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RESUMEN

PRESBITERO ARAIZA, PEDRO. Caracterizacién histopatol6gica en la into-

xicaci6n crénica por triclorfén en tilapia (Tilapia mossambica) (bajo

la direccifn de: M.V.Z. Luis Ocampo Camberos y M.V.Z. Ana Auré de Ocam

po) .

Un grupo de 30 tilapias (Tilapia mossambica) se dividi6é en 3 lo-

tes de 10 animales cada uno, a los que se les disolvi6 triclorfén, con
el fin de observar su histopatologfa, de la siguiente manera: Grupo A,
0.25 ppm; Grupo B, 0.10 ppm y al Grupo C no se le tratf, consideré&ndo-
se camo grupo testigo.

En los grupos A y B, se presentS un cuadro histopatol6gico de de—
generacifn grasa hepdtica, degeneracifn hidrSpica renal, degeneracifn
vacuolar bran:;uial, depleci6n linfoide e infartos superficiales esplé-
nicos, congesti6n y degeneraci6n mucosa intestinal; Clarke y otros in-
vestigadores coinciden en sefialar s6lo 2 lesiones: la deplecién linfoi
de esplénica y la congesti6n intestinal, en intoxicaciones por triclor
f6én en animales domSsticos; las demds lesiones posiblemente se debie-
ron a la cronicidad de este bioensayo. Los resultados se procesaron me
diante el anslisis de Probabilidad exacta de Fisher con una €%£=0.05,
encontrindose que estas lesiones fueron estadfsticamente significati-

vas (p<0.05). ii
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TN T RO DUCECTON

En la actualidad la desnutricién es uno de los principales pro-
blemas que enfrenta nuestro pafs, causado primordialmente por la fal-
ta de una adecuada cantidad de protefna en la dieta. M&xico dispone -
de aproximadamente 2.8 millones de hectireas de aguas dulces y salo-
bres, en las cuales, la actividad acuacultural encuentra una amplia -
gama de posibilidades para estructurar programas y proyectos, con el
objetivo de incrementar la producci6n de protefna de origen animal,—-
por lo cual un sin nimero de investigadores se ha avocado a la bsque-
da de especies acuiticas que por sus caracterfisticas biolSgicas, con-
diciones bi6ticas y abifticas requeridas, permitan la implementaci6n
de su cultivo; el resultado de estas investigaciones ha permitido ase-
gurar que la Tilapia spp. constituye un recurso dulceacufcola poten-
cial para la obtencifn de esta protefna a bajo costo; por su f&cil ma-
nejo, resistencia a condiciones adversas, crecimiento eficiente, buena
conversi6n alimenticia, alto valor nutricional y aceptacifn comercial
por su sabor y textura. (12, 13, 16)

La contaminacién creciente del medio acuftico por sustancias no-
civas resulta particularmente evidente en las aguas dulces, las cua-
les han sido utilizadas para la eliminacién de los desechos agropecua-—
rios e industriales. En la actividad agropecuaria es comin el uso de
insecticidas; principalmente los 6rganofosforados, debido a su rfpida

biodegradacién y al desarrollo de resistencia en los insectos para los



6rganoclorados. La toxicidad aguda de los 6rganofosforados ha sido --
camprobada en recientes experimentos y los resultados se expresan ge-
neralmente camo la concentracién letal media; las contaminaciones cré-
nicas son mucho mis peligrosas, pues son engafiosas y diffciles de de-
tectar, los peces presentan retraso de crecimiento, pobre sobreviven-
cia alevina, baja conversién alimenticia, aumenta la predisposicién a
sufrir enfermedades, hasta provocar la muerte y por ende hay pérdida
en la productividad piscfcola. (3, 10, 15, 21, 22, 24, 29)

El efecto t6xico de los Srganofosforados se debe a su capacidad
de fosforilizar a la enzima acetilcolinesterasa, los cuales a través
de una intoxicacién crénica, producen el efecto de inhibicién acumu-~
lativa de esta enzima, provocando una sobreestimulacién del sistema
nervioso parasimpitico, debido al exceso de acetilcolina en la san-
gre, cerebro, higado, branquias, misculo y otros tejidos. El curso -
de la intoxicacién depende principalmente de la dosificaci6n, sin --
embargo, la intoxicacién por malatién, triclorfén, paratién y el he-
xaetiltetrafosfato, es de corta duracién, seguida de la muerte o de
la recuperacién campleta a las 24 horas; el ronnel y el coumaf6s pro
ducen intoxicacifén durante un perfodo mucho mds prolongado, inclusé
durante 30 dfas. (4, 6, 7, 9, 20)

Los signos en los animales domSsticos por intoxicaci6n con tri-
clorfén, son: anorexia, disnea, tensién, excesiva salivaci6n, des- -
carga nasal, sudoracién, miosis, hiperemia conjuntival, estertores -
pulmonares ,vémito, diarrea, poliuria, contracciones fasciculares de los

m@sculos, pardlisis, convulsiones, coma; la muerte sobreviene por pa-



ro respiratorio o a veces cardiaco. Las lesiones post mortem, son:
congestifn, hemorragias gastrointestinales y cardiacas, edema pul-
monar, congestién del cerebro y médula espinal, degeneraci6n turbia
del hfgado y de los rifiones, ¥ deplecifn linfoide esplénica. (4, 6,
17, 27, 30)

Debido a la importancia de encontrar un diagn6stico confiable
en los peces afectados por Srganofosforados, dado que las contamina
ciones no siempre son detectables por anilisis quimicos del agua; -
varios investigadores han realizado estudios recientes, que han pu-
esto al descubierto ciertos efectos tfixicos de los 6rganofosforados,
camo son: una reduccién en el consumo de oxigeno en los tejidos ——-
branquial, cerebral y muscular; wna disminucién de las enzimas su-
ccinato deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa, de los carbohidra-
tos y del glic6geno en tejido branquial, hep&tico, cerebral y muscu
lar; un descenso de los &cidos nucleicos y protefnas en hfgado, ce-
rebro y misculo; un aumento de la enzima aldolasa en branquias, hi-
gado, cerebro y misculo, y la regulacién de la fosforilasa activa e
inactiva en estos tejidos. Respecto a los estudios histopatol6gicos
se reporta una severa hiperplasia del epitelio branquial y una am-
plia degeneraci6n hialina muscular, en el cual las miofibrillas se
encuentran fusionadas formando una masa homogénea. (8, 14, 18, 19,
25, 26, 28)

La mayor parte de la investigacién toxicol6gica en los peces
es desde el punto de vista quimico-metabSlico, sin reportes de es-
tudios histopatol6gicos en los Srganos parenquimatosos, intestino,

corazén y encéfalo.



HIPOTESIS

De acuerdo con las alteraciaones presentadas en los animales do-
mésticos, se plantea la posibilidad de que la tilapia (Tilapia mo-
ssambica) presente los mismos cambios histopatol6gicos causados por
la intoxicacién cydnica de triclorf6n, mis no asi los signos clini-
cos ya que &stos dependen del habitat, que en este caso es diferen-
te.

OBJETIVOS

1) Describir los signos clfnicos presentados por la tilapia -—
despufs de la intoxicaci6n con triclorfén.

2) Indicar las lesiones macroscfpicas producidas por la into-
xicacién.

3) Identificar y describir las lesiones microscSpicas en higa-
do, rinon, branquias, intestino, bazo, corazén y encéfalo de la ti-
lapia intoxicada con el fin de caracterizar histopatol6gicamente a
esta intoxicacién y proveer de par&metros objetivos de comparacién
a los m&dicos veterinarios encargados de sanidad acufcola.

4) Camparaci6n de las lesiones histopatol6gicas encontradas en
tilapia, en las presentadas por los animales domSsticos intoxicados

con triclorfén.



MATERIAL Y METODOS

Animales y alojamiento

En el presente trabajo se utilizaron 30 tilapias (Tilapia mo-
ssambica) juveniles de tres a cuatro meses de edad, con un peso —-
pranedio de 37 g y una talla de 10 cm, provenientes de la piscifac
torfa "Zacatepec", localizada en el Municipio de Zacatepec, Edo. -
de Morelos.

1os peces, se alojaron en tres acuarios, con 40 litros de agua
cada uno; oxigenada mediante bombas de aire provistas de manglieras
y piedras difusoras en sus extremos. La temperatura del agua fue de
19 a 21 °C. Cada acuario tuvo 10 peces que permanecieron en su nue-
vo habitat durante 72 horas para su ambientaci6n antes de la aplica
cién del triclorfén.

El experimento se llev6 a cabo en los laboratorios del Departa
mento de Fisiologfa y Farmacologfa de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria y Zootecnia (F.M.V.Z.) de la Universidad Nacional Auténoma
de M&xico (U.N.A.M.).

Agua

El suministro de agua fue de los propios laboratorios del De-

partamento de Fisiologfa y Farmacologia.
Alimento
Caomo alimento se di6 un producto camercial en camprimidos para

peces de engorda, con 21% de protefna cruda, en una cantidad diaria

o
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correspondiente al 3% del peso de la biomasa de cada acuario. (13)
Método

Se disolvi6 en forma homogénea en el agua de 2 acuarios un pro-
ducto camercial* de triclorfén técnico al 96% en presentacién polvo-
sa, de la siguiente manera: Grupo A, 0.25 ppm y Grupo B, 0.10 ppm. -
EL Grupo C no fue contaminado, considarandose cam el acuario testi-
go. La exposicifn se repiti6 cada 5 dfas, durante 72 dias.

Después de la aplicacifn del triclorfén, se cbservé el compor-
tamiento de los peces durante las primeras 2 horas en forma continua
y a los peces que murieron, immediatamente se les practic6 la necro-
psia, segin la técnica descrita por Amlacher (2), separando higado,
rifion, branquias, intestino, bazo, corazén y encéfalo, para su pos-
terior observacién histopatolégica. Los peces sobrevivientes se sa-
crificaron mediante la secci6n de la médula espinal y se les practi
c6 la necropsia.

Observacién histopatol6gica

Se colectaron muestras de higado, rifion, branquias, intestino,
bazo, coraz6n y encéfalo, se fijaron en formol al 10%, para su pos-
terior procesamiento por inclusién en parafina, corte con microtamo
y tincién con hematoxilina-eosina, y P.A.S. para gluctgeno. El pro-
cesamiento de 6rganos se llevl a cabo en el Departamento de Citolo-
gfa e Histologfa de la F.M.V.Z. de la U.N.A.M. La observacifn histo
patol6gica se realiz6 con el microscopio de luz. (11)

Estadistica

Los resultados obtenidos se manejaron estadisticamente por me—

* neguvon de Bayer de México, S.A. de C.V.



dio del anilisis de Probabilidad exacta de Fisher (23), de acuerdo

con la férmula:

 _(a+B)! (C+D)! (A+C)! (B+D)!
o N! A! B! C! D!

Donde: A=frecuencia de casos positivos en el grupo tratado.
B=frecuencia de casos negativos en el grupo tratado.
C=frecuencia de casos positivos en el grupo testigo.
D=frecuencia de casos negativos en el grupo testigo.

N=nfimero total de cbservaciones individuales.



RESULTADOS

La signologfa clfnica presente en los peces después de cada in-
toxicacién, fue @nicamente una ligera disnea, mostrada por boqueo en
la superficie del agua; los testigos permanecieron sin cambios.

En el cuadro 1 se observan las lesiones macroscépicas y los va-
lores de la Probabilidad exacta de Fisher, al contrastar la frecuen-

cia de presentaci6n de lesiones en los grupos AsC y B&C.

CUADRO 1
Lesiones macroscSpicas Afectados/total
Lesiones A AsC B B&C &

Hemorragias en

—=aletas y boca 2/10 6437 _-0/10 1 0/10
Friabilidad y
palfdez hepstica 10/10 .0054¢* 10/10 .0054% 4/10
Friabilidad y
palidez renal 9/10 .00014* 9/10 .00014* 0/10
Palidez
branguial 9/10 .000002* 8/10 .00035% 0/10
Enrojecimiento
esplénico 8/10 .00035* 8/10 .00035* 0/10
Enrojecimiento
encefélico 4/10 315 5/10 1 5/10
Enrojecimiento
intestinal 10/10 .0000001% 10/10 .000002% 0/10

e4=0.05

* diferencia estadfsticamente significativa (p«&st)
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De los resultados del andlisis estadfstico se puede observar que
no hay diferencias estadisticamente significativas (p>»0.05) en la --
frecuencia de presentaci6én de las hemorragias en aletas y boca, y del
enrojecimiento encef&lico, en los grupos AsC y B&C, 1o gue nos indica
que estas lesiones no pueden ser atribuidas al triclorfén.

Los peces intoxicados fueron muriendo gradualmente, permitiendo
observar un proceso degenerativo en higado y rifion. En el hfgado, se
abserv6 una degeneraci6n turbia e hidrSpica en los peces que murieron
al inicio del biocensayo, a los 21 y 26 dfas de intoxicacifn; los de-
mésanimal&sintoxicadoscrdnicamentemxrieronhastaeldiaSS, STV
72 del bioensayo, presentando una degeneraci6n grasa. Los testigos -
fueron sacrificados a los 72 dfas, observandose una degeneracifn hi-
drépica.

Respecto al proceso degenerativo del rinon, se observé que los
peces intoxicados que murieron el inicio del bioensayo, los dfas 21
y 26, presentaron degeneracién vacuolar del epitelio tubular; en los
animales que murieron hasta el dfa 55 predominS la degeneracifn hi-
dr6pica del epitelio tubular y los peces muertos los dfas 57 y 72,
presentaron principalmente una degeneraci6n turbia del epitelio tu-
bular, misma lesién observada en los peces testigos, que fueron sa-
crificados el dfa 72 del bioensayo.

Fn el cuadro 2 se observan las lesiones microscpicas y los —
valores de la Probabilidad exacta de Fisher, al contrastar la fre-
cuencia de presentaci6n de lesiones en los grupos AsC y B&C.

| " "
FACULTAD D6 Meoious VETERY
BIBLIOTRCA

ARIA Y eamepis
LA L2

U N AM



Lesiones microscépicas

Lesiones A
acién
turbia hepdtica 0/10
Degeneracién

hidr6pica hepética 4/10

Degeneracién
grasa hepitica 6/10

Degeneracién turbia
del epitelio tubular
renal 1/10

Degeneracién vacuolar
del epitelio tubular
renal 3/10

Degeneracién vacuolar
del epitelio branquial,
con necrosis laminar 10/10

Depleci6n
linfoide esplénica 8/10

Infartos superficiales
esplénicos 6/10

Congesti6n aguda
encefédlica 5/10

Congestién y
degeneracién
mucosa intestinal 9/10

Hemorragias intersti-
ciales en miocardio 2/10

o{=0.05

10

CUADRO 2

AsC

.0054%

.0054*

.0000025*

.1052

.0054*

Afectados/total
B B&C
2/10 .6834
3/10 .0015*
5/10 .01l62*
1/10 .0000025*
4/10 .043*
5/10 .0162*

.0000001* 10/10

.00035*%

.0054%

.0162%

.0000025*

.6434

7/10

5/10

8/10

8/10

2/10

.0000001*

.0015%

.0162*

.236

.00035*

.6434

* diferencia estadisticamente significativa (p<¢()

0/10

10/10

0/10

10/10

0/10

0/10

0/10

0/10

0/10

10/10

0/10

0/10
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El an4lisis estadistico de las lesiones microsc6picas nos indica

“que la frecuencia de presentacién de la mayorfa de las lesicnes de --

los grupos A& y B&C son estadfsticamente significativas (p<€0.05), -
excepto en la degeneraci6n turbia hepitica, la degeneracién vacuolar
del epitelio tubular renal, la congesti6én aguda encefdlica y las he-
morragias intersticiales en miocardio; por lo que estas lesiones no -

pueden ser atribuidas a la intoxicaci6n por triclorfén.
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DISCECUSTION

Ia ligera disnea presente en los peces intoxicados, coincide con
1o reportado en los animales domfsticos que sufren el mismo problema.
(6; 17, 27)

Las lesiones macroscfpicas presentes en los peces, se encuentran
también en los animales damésticos intoxicados por triclorf6én; respec
to a la palidez de las branquias, es debido probablemente al proceso
degenerativo que presenta este 6rgano. (4, 6, 17, 27)

En el caso, de las lesiones microscfpicas, Walter e Israel (30)
indican que el proceso degenerativo del hfgado, causado principalmen—
te por hip6xia, se inicia con una degeneracifén turbia, seguida por --
una vacwlar, continuando una hidrépica y termina con la muerte celu-
lar, semejante a lo observado en este bioensayo con los 3 grupos, que
provenian del mismo lugar; pero tambifn sefialan otro proceso dege- —
nerativo producido generalmente por sustancias tfxicas, en el cual —
{fnicamente hay degeneracién grasa, lesi6n predominante en esta into-
xicaci6n, &sto nos indica que la lesi6n degenerativa turbia, vacuolar
e hidr6pica presente en los peces, se debe a la hip6xia y no se pue-
den atribuir al 6rganofosforado. Casarett y Doull (5) indican que los
6rganofosforados actuan sobre los hepatocitos, alterando las mitocon-
drias, produciendo lesién hipSxica en la célula, lesifén observada en
los grupos experimentales al inicio de la intoxicacifn; pero también

informan que afecta a reticulo endopl&smico rugoso, haciendo que se
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acumulen los triglicéridos dentro del hepatocito, provocando una de-
generaci6n grasa, lesién que se presentS en los grupos experimenta-
les al final de la intoxicacién, la cual podemos atribuirle al tri-
clorfén.

Los peces intoxicados presentaron principalmente degeneracién -
hidr6pica del epitelio tubular renal, debido a la acci6n del 6rgano-
fosforado sobre las mitocondrias de estas cflulas epiteliales; pero
se observs cierta recuperaci6n tisular en los Gltimos peces muertos,
probablemente relacionado con la cronicidad de la intoxicacifn, en-
contrdndose una degeneraci6n turbia del epitelio tubular renal, mis-
ma lesifn reportada en los animales damésticos que sufren esta expo-
sici6n. (5, 6, 17, 27)

Jauch (8) reporta que en una intoxicacién aguda, se presentS —

una severa hiperplasia del epitelio branquial en Tilapia leucostita,

pero en esta exposici6n crénica se observé una degeneracitn vacuolar
del epitelio branquial, con necrosis laminar en todos los peces in-
toxicados, debido posiblemente al contacto directo y prolongado del
triclorfén con este 6rgano.

La depleci6n linfoide del bazo cbservada en este biocensayo, se
encuentra indicada en los animales domSsticos afectados por Srgano-
fosforados; pero la presencia de infartos superficiales no ha sido
reportada, debida posiblemente a una embolia grasa provocada por el
estado de tensién o degeneraci6n grasa hepstica, presente en los pe
ces intoxicados, que produce un aumento de grasa en la sangre. (1,

27
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La congestién aguda del encéfalo, presente en los peces, se en-—
cuentra reportada en los animales dom8sticos, pero en este bioensayo
parece ser que es debido a la forma de sacrificio y obtencién del en
c&falo, ya que en todos los testigos presentaron esta lesibn. (2, 4)

la congestifén y las hemorragias cardiacas e intestinales, presen
tes en los peces intoxicados, es la misma sefialada en los animales do
m&sticos afectados por triclorfén, pero no la degeneracifn mucosa in-
testinal, debida probablemente al efecto t6pico del Srganofosforado -
sobre la mucosa intestinal. (6, 17, 27)

La frecuencia de presentacién de la mayorfa de las lesiones ma—
croscépicas y microscépicas, encontradas en esta intoxicaci6n experi-
mental, mostraron diferencias estadisticamente significativas (p=€0.05),
cuando se contrastaron con las frecuencias presentadas en el grupo tes
tigo; por lo tanto son debidas a la exposicién crénica por triclorfén.

Conclusiones

1) Una ligera disnea es el Gnico signo clfnico presente en Tila-
pia mossambica defpuss de cada intoxicacifin por triclorfén.

2) La friabilidad y palfdez hep&tica y renal, la palfidez bran-
quial y el enrojecimiento intestinal y esplénico; son las lesiones ma
croscfpicas producidas por esta intoxicaci6n.

3) Esta intoxicaci6n produce un cuadro histopatol6gico de dege—~
neraci6n grasa hepética, degeneraci6n hidrépica del epitelio tubular
renal, degeneracién vacuolar branquial, deplecién linfoide e infartos
superficiales esplénicos, congesti6n y degeneracifn mucosa intestinal.

4) La frecuencia de presentaci6n de estas lesiones macroscfpicas

y microsc6picas son estadf{sticamente significativas (p<0.05).
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5) La ligera disnea, las lesiones macroscépicas, la deplecifn
linfoide esplénica y la congestién intestinal; observadas en este
biocensayo, coinciden con lo reportado en los animales domésticos -

intoxicados con triclorfén.
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