sinusoide. El hepatocito (H) tiene forma
poligonal, presenta por lo general un ndcleo con un nucléolo muy marcado. Es importante aclarar
gue aunque esta fotografia es de un hepatopancreas de un pez control, es patoldgica, pues se
observa que en el interior de los hepatocitos hay vacuolizacion y algunas células que han perdido
su nucleo, es decir, que estan necroticas. Azul de Toluidina, 100x.

Figura 32. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, en el cual se visualiza la Capsula (Cp),
y el conducto Biliar (CB). Azul de Toluidina, 10x.
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Figura 33. Corte transversal de la regién del Pancreas del Hepatopancreas de Tilapia, donde se
observan a gran tamafio los Acinos Pancreaticos (AP,) estos acinos son de tipo seroso; sus células
tienen forman piramidal y sus &pices convergen en una luz (L) en donde se vierte la secrecion
celular, cada célula se caracteriza por presentar un nicleo redondo y de disposicion basal, los
acinos estan irrigados por vasos sanguineos (VS). Azul de Toluidina, 100x.
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Figura 34. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, donde se aprecia el Conducto Biliar
(CB) conformado por Epitelio Cilindrico Estratificado, aprecidndose sus células cilindricas (CC) que
contienen granulos (g) de almacenamiento de sustancias en la porcion apical de las mismas. El
ndcleo (Nu) es basal y esférico. A. Azul de Toluidina, 40x; B. H-E, 100x.
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7.3.2. Descripcion _histologica del Hepatopancreas de Peces Expuestos. Aunque
los Mamiferos son organismos muy diferentes y alejados evolutivamente de los
Peces, se pueden establecer puntos de comparacion (extrapolaciones) en cuanto
a patologia e histologia se refiere, ademas, se debe tener en cuenta que ambos
(peces y mamiferos) pertenecen al mismo reino (Animal). En esta investigacion se
tuvieron en cuenta referencias bibliograficas de histologia (Ham, 1998; Geneser,
2002) y patologia humana (Robbins et al., 2005) para identificar los cambios
histolégicos dados por efecto de los metales en el Hepatopancreas de la Tilapia
(Oreochromis niloticus) particularmente.

Figura 35. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia (Orechromis niloticus) en la cual se
observa el proceso Necrotico (N), mostrando los siguientes cambios: Fragmentacion de Membrana
Nuclear (FMN), Fragmentacion de la Membrana Celular (FMC), Vacuolizacién (Vc); ademas, se
aprecian figuras mitéticas (FM), los sinusoides (S) son de aspecto normal. Azul de Toluidina, 100x.
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Figura 36. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, donde se aprecian las caracteristicas
tipicas de un tejido necrético; el citoplasma (Ct) no tiene una coloracion uniforme y los hepatocitos
no conservan su forma caracteristica. Azul de toluidina, 100x.
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Figura 37. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, donde se observa claramente uno de
los procesos tipicos de la necrosis, la Caridlisis (Cl) o rompimiento de membranas nucleares y
pérdida de los limites celulares. Azul de toluidina, 100x.
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Figura 38. Corte transversal de Hepatopancreas de Tilapia, en el cual se aprecia Necrosis en

estado avanzado, notdndose Edema - Ed (espacios blancos irregulares), deterioro de sinusoides y

espacio perisinusoidal. Azul de Toluidina, 40x.
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7.4. Resultados cuantitativos del biomarcador histopatolégico (variables
dependientes o de respuesta)

Cuadro 9. Registro de las alteraciones histoldgicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en el Rio Patia (Peces control) en época himeda y seca.

CONTROLES BRANQUIA
EPOCA |INDIVIDUO AA AC AD AT ADDE TOTAL
1 0 1 0 0 0 1
2 1 0 0 0 0 1
3 0 0 0 0 0 0
SECA 4 1 0 0 0 1 2
5 0 1 0 0 1 2
6 1 0 0 0 0 1
TOTAL 3 2 0 0 2 7
1 0 0 0 1 0 1
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
HUMEDA 4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0
7 1 1 1 1 1 5
TOTAL 1 1 1 1 1 5

Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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Gréfica 2. Abundancia de alteraciones histolégicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en el Rio Patia (Peces control) en época seca.
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Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).

Grafica 3. Abundancia de alteraciones histoldgicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en el Rio Patia (Peces control) en época humeda.
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Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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Cuadro 10. Registro de las alteraciones histoldgicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en la Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época hiumeda y seca.

EXPUESTOS BRANQUIA (LAGUNA DE SONSO)

EPOCA |INDIVIDUO AA AC AD AT ADDE TOTAL
1 1 1 1 1 1 5
2 1 1 1 1 1 5
3 1 1 1 1 1 5
4 1 1 1 1 1 5
5 1 1 1 1 1 5
6 1 1 1 1 1 5
7 1 1 1 1 0 4
SECA 8 1 1 1 1 1 5
9 1 1 1 1 1 5
10 1 1 1 1 0 4
11 1 0 0 1 0 2
12 1 1 1 1 1 5
13 1 1 1 1 1 5
TOTAL 13 12 12 13 10 60
1 1 1 1 1 1 5
2 1 1 1 1 1 5
3 1 1 1 1 1 5
4 1 1 1 1 1 5
5 1 1 1 1 1 5
HUMEDA 6 1 1 1 1 1 5
7 1 1 1 1 1 5
8 1 1 1 1 1 5
9 1 1 1 1 1 5
10 1 1 1 1 1 5
TOTAL 10 10 10 10 10 50

Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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Gréfica 4. Abundancia de alteraciones histolégicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en la Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época seca.
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Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).

Gréfica 5. Abundancia de alteraciones histoldgicas de branquia en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en la Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época humeda.
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Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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Cuadro 11. Registro de las alteraciones histologicas de hepatopancreas de tilapia colectadas en el
Rio Patia (Peces control) en época hiumeda y seca.

CONTROLES HEPATOPANCREAS (RIO PATIA)
EPOCA | INDIVIDUO AC AD AT TOTAL
1 1 0 0 1
2 1 0 0 1
3 0 1 0 1
SECA 4 1 1 0 2
5 1 0 0 1
6 1 0 0 1
TOTAL 5 2 0 7
1 1 1 0 2
2 0 1 0 1
3 1 0 0 1
HUMEDA 4 0 = 0 =
5 1 0 0 1
6 0 1 0 1
7 0 1 0 1
TOTAL 3 5 0 8

Alteraciones Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD)

Gréfica 6. Abundancia de alteraciones histolégicas de hepatopancreas en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en el Rio Patia (Peces control) en época seca.
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Grafica 7. Abundancia de alteraciones histoldgicas de hepatopancreas en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en el Rio Patia (Peces control) en época himeda.
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Cuadro 12. Registro de las alteraciones histolégicas de hepatopancreas de tilapia colectadas en la
Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época hiumeda y seca.

EXPUESTOS HEPATOPANCREAS (LAGUNA DE SONSO)
EPOCA | INDIVIDUO AC AD AT TOTAL
1 1 1 1 3
2 1 1 0 2
3 1 1 1 3
4 1 1 1 3
5 1 1 1 3
6 1 1 0 2
I 1 1 1 3
SECA 8 1 1 1 3
9 1 1 1 3
10 1 1 1 3
11 1 1 1 3
12 1 1 0 2
13 1 1 0 2
TOTAL 13 13 9 35
1 1 1 0 2
2 1 1 0 2
3 1 1 1 3
4 1 1 1 3
. 5 1 1 0 2
HUMEDA 6 1 1 1 3
© 7 1 1 0 2
8 1 1 1 3
9 1 1 0 2
10 1 1 0 2
TOTAL 10 10 4 24

Alteraciones Citoplasméticas (AC), Degenerativas (AD)
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Grafica 8. Abundancia de alteraciones histoldgicas de hepatopancreas en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en la Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época seca.
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Gréfica 9. Abundancia de alteraciones histolégicas de hepatopancreas en los peces (Oreochromis
niloticus) colectados en la Laguna de Sonso (Peces expuestos) en época humeda.

25

20

BAC
BAD
OAT
O TOTAL

15

10

ALTERACIONES HEPATICAS EN EPOCA HUMEDA (EXPUESTOS)

Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT)

97



7.5. Resultados de analisis de imagenes

La segmentacion realizada por la aplicacién software no presentd problemas en su
proceso, gracias a que se estandarizaron las condiciones de captura de la imagen
y de iluminacion. La figura 34 muestra una imagen de los tres filamentos de un
individuo normal, esta imagen fue tomada del banco de 39 imagenes que tiene el
sistema.

Figura 39. Imagen de los tres filamentos de un individuo normal. H-E, 10x.

La figura 40 muestra la segmentacion de la imagen mostrada en la figura 39. Las
zonas en rojo corresponden a las lamelas y las zonas en negro corresponden a los
filamentos. Los otros filamentos que aparecen en la imagen son excluidos, asi
mismo las lamelas que se encuentran unidas al borde de la imagen. Luego de
segmentada la imagen se extraen las caracteristicas.

| ity v AL L = e e

Figura 40. Imagen segmentada de los tres filamentos de un individuo normal. Fuente: Manuel
Castrillon.
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Para valorar los resultados de la aplicacion software se realizé una prueba
diagnéstica, probando la respuesta de la aplicacion ante las patologias lamelares
para la cual se disefid. Se asignaron valores a las alteraciones teniendo en cuenta
su presencia o ausencia en el tejido, el cero (0) indico ausencia y el uno (1)
presencia. La aplicacibn se compard con resultados ya diagnosticados de
alteraciones adaptativas (AA) y de alteracion de distancia de difusion efectiva
(ADDE). Se tuvieron en cuenta 13 controles y 20 individuos expuestos con
diagnostico confirmado por el observador.

Cuadro 13. Registro de las alteraciones histolégicas de branquia de tilapia colectadas en el Rio
Patia (Peces expuestos) en época himeda y seca, comparadas con el analisis de imagenes LEICA

Q550IW.
CONTROLES BRANQUIA
EPOCA INDIVIDUO AA(S) ADDE (S) AA(O) ADDE(O)

1 0 0 0 0

2 0 0 1 0

SECA 3 0 0 0 0
4 1 1 1 1

5 0 1 0 1

6 1 0 1 0

1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

HUMEDA 4 0 1 0 0
5 0 1 0 0

6 0 0 0 0

7 1 1 1 1

AA (Alteraciones Adaptativas), ADDE (Alteraciones en la Distancia de Difusion Efectiva), S (Datos
del Programa), O (Datos del Observador).
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Cuadro 14. Registro de las alteraciones histolégicas de branquia de tilapia colectadas en la
Laguna de Sonso (Peces Expuestos) en época himeda y seca, comparadas con el analisis de

imagenes. LEICA Q550IW.

EXPUESTOS BRANQUIA
EPOCA INDIVIDUO AA(S) | ADDE (S) AA(O) ADDE(O)

1 1 1 1 1

2 1 1 1 1

3 1 0 1 1

4 1 1 1 1

5 1 1 1 1

6 1 1 1 1

SECA 7 1 0 1 0
8 1 1 1 1

9 1 1 1 1

10 1 1 1 0

11 0 1 1 0

12 1 1 1 1

13 1 1 1 1

1 1 1 1 1

2 1 1 1 1

3 1 1 1 1

HUMEDA 4 1 1 1 1
5 1 1 1 1

6 1 1 1 1

7 1 1 1 1

AA (Alteraciones Adaptativas), ADDE (Alteraciones en la Distancia de Difusion Efectiva),
S (Datos del Programa), O (Datos del Observador).
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7.6. Resultado de biomarcador genotéxico (micronucleos)

Cuadro 15. Registro de frecuencia de micronucleos en eritrocitos de branquia por individuo.

LAGUNA DE SONSO RIO PATIA
EPOCA |INDIVIDUO| Mn/2000 1 epqca | \NDiviDUO|  Mn/2000
células células
1 6
> " 1 1
3 5
" = 2 0
5 5
= = 3 0
7 3
SECA 5 = SECA 4 0
9 6
10 5 5 1
11 1
12 4 6 0
13 3
TOTAL 59 TOTAL 2
1 6 1 0
2 4 2 0
3 5 3 0
4 5 4 0
5 4 5 0
HUMEDA 6 4 HUMEDA 6 0
7 6 7 0
8 5
9 7
o 5 TOTAL 0
TOTAL 56

Cuadro 16. Registro de promedio de MN/2000 Células, desviacion tipica estandar y numero de

muestra.
N°e PROMEDIO DE MN/2000 CELULAS
X+ DESVIACION ESTANDAR (n DE MUESTRA)
SITIO

EPOCA LAGUNA DE SONSO RIO PATIA TOTAL

SECA 4,54 + 1,506 (13) 0,33 % 5,16 (6) 3,21 + 2,371 (19)
HUMEDA 5,10 + 0,994 (10) 0,00 + 0,00 (7) 3,00 + 2,693 (17)

TOTAL 4,78+ 1,313 (23) 0,15 + 0,376 (13) 3,11 + 2,493 (36)
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Gréfica 10. Numero promedio de micronucleos/2000 células vs. Sitios
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Figura 41. Eritrocitos de Branquia de Oreochromis niloticus colectadas de la Laguna de
Sonso.100x

Figura 42. Micronlcleos observados en eritrocitos de Branquia de Oreochromis niloticus
colectadas de la Laguna de Sonso.100x.

Figura 43. Eritrocitos de Branquia de Oreochromis niloticus colectadas de Rio Patia.100x
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Figura 44. Micronlcleo observado en eritrocitos de Branquia de Oreochromis niloticus colectadas
de Rio Patia.100x.

7.7. Resultados comparativos entre los biomarcadores histopatologico y
genotdxico

Cuadro 17. Comparacion entre los biomarcadores histopatoldgico y genotoxico.

N° PROMEDIO DE MN/ 2000 CELULAS

N° DE ALTERACIONES ESTADISTICOS
N° DE DESVIACION| ERROR

HISTOPATOLOGICAS INDIVIDUOS MEDIA TIPICA ESTANDAR I(DSFTgCgsl\lIr-]l:[:jt'IAc\:Sa-)rE

0 6 0.00 0.0 0.0

1 4 0.25 0.5 0.250

2 3 0.67 0.577 0.333

4 2 4.0 1.414 1.0 0.000

5 21 4.81 1.470 0.321

TOTAL 36 3.11 2.493 0.416

a. Prueba de Kruskal Wallis.
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Grafica 12. Comparacion entre los biomarcadores histopatoldgico y genotoxico
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7.8. Resultados quimicos

Se realizaron analisis quimicos para evaluar la cantidad de metales (Cromo,
Mercurio y Plomo) presentes tanto en el agua como en el Hepatopancreas y la
branquia de cada organismo muestreado en los dos lugares de interés en este
proyecto. En las siguientes Cuadros se presenta un informe mas detallado sobre
la cuantificacion de los metales, la época o fecha y el lugar de muestreo.
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Cuadro 18. Concentraciones totales de Cromo, Plomo y Mercurio en tejidos (mg/Kg peso) y en el

agua
Cromo Plomo Mercurio
TILARIA Seca Hlimeda Seca Hlimeda Seca Himeda
. 0,0543 + 0,027 + 0,045+ | 0029+ | 0,009+
Branquia 0,0001 0,002 0,003 0,003 0,001 Nd
) 0,018 + 0,759 + 0037+ | 0066+ | 0036+ | 0,030
Hepatopancreas 0,005 0,081 0,005 0,004 0,003 0,003
Agua Nd Nd Nd Nd Nd Nd

* Todos los valores estan expresados como el promedio de tres determinaciones (n=3) + la
desviacion estandar. Nd = No detectable. Fuente: Angélica Varén.

Grafica 13. Variacion temporal de la concentracién de cromo en tejidos individuales y total
de Tilapia de la laguna de Sonso. Fuente: Angélica Varon.
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Grafica 14. Variacion temporal de la concentracién de plomo en tejidos individuales y total de
Tilapia de la laguna de Sonso. Fuente: Angélica Varon.
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Grafica 15. Variacion temporal de la concentracion de mercurio en tejidos individuales vy total
de Tilapia de la laguna de Sonso. Fuente: Angélica Varon.
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Cuadro 19. Norma para los niveles maximos permitidos de mercurio, y plomo en peces y

moluscos.
Metal Peces Moluscos Fuente
Hg - -z
0,5 no predadores* - Comision Europea *
(m?r/:gcgiso 1,0 predadores * 0.5 Legislacion Espafiola **
Pb
(mg/kg peso 02-04 15 FAO/OMS, 2000
fresco)
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8. ANALISIS ESTADISTICO

8.1. Analisis estadistico del biomarcador histopatolégico

El test exacto de Fisher permite analizar si dos variables dicotomicas estan
asociadas cuando la muestra a estudiar es demasiado pequefia como en el
presente estudio y no se cumplen las condiciones necesarias para que la
aplicacion del test A> sea adecuada. Estas condiciones exigen que los valores
esperados de al menos el 80% de las celdas en una Cuadro de contingencia sean
mayores de 5 (en el presente trabajo se cumple esta condicion). Asi, en una
Cuadro 2x2 sera necesario que todas las celdas verifiquen esta condicion, si bien
en la practica suele permitirse que una de ellas muestre frecuencias esperadas
ligeramente por debajo de este valor (Diaza y Salvador; 2004).

En otras ocasiones, una misma caracteristica se mide en mas de una ocasion
para cada uno de los individuos que se incluyen en una investigacion. En este
caso, el interés se centra en comparar si las mediciones efectuadas con dos
métodos diferentes (Andlisis de Imagenes y Observacion) para ver si son iguales o
si, por el contrario, se produce algun cambio significativo (Diaza y Salvador; 2004).

El test de McNemar es aplicable a datos pareados como estos, existen claramente
cuatro tipos de pares de observaciones, segun cada individuo presente o no la
caracteristica de interés con los dos métodos con que se efectla la evaluacion.
Asi, los resultados obtenidos pueden mostrarse igualmente en un cuadro 2 x 2,
con la salvedad de que aqui los datos son dependientes y por lo tanto no resultara
adecuada la utilizacién del test A2.

El resultado de la prueba puede ser correcto (verdadero positivo y verdadero
negativo) o incorrecto (falso positivo y falso negativo). El andlisis de su validez
puede obtenerse calculando los valores de sensibilidad y especificidad (Fernandez
y Pértigas; 2003)
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8.1.1. Datos estadisticos del analisis morfolégico de branquia de tilapia.

Cuadro 20. Datos estadisticos de Presencia-Ausencia de alteraciones vs. Sitios de muestreo en
branquia de Tilapia

ESTADISTICO
BRANQUIA (n=36) RIO PATIA LAS(;JI\IT?ODE EXACTO DE
FISHER
Recuento 9 0
SIN Frecuencia 3.3 5.8
esperada
% Sitio 69,2 0,0
AA Recuento 4 23 0,000
CON Frecuencia 98 173
esperada
% Sitio 30,8 100
Recuento 10 1
SIN Frecuencia 4.0 7.0
esperada
% Sitio 76,9 4,3
AC Recuento 3 22 0,000
CON Frecuencia 9.0 16,0
esperada
% Sitio 23,1 95,7
Recuento 12 1
SIN Frecuencia 47 83
esperada
% Sitio 92,3 4,3
AD Recuento 1 22 0,000
CON Frecuencia 8.3 14,7
esperada
% Sitio 7,7 95,7
Recuento 11 0
SIN Frecuencia 4.0 7.0
esperada
% Sitio 84,6 0,0
AT Recuento 2 23 0,000
CON Frecuencia 9.0 16,0
esperada
% Sitio 15,4 100
Recuento 10 3
SIN Frecuencia 47 83
esperada
% Sitio 76,9 13,0
ADDD Recuento 3 20 0,000
CON Frecuencia 83 14,7
esperada
% Sitio 23,1 87,0

Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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Para el Rio Patia la frecuencia esperada SIN Alteraciones es menor que la
observada, al igual que para la Laguna de Sonso CON Alteracion. En los otros dos
casos: Rio Patia — CON y Laguna — SIN es lo contrario; la frecuencia esperada es
mayor que la observada. Estos resultados indican que hay una posible asociacion
entre el Sitio y la Presencia de las Alteraciones, es decir, en la Laguna de Sonso
hay mas alteraciones observadas que las esperadas y en el Rio Patia menos de
las mismas.

Para ver si la asociacion entre el sitio de estudio y la presencia 0 no de
alteraciones adaptativas es significativa, tenemos en cuenta el estadistico exacto
de Fisher (analiza si dos variables dicotbmicas estan asociadas cuando la muestra
a estudiar es demasiado pequefa), que para este caso es altamente significativo
por ser menor de 0,005 (p<0,005). Teniendo en cuenta que en la Laguna de
Sonso hay mayor presencia de Alteraciones Citoplasmaticas que en el Rio Patia 'y
viceversa.

En la Laguna de Sonso las alteraciones mas representativas fueron adaptativas y
tisulares y en el Rio Patia las adaptativas. Aunque todas las alteraciones tuvieron
el mismo comportamiento estadistico para cada uno de los sitios, no indica que la
una conlleva a la otra, pues, en procesos degenerativos y necroticos, cada una de
ellas representan una etapa diferente, pero si se puede observar en algunos casos
que los estados avanzados de necrosis se observan estadios anteriores a la
misma.

Podemos decir que el sitio posiblemente si influye con la presencia de cada una
de las alteraciones (laguna de Sonso) y con la ausencia de las mismas (Rio
Patia).
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Cuadro 21. Datos estadisticos de Presencia- Ausencia de Alteraciones vs. Epocas de muestreo en
branquia de tilapia

) ESTADISTICO
BRANQUIA (n=36) SECA HUMEDA EXACTO DE
FISHER
Recuento 3 6
SIN Frecuencia 48 43
esperada
% Sitio 15,8 35,3
AA Recuento 16 11 0,168
CON Frecuencia 143 128
esperada
% Sitio 84,2 64,7
Recuento 5 11
SIN Frecuencia 58 11.8
esperada
% Sitio 26,3 64,7
AC Recuento 14 17 0,412
CON Frecuencia 132 17.0
esperada
% Sitio 73,7 100
Recuento 7 6
SIN Frecuencia 6.9 6.1
esperada
% Sitio 36,0 35,3
AD Recuento 12 11 0,599
CON Frecuencia 121 109
esperada
% Sitio 63,2 64,7
Recuento 6 5
SIN Frecuencia 58 52
esperada
% Sitio 31,6 29,4
AT Recuento 13 12 0,588
CON Frecuencia 13.2 118
esperada
% Sitio 68,4 70,6
Recuento 7 6
SIN Frecuencia 6.9 6.1
esperada
% Sitio 36,8 35,3
ADDD Recuento 12 11 0,599
CON Frecuencia 121 109
esperada
% Sitio 63,2 64,7

Alteraciones Adaptativas (AA), Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT),
Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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La frecuencia de presencia de alteraciones esperada para la época seca es menor
gue la observada, mientras gque su ausencia en la misma época es mayor que la
observada; lo que nos indica que la época seca posiblemente influye en la
presencia de alteraciones en los peces muestreados. Por otro lado, en época
hameda la frecuencia esperada es menor que la observada (en cuanto a la
ausencia de alteraciones en peces muestreados), corroborandose con los datos
de presencia de alteraciones, donde la frecuencia esperada es mayor que la
observada, es decir, hay menos peces “enfermos” en la época humeda.

Lo anterior se entiende facilmente al tener en cuenta que el mayor porcentaje
(cuadro 21) lo tiene la época seca con presencia de alteraciones. Pero, aun asi, la
asociacion entre la época y la presencia-ausencia de los diferentes tipos de
alteraciones no es significativa por ser mayor a 0,005; teniendo en cuenta el
estadistico exacto de Fisher.

Las alteraciones con mayor presencia son las adaptativas y citoplasmaticas en
época seca y en época humeda las tisulares, pero esto no indica que la asociacion
entre estas dos variables sea significativa (Estadistico exacto de Fisher).
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8.1.2. Datos estadisticos del analisis morfolégico de hepatopancreas de tilapia.

Cuadro 22. Datos estadisticos de Presencia- Ausencia de Alteraciones vs. Sitios de muestreo en
hepatopancreas de Tilapia

ESTADISTICO
HEPATOPANCREAS (n= 36) RIO PATIA LAGUNA DE EXACTO DE
SONSO
FISHER
Recuento 5 1
SIN Frecuencia 22 3.8
esperada
% Sitio 38,5 4,3
AC Recuento 8 22 0,016
CON Frecuencia 10.8 192
esperada
% Sitio 61,5 95,7
Recuento 6 0
SIN Frecuencia 22 38
esperada
% Sitio 46,2 0,0
AD Recuento 7 23 0,001
CON Frecuencia 10.8 192
esperada
% Sitio 53,8 100
Recuento 13 9
SIN Frecuencia 79 141
esperada
% Sitio 100 39,1
AT Recuento 0 14 0,000
CON Frecuencia 51 89
esperada
% Sitio 0,0 60,9

Alteraciones Citoplasméticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT).

Las alteraciones presentes con mayor frecuencia en la Laguna de Sonso las
degenerativas y en el Rio Patia las citoplasméaticas; mientras que las de menor
presencia en los dos sitios fueron las tisulares.

La relacion existente entre los sitos y la Presencia — Ausencia de la alteracion
citoplasmatica no es significativa debido al alto grado de estas alteraciones
encontradas en el Rio Patia; mientras que, para las degenerativas y tisulares se
puede afirmar que hay una posible incidencia del sitio (estadisticamente
significativo) con la presencia y cantidad de dichas alteraciones.
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Cuadro 23. Datos estadisticos de Presencia-Ausencia de alteraciones vs. época de muestreo en
hepatopancreas de tilapia

) ) ESTADISTICO
HEPATOPANCREAS (n= 36) SECA HUMEDA EXACTO DE
FISHER
Recuento 1 5
SIN Frecuencia 32 28
esperada
% Sitio 5,3 29,4
AC Recuento 18 12 0,038
CON Frecuencia 158 14.2
esperada
% Sitio 94,7 70,6
Recuento 4 2
SIN Frecuencia 32 28
esperada
% Sitio 21,1 11,8
AD Recuento 15 15 0,386
CON Frecuencia 15,8 14,2
esperada
% Sitio 78,9 88,2
Recuento 9 13
SIN Frecuencia 11.6 104
esperada
% Sitio 47,4 76,5
AT Recuento 10 4 0,073
CON Frecuencia 74 6.6
esperada
% Sitio 52,6 23,5

Alteraciones Citoplasmaticas (AC), Degenerativas (AD), Tisulares (AT).

Los resultados para los anteriores casos fueron similares y se puede hacer un
andlisis general. Para las dos épocas (Seca y Humeda) la presencia de
alteraciones fue mayor. Ademas, la época seca también tuvo un porcentaje de
asociacibn mas alto que para la época Humeda, excepto para las alteraciones
Degenerativas, en donde la época humeda tuvo un mayor valor, pero con minima
diferencia.

El valor de la prueba de Fisher revelé que aunque los porcentajes de alteracion
fueron altos para la época Seca, no hay asociacion estadisticamente significativa
entre la época y la alta presencia de alteraciones.
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En época seca las alteraciones mas frecuentes son las citoplasmaticas y en la
hameda las degenerativas; mientras que, las menos frecuentes son las tisulares
para ambas épocas

Vale la pena aclarar que los altos porcentajes presentados para la época, tanto en
branquia como en hepatopancreas, no indican asociacion estadisticamente
significativa entre estas variables.

8.2. Comparacién estadistica del andlisis morfolégico de branquia de tilapia
por medio de dos métodos de evaluacion (analisis de imagenes vy
observacion)

8.2.1._Test de Mcnemar. Teniendo en cuenta que la evaluacion morfométrica de
branquia se realiz6 por medio de dos métodos, el primero por Observaciéon y el
otro con el Analizador de Imagenes LEICA QWIN550IW, basados en las
caracteristicas morfoldégicas normales (cuadro 24) y se aplicé el Test McNemar
para compararlos y ver la especificidad y sensibilidad de cada prueba (cuadro 25).

Cuadro 24. Caracteristicas morfologicas normales

Caracteristica
morfométrica

Longitud de lamela (um) 107,363 40,718 76,535

Maximo Minimo Promedio

Ancho de lamela (um) 9,476 5,383 7,264
Ancho de filamento (um) 57,584 50,603 54,214
Numero de lamelas 186 142 162

El cuadro 25 muestra el resultado de la prueba diagndstica para ambas patologias
y la especificidad y sensibilidad de la prueba.
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Cuadro 25. Prueba diagnostica de la aplicacion

Verdadero

Resultado de |  giagnostico (AA) | Sensibilidad = 0,916

la prueba Patolégico Sano
Positivo 22 0 .
- Especificidad = 1,000
Negativo 2 9

Verdadero
Resultado de | gjagnostico (ADDE) | Sensibilidad = 0,950

la prueba Patolégico Sano
Positivo 19 4 .
- Especificidad = 0,692
Negativo 1 9

Los valores de sensibilidad y especificidad de la prueba diagnostica de las AA son
sobresalientes comparados con los de la prueba diagnostica de la ADDE, esto se
debe a que en el aumento utilizado de 10x es mas facil detectar patologias
asociadas con aumento celular del epitelio en los filamentos tanto para la vision
subjetiva del especialista como para la visidon artificial objetiva de la aplicacion
software, mientras que para detectar la ADDE es mas dificil para el especialista
manejar un aumento de 10x, debido a que es necesario utilizar aumentos de 40x y
en algunas ocasiones de 100x para establecer un diagndéstico acertado
relacionado con la alteracién de la DDE. Debido a estas diferencias para medir la
presencia de la ADDE, se puede notar la aparicion de cuatro falsos positivos en la
prueba, lo que determina la disminucion del valor de especificidad para esta.

Cuadro 26. Estadisticos de Contraste entre los dos métodos de evaluacion.

ALTERACIONES
ADAPTATIVAS ALTERACIONES DDE
(SISTEMA) Y (SISTEMA) Y
ALTERACIONES ALTERACIONES DDE
ADAPTATIVAS (OBSERVADOR)
(OBSERVADOR)
N 33 33
Sig exacta 0,500? 0,375
a. Distribucion binomial usada
b. Prueba McNemar

Teniendo en cuenta que la Hipoétesis nula 6 Ho (Los métodos coinciden) se
rechaza para valores mayores a 0,5 (p< 0,5); asumimos que por ser en este
estudio menores a este valor, se dice que los dos métodos coinciden en la
obtencion de resultados tanto negativos como positivos, coincidiendo aun mas en
la evaluacion de Alteraciones en la Distancia de Difusion Efectiva (ADDE).
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8.3. Andlisis estadistico del biomarcador genotéxico (micronucleos)

En el cuadro 15. se registraron los datos de frecuencia de micronucleos en 2000
eritrocitos por pez, posteriormente fueron ingresados al programa Excel de la
forma correspondiente y se transfirieron al paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for to Social Scientific) con un nivel de significancia maximo de 0.05,
para el andlisis estadistico y referencial se aplico pruebas de normalidad (Shapiro-
wilk p<0,05) y homogeneidad de varianza (Levene p>0,05), como los datos no se
ajustaron a la distribucién normal ni a la homogeneidad de varianza y por ser las
muestras muy pequefias, se realizdé un analisis principalmente mediante pruebas
no paramétricas como la de U Mann Whitney.

El ndmero promedio de microndcleos en 2000 eritrocitos con su respectiva
desviacion estandar y el tamafio de la muestra (N° 36) correspondiente a la época
(seca y humedad) y sitio de muestreo (Laguna de Sonso y Ri6 Patia) se presenta
en la cuadro 16. y desde la gréafica 41 hasta 44.

En el sitio de la Laguna de Sonso el nUmero promedio de micronucleos en 2000
eritrocitos fue significativamente mayor de 4.78 Mn que el registrado en el Rio Patia
0,15 Mn. Este incremento fue independiente de la época (no hubo interaccion:
p>0.05). Al comparar las dos épocas (seca MN 3.21 y Hiumeda: Mn 3.00) no se
identificé una diferencia significativa entre ellas para la induccién de micronucleos.

Con base al andlisis de estadisticas realizadas, se pudo concluir que posiblemente
los contaminantes del agua como los metales de la Laguna de Sonso tienen un
efecto genotoxico en Orechromis niloticus debido a que se incrementa la
frecuencia de microndcleos en los eritrocitos en la branquia sin importar la época.

8.4. Andlisis comparativo entre los biomarcadores histopatolégico y
genotoxico.

Los datos se codificaron en una base de datos fueron sometidos a una prueba de
normalidad (Shapiro Wilk p<0,05) y de homogeneidad de varianza (Levene
p<0,05) ya que los datos no se ajustaron a estos requisitos y por ser muestras
muy pequeiias fueron analizados mediante una prueba no paramétrica como la de
Kruskal Wallis, con el programa estadistico SPSS (Statistical Package for to Social
Scientific) con un nivel de significancia maximo de 0,05.
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El ndmero promedio de micronlcleos en 2000 eritrocitos vs. Numero de
alteraciones con su respectivo tamafio de la muestra, media, desviacion estandar
y el error tipico se registraron en la cuadro 17 y grafica 12.

Al comparar el numero promedio de micronucleos en 2000 eritrocitos con el
namero de alteraciones Histopatoldgicas presentes en la branquia de la tilapia
Oreochromis niloticus se encontré una correlacion estadisticamente significativa
entre estos dos biomarcadores.

Los biomarcadores se complementan al establecer con sus resultados que hay
mayor numero de alteraciones tanto genotdxicas como histopatologicas en la
Reserva de la Laguna de Sonso respecto los individuos colectados en el Rio
Patia.

8.5. Analisis de datos quimicos en tejidos

De acuerdo con los resultados obtenidos en muestras biolégicas y las graficas, se
puede observar una tendencia de acumulacion para cada metal analizado en la
Tilapia, se resume de mayor a menor concentracion:

¢ CROMO: Branquia > Hepatopancreas

e PLOMO: Branquia > Hepatopancreas

¢ MERCURIO: Hepatopancreas > Branquia

Estos resultados muestran de manera generalizada, una mayor tendencia de
acumulacion de los metales en la branquia de Tilapia que en el Hepatopancreas.

Por otro lado, se observa que las concentraciones halladas de plomo y mercurio
en los peces (cuadro 18), no superan los limites establecidos para esta especie
por distintas organizaciones ambientales, mostrados en el cuadro 19.
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9. DISCUSION

La contaminacion por mercurio en ecosistemas acuaticos ha recibido gran
importancia desde el descubrimiento de la enfermedad MINAMATA en Japon
(1950s) causado por el mismo (Raldua et al., 2007) y ahora con el crecimiento
industrial y su alto uso en las mismas, ha desencadenado problemas de impacto
ambiental como el observado en la Laguna de Sonso por la expulsion del mismo
en forma orgéanica (Arriberé et al., 2003; Raldua et al., 2007). Vale la pena aclarar
que en ecosistemas acudticos parte del mercurio inorganico puede ser
microbiolégicamente convertido en metilmercurio y luego ser tomado por
organismos acuaticos (Spry, Wiener; 1991; Raldda et al., 2007) y posteriormente
ser bioacumulado, desencadenando alteraciones tanto a nivel Genético como
Histoldgico.

La presencia de metales toxicos puede llevar a riesgos en la salud de vertebrados
superiores y por ultimo en humanos después del consumo de peces y puede ser
directamente adquirido solo por la ingestion (Al-Sabti y Metcalfe, 1995).

El uso de biomarcadores ayuda en la identificacién de la relacion causal entre la
exposicidn a contaminantes téxicos y el riesgo incrementado de efectos en
individuos y poblaciones que pueden indicar la disminucién de la integridad
ecologica (Bolognesi et al, 2006). Generalmente la genotoxicidad es un asunto de
gran interés porque existe un riesgo de exposicion de vertebrados en relacién a la
cadena alimenticia y es de gran importancia en las dietas diarias de las
poblaciones locales (Power, 1989) como la comunidad aledafia a la Reserva
Natural de la Laguna de Sonso.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto confirman lo dicho por Hinton y
Lauren en 1990, quienes expresaron que los biomarcadores indican cambios
fisiolégicos y maodificaciones bioquimicas (entre otros) que repercuten en la
formacion de estructuras modificadas (Lesion) en las células, tejidos u 6rganos.

Sanchez et al 1997 y 1998 afirman por sus resultados que el epitelio branquial es
muy vulnerable en ambientes contaminados por el contacto directo con el medio,
pues, se encarga del intercambio gaseoso, excrecidbn de amoniaco y regulacion
i6nica. Estos autores, al igual que en la presente investigacion, hallaron mas
concentracion de metales en branquia que en hepatopancreas y por ende, mayor
frecuencia de alteraciones en este ultimo.
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En el 2006, estudios como el de Ferguson, Elahee, Cengiz, Raldla y Evans en
1978, afirman que las lesiones hepaticas y sobretodo branquiales son indicadoras
de exposicion a contaminantes. Esta asercion, sirve de soporte en la actual
investigacion para establecer que las lesiones encontradas a nivel histolégico en la
Tilapia, son causadas posiblemente por la presencia de metales (Hg, Pb, Cr) en la
Laguna de Sonso. Ademas, la descripcidn histolégica normal tanto de branquia
como de hepatopancreas descrita por ellos, coincide con la observada en este
estudio.

Si tenemos en cuenta los resultados obtenidos en la Branquia respecto a la época,
en la mayoria de los casos el porcentaje es mayor en la época Seca y Himeda
CON Alteracion, siendo mayor aun para la época SECA. Lo que nos indica que las
Alteraciones Adaptativas y Citoplasmaticas estdn posiblemente mas asociadas
con la época Seca, aungue esta asociacion no es significativa.

Aunque todas las alteraciones tuvieron el mismo comportamiento estadistico en
Branquia para cada uno de los sitios, no indica que la una conlleva a la otra, pues,
en procesos degenerativos y necréticos, cada una de ellas representa una etapa
diferente. Pero, si se puede observar en algunos casos estadios anteriores a la
necrosis. El sitio si influye en la presencia de las alteraciones (laguna de Sonso) y
con la ausencia de las mismas (Rio Patia).

Verjan et al 2001 probaron que la cachama blanca clinicamente sana de cultivos
comerciales presenta un alto indice de lesiones en el sistema respiratorio
directamente relacionada con una baja calidad del agua, por lo que corrobora o
explica que en la presente investigacion se encontraran alteraciones en branquia y
hepatopancreas de los peces colectados en el Rio Patia, a pesar de ser del grupo
Control.

Hasta el momento se han realizado estudios morfométricos que usan como
herramienta principal la microscopia en la branquia de peces (Lewis et al., 1975;
Sanchez et al., 1997; Sanchez et al., 1998) y en otros 6rganos como el Foliculo
ovarico de los Bufalos (Mondadori et al., 2007); pero sin la utilizacion de analisis
de imagenes. Mientras que, en el presente estudio se tuvo en cuenta, ayudando al
observador a dar un diagnéstico mas acertado, constituyéndose en un estudio
pionero en la aplicacion del andlisis de imagenes en estudios morfométricos.

Los estudios de evaluacion de pruebas diagndsticas son el instrumento adecuado
para obtener determinada informacion. No obstante, no se debe olvidar que
existen determinados aspectos en el disefio de este tipo de investigaciones que
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pueden afectar la precisibn y la validez de las estimaciones realizadas. La
poblacion de estudio, la estrategia de muestreo, la seleccién del criterio de
referencia y la forma de aplicacion de las pruebas diagnosticas seran algunos de
los elementos a evaluar para evitar la presencia de sesgos (Fernandez, 2003;
Castrillon, 2006).

La prueba de microndcleos confirma que esta especie de pez puede ser usada en
biomonitoreos genéticos para detectar el estado de la calidad de agua para el
area de la Laguna de Sonso.

En este estudio el niumero promedio de micronucleos (N° de Mn/2000 eritrocitos)
fue estadisticamente significativo en los peces colectados en la Laguna de Sonso
expuestos a metales 4.78 Mn) respecto al grupo control del Ri6 Patia (0,15 Mn),
de acuerdo con Kligerman (1982) quien afirma que las frecuencias de
micronucleos en peces tienen un incremento cuando habitan agua contaminada.
Aunque entre las dos épocas (seca: Mn 3.21 y Himeda: Mn 3.00) no se identifico
una diferencia significativa,

La correlacion entre las altas frecuencias de micronucleos en peces del sitio
contaminado (Laguna de Sonso) comparado con el sitio de control (Rio Patia) es
comparable a los resultados obtenidos por Porto et al. (2005), en los cuales ellos
obtuvieron que las frecuencias medias de microndcleos observadas en
Prochilodus nigricans (detritivoro), Mylossoma duriventris (omnivoro) y Hoplias
malabaricus (piscivore) del sitio contaminado por mercurio debido a la alta
actividad minera de oro (Rio Madeira) fueron significativamente mas altas (Prueba
U: P<0,001) que las frecuencias de las mismas especies del Rio Solimoes o sitio
no contaminado.

El andlisis de frecuencias basales de micronucleos interespecies (Cyprinus Carpio
o Oncorhynchus mykiss) varian en un rango de 0-13, debido a la competencia
metabdlica, mecanismos de reparacion del DNA y la expresion del micronicleo en
cada especie, (Landolt y Kocan, 1983; Al-Sabti, 1986; Nepomuceno et al., 1997;
Llorente et al., 2002; Grisolia y Starling, 2001; Gustavino et al., 2001; Schultz et
al., 1993; Castano et al., 1998; Ayllon y Garcia-Vazquez, 2001). Sin embargo la
gran mayoria de estas investigaciones reportan datos en un rango de 0 a 1,
concordando con los resultados obtenidos en este estudio (Micronucleos: 0,15).

Es de gran aporte para la comunidad cientifica como para la comunidad de la
region esta investigacion de un analisis bioldgico con una referencia de
micronucleacién para detectar genotoxicidad hace un gran aporte y los resultados
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son de gran interés. Se han reportado pocas investigaciones en las cuales se
empleara la prueba de microndcleos en eritrocitos de branquia de peces
Oreochromis niloticus a nivel nacional y ninguna en la Reserva Natural de la
Laguna de Sonso.

Tal como lo afirman Rabitto en el 2005, Poonam y Farhat; 2004; las pruebas de
genotdxicidad e histopatolégicas en organismos acuéticos como los peces son
importantes complementarlas con la medicion y analisis de los parametros
quimicos hidricos universales para poder entender de mejor forma la dinamica de
los metales dentro del sistema acuatico que se esta estudiando. No se puede
asegurar que en este caso la disminucién de la calidad del agua incida en la
genotoxicidad de la fauna ictica directamente, pero esta Ultima puede ser
indicativa del deterioro de la calidad del agua por la contaminacion con metales.

Los biomarcadores usados en este proyecto (Genotdoxico e Histopatoldgico)
coincidieron en sus resultados significativamente, comprobando que es mas
preciso un estudio cuando se usa mas de un biomarcador, como lo afirma Kakkar
en el 2005 y Viarengo en 1996, los cuales resaltan la importancia de la aplicacién
de biomarcadores para monitorear ambientes contaminados, al igual que el uso de
organismos centinelas como los peces.

En cuanto a los resultados quimicos, muestran de manera generalizada que no
superan los limites establecidos para esta especie por distintas organizaciones
ambientales, pero se tiene informacion donde dice que, aun a bajas
concentraciones los metales tienen la habilidad de ser toxicos y perjudiciales
(Satoh, 2000; Devlin, 2006; Hinton et al., 1978; Hinton et al., 1990; Alazemi, 1996;
Pawer et al., 1998; Topo6n, 2003; Mallat, 1985; Giari et al., 2007; Braunbeck,
1998).

Hubo mayor tendencia de acumulacién de los metales en la branquia de Tilapia
gue en el Hepatopancreas. Por lo que podemos afirmar, que la branquia con toda
su organizacion, sirve de barrera para que estos metales no pasen o lleguen al
interior del organismo; pero los metales que logran distribuirse en él, afectan en
gran medida la estructura del hepatopancreas. Es necesario aclarar que este
altimo se observo afectado en gran medida tanto en los peces control como los
expuestos, corroborando lo dicho por Verjan et al (2001).

Segun Alazemi et al (1996), Topdn et al (2003), Giari et al (2007), Braunbeck
(1998), Mallatt (1985), Hinton (1990), Has- Schon et al (2006), la hiperplasia,
fusion lamelar, edema, levantamiento epitelial, pérdida de compartimentalizacion
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celular, vacuolizacion, necrosis, entre otras; son tipicas lesiones en respuesta a
organoclorinas, derivados del petrdleo, organofosfatos, carbamatos, herbicidas y
metales. Coincidiendo con lo mencionado anteriormente, cerca a laguna de Sonso
hay cultivos de cafia en donde se usan diferentes fertilizantes, herbicidas e
insecticidas, haciéndose necesario e indispensable afirmar que la mayoria de los
cambios histopatoldégicos no son en gran parte especificos a un determinado
toxico, debido a la confirmada ocurrencia de alteraciones similares bajo un rango
amplio de exposicion a sustancias nocivas en diferentes condiciones como el
habitat, forma quimica del metal, temperatura del agua, pH, oxigeno disuelto,
edad, género y masa corporal.

Aunque esta investigacion no se enfoco en el proceso de acumulacion de metales
sino en las alteraciones dadas a causa de estos, es necesario decir que los peces
acumulan mercurio, plomo y cromo directamente de su alimento y el agua que lo
rodea bioconcentrandose en grandes cantidades tanto en su organismo como en
las especies que los consumen; confirmando lo mencionado por Clarkson (1997),
Raldua et al (2007), Rainbow, (1985), Raldua et al (2007).

Otro estudio en donde se tuvieron en cuenta los mismos metales (Pb, Hg, Cr) para
evaluar su incidencia en ambientes naturales como la Laguna de Sonso fue el
realizado por Gishler en el 2005, el cual utilizé para el analisis quimico el musculo
de la Tilapia, encontrando para el mercurio y cromo valores no detectables (ND)
en ese afo y el plomo si lo pudo cuantificar, mientras que, en esta investigacion se
tuvo en cuenta para la cuantificacion de estos metales el hepatopancreas y la
branquia de la misma especie, encontrando valores detectables para todos ellos
(metales), excepto para el mercurio en la branquia de peces muestreados en
época humeda. Es importante mencionar que el estudio realizado por Gishler es el
mas aproximado a este estudio, aunque no se evaluaron las épocas ni los mismos
tejidos.

Dado que la dieta es la ruta principal de exposicion a metales (Castro et al., 2008),
la Tilapia constituye un riesgo para la salud de las poblaciones aledafias a la
Laguna de Sonso que la consumen, debido a que se incrementa la toxicidad por
bioacumulacién en niveles tréficos altos (Zhang, Wong; 2007).
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10. ALCANCES

Esta investigacion puede servir a investigadores nacionales para adelantar mas
estudios relacionados con los efectos de los metales en diferentes ecosistemas y
organismos que en el interactlan, para determinar efectos a corto y largo plazo
(mutagénicos, carcinogénicos y teratogénicos) y asi prevenir el deterioro de la
salud humana y sistemas acuaticos.

Con este tipo de trabajo se puede incentivar a la comunidad cientifica a desarrollar
mas estudios relacionados con la histologia y patologia de peces; sirviendo de
pauta para posteriores trabajos en los cuales se pueda aplicar el analisis de
imagenes para el diagnostico de alteraciones branquiales causadas por
contaminantes, complementando la observacion tradicional.

Con los resultados de este trabajo se puede disefiar estrategias de prevencion,
control y reduccion de las actividades que desencadenan la contaminacion de
metales no solo en esta area de estudio sino a nivel nacional y/o internacional.

Puede aplicarse este estudio en proyectos piscicolas, de control y saneamiento
ambiental por parte de las entidades que controlan y vigilan el medio ambiente.
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11. RECOMENDACIONES

Seria de gran importancia evaluar los efectos histopatolégicos de los metales en
los diferentes estadios de desarrollo de los peces.

Mediante estudios de citoxicidad y genotoxicidad seria interesante determinar los
niveles de biomagnificacion de los metales en la cadena trofica relacionada con
los peces consumidos por las poblaciones aledafas.

Para la validacion de la prueba diagnostica con andlisis de imagenes en
posteriores investigaciones es de gran importancia incrementar el niamero de
individuos de forma significativa.
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12. CONCLUSIONES

La especie Orechromis niloticus por su capacidad de adaptacion, se cataloga
como un factor de riesgo para estas poblaciones aledafias a la Laguna de Sonso,
debido a que los metales son de dificil eliminacion y por ende muy faciles de
bioacumular.

Con el desarrollo de la microscopia (luz y electronica) y sus técnicas, se realizaron
observaciones de branquia y hepatopancreas de Tilapia, logrando la valiosa
descripcion histolégica (no incluida en los objetivos de la presente investigacion)
gue complementa la documentacion existente para la Oreochromis niloticus.

Aunque los metales (Cr, Pb, Hg) se hallaron en bajas concentraciones, hubo una
alta y significativa prevalencia de las alteraciones histologicas en la Laguna de
Sonso respecto al Rio Patia. Teniendo en cuenta que en branquia las alteraciones
mas representativas fueron adaptativas y tisulares, mientras que para
hepatopancreas fueron las degenerativas y citoplasmaticas.

Aunque la asociacion entre las variables época y presencia de alteraciones no fue
significativa; en época seca las alteraciones mas presenciadas en branquia y
hepatopancreas de Tilapia fueron las adaptativas y citoplasméaticas, mientras que,
en época humeda fueron las tisulares y degenerativas, respectivamente.

Se establecido que los dos métodos de evaluacion (Observacion y Analisis de
imégenes) coinciden en la obtencion de resultados tanto negativos como positivos,
concordando aun mas en la evaluacion de Alteraciones en la Distancia de Difusion
Efectiva (ADDE).

Con base en los valores morfométricos de los individuos normales, la aplicacion
desarrollada es capaz de otorgar un diagnostico preliminar de apoyo al
observador, pues tiene la ventaja de ser rapida, econdmica y objetiva al evaluar la
presencia 0 ausencia de alteraciones adaptativas y en la distancia de difusion
efectiva.
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Esta investigacion es un estudio pionero en cuanto a la comparacion de dos
métodos de diagndstico (analizador de imagenes y observacién) en branquia de
Tilapia. Ademas, no se propuso como objetivo en este estudio.

In vivo se demostré que los metales son genotoxico para Orechromis niloticus
presente en la Laguna de Sonso.

El nimero promedio de microndcleos en eritrocitos de branquia de pez es mayor
en la laguna de Sonso (expuesto), que en Ri6 Patia (control) sin importar la época
de muestreo (seca - humedad).

Al comparar las dos épocas (seca: Mn 3.21 y Himeda: Mn 3.00) no se observo
una diferencia significativa entre ellas para la induccion de microndcleos.

Se encontr6 una correlacion estadisticamente significativa entre el numero
promedio de micronucleos en 2000 eritrocitos con el niumero de alteraciones
HistopatolOgicas presentes en la branquia de la tilapia Oreochromis niloticus.

Los biomarcadores se complementan al afirmar con sus resultados que hay mayor
namero de alteraciones tanto genotoxicas como histopatoldgicas en la Reserva de
la Laguna de Sonso respecto con los individuos colectados en el Rio Patia.

En cuanto a los resultados quimicos, muestran de manera generalizada que no
superan los limites establecidos para esta especie por distintas organizaciones
ambientales; ademas, una mayor tendencia de acumulacién de los metales en la
branquia de Tilapia que en el Hepatopancreas.

Debido a que el hepatopancreas se observé afectado en gran medida tanto en los
peces control como los expuestos; afirmamos, que la branquia con toda su
organizacion, sirve de barrera para que estos metales no pasen o lleguen al
interior del organismo; pero los metales que logran distribuirse en él, afectan en
gran medida la estructura del hepatopancreas.

Los niveles de acumulacién de los metales (Cromo, Plomo, Mercurio) reportados
en los tejidos de los peces colectados no exceden los niveles permisibles para la
fauna acuatica, aunque se encontraron alteraciones tanto histopatolégicas como
genotoxicas.
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