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RESUMEN
OCADIZ TAPIA, RAUL. Hallazgos. ‘histolégicos  en.  tilapia
Oreochromis sp. ‘der‘ivados de la intokicacidn con mercurio
por el tratamiiento con Timerosal (Merthiolate) en doce
semanas. (bajo la direccidn de: Ana Aurd” de Ocampo y Ratael

Hernéndez Gonzdlez).

Con el proposito de conocer los dafos ocasionados en
distintos drganos de tilapias tratados con Timerpsal por via
tépica. Se utilizaron 405 peces adultos 1los cuales se
distribuyeron en tres lotes, dos experimentales, y un lote
testigo. El experimento durd doce semanas, y se dividio en &
periodos de das semanas cada uno. El primer lote recibid
tratamiento topico por 4 dias y diex dias de descanso, el
segundo durante 8 dias con seis dias de descanso, el tercer
lote recibid aplicaciongs del vehiculo durante 8 dias con
seis dias de descanso lo mismo que al lote testigo. Al
término de cada periodo, dos dias después 'de terminado 1
tratamiento, se seleccionaran en forma aleatoria dos peces
de cada lote, se les sacrificod y se tomaron muestras para
estudio Hisholc’:gicn de uno de éstos peces, mientras que el
otro se utilizo en ot’;ru estudio experimental dentro de 1a
misma linea de investigacion. En la observacidn de los
cortes por micr‘os:opia optica mostro distintas lesiones en
los 1lotes tratados. Las lesiones principales Tueron en
branquias, higado vy rifon. En branquias se obseprvd:

inflamacidn proliferativa con infiltracion por heterofilos.



En higado y rifion: se encontrd necrosis coagulativa, con
presencia de gotas proteicas intracitoplasmdticas en
hepatocitos y tdbulos proximales y distales respectivamente.
En masculo no se encontraron lesiones atribuibles al
tratamiento, sin embargo en los tres lotes se epncontraron
animales con lesiones quisticas debidas a pardasitos. E1
andlisis estadistico de la distribucidn de lesiones mostro
signifit;ant:ia estadistica. Estas fueron: ) Cuerpos de
inclusion en higada y rifdon, lamelitis proliferativa lotes 1

ve. 3 (=< 0.053) y 2 vs. 3 (p=« 0.035), y tubulonefritis

coaguitlativa lote 2 vs. I (p=

0.04), de acuerdos con la
prueba de probabilidad enxacta de Fisher. E1 analisis de
Kruskal-Wallis demostro diferencias significativas entre los
lotes +tratados y el lote testigo, con respecto a la
presentacion de gotas proteicas intracitoplasmdticas (p=+

0.05).
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HALLAZGDS HISTOLOGICOS EN TILAPIA fGreochromis _sp. DERIVADOS
DE_LA_INTOXICACION CON MERCURIO POR EL TRATAMIENTO CON

TIMEROSAL (MERTHIOLATE) EN DOCE SEMANAS.

Introduccidon

En México, al igual que en otras partes del mundo el
aumento de la poblacidon también incrementa la demanda de
alimentos. Ante ésta situacion, la acuacultura representa
una alternativa para contribuir a satisfacer ésta creciente
demanda. Al respecto debe considerarse la existencia en
nuestro pais de amplias zonas adecuadas para la produccién
acuicola, suficientes para cubrir la demanda, y la
posibilidad de poner ésta actividad al alcance de mayores
sectores de la poblacion. Entre las especiers que mas se
utilizan se encuentra 1a tilapia. Esta pertenece a la
familia cichlidae, que son peces robustos de talla mediana,
cuerpo comprimido, (i, 21). Los géneros comunmente
euplotados son: Petenia, Sarotheroden y principalmente
Oreochromis. En México se estima una produccidn pesguera en
aguas continentales en estas especies del orden de 100,000
toneladas anuales, por lo que esta actividad tiene
repercusiones sociales y econdmicas, (17). La tilapia tiene
uma gran capacidad de adaptacidn a diferentes habitats, con
muchas variaciones de distintos parimetros fisicos, quimicos

y biologicos, (21). Los estzngues o acwarios artificiales no



cuentan con corrientes de agua como los gque existen en la
natur‘alezé\, por lo gue se debe cambiar el agua en forma
periodica, asi como lavarlos y desinfectarlos perfectamente
para evitar la aparicion de enfermedades o su transmision a
otros peces. De la misma manera se r‘equiére de la antisepsia
de los peces y desinfeccién del equipo requerido para el
manejo de granjas acuicolas, para evitar la propagacién de
enfermedades, cuando se transladan de un estanque a otro.
Existen ciertos desinfectantes a base de Mercurio orgidnico,
uno de los cuales es el Timerosal wutilizado para el
tratamiento de enfermedades bacterianas y micoticas (9, 10),
por ejemplo en heridas de la piel, Glceras y la enfermedad
de las "aletas rotas" causadas por bacterias, u hongos tales
coma Saprolegnia (2, 13). E1 merthiolate, (Timerasal), o
Etilmercuriotiosalicilato sadice es un polvo cristalino de
colar crema (22, 26, 29), soluble en aqua y alcohol 23,
26). La tintura de Timerosal contiere 1 ¢ de principio
activo en 1000 ml de vehiculo de alecohol—-acetona—~agua. (10,
1%, 25). Suele wutilizarse en forma de tintura a
concentraciones de 1:100 para aplicar a la piel! (%9, 15, 22,
23, 26). Es un antiséptico mercurial orginico, considerado
camo uno de los menos irritantes, menos toxicos, y con mayor
capacidad bacteriostdatica que los mercuriales inorgédnicos
{#, 10, 14, 22). El itomo de mercurio que farma parte de la
molécula, estd fuertemente unido a el complejo orgdnico, por
lo gque es rara la intoxicacion aguda por Timerasal (2, 14).

Sin embargo, en el medio acuidtico existe una gran variedad



de bacterias plancténicas .t:apaces de modificar las moléculas
que contienen meprcurio (como por ejemplo Methanobacterium
omelanskii) para transformarlo en metilmercurio, una de las
formas mds toxicas del mercurio que asimilan el plancton y
demds organismos acudticos (5). La cantidad de mercurie
permisible determinada para salmonidos en el agua es de
0.0000% ppm en promedio y de .002 ppm como maximo (24).
Cantidades mayores de mercurio pueden producir ciertas
intoxicaciones cronicas en los peces, que en si no son
letales per se, predisponen al pezx a sufrir enfermedades
bacterianas, micéticas, e inclusive neopldsicas (18), ademas
de concentrarse en su carne, brangquias, higado v
especialmente rifones (12), lo gue ncasiona'riesgos al
consumidor, o intoxicaciones en animales que caonsumen
subproductos de peces tratados (4), u ocasionar dafos a los
peces en las investigaciones (5). El mercurio es un elemento
no esencial, pero altamente taxico para los organismos adn a
bajas concentraciones. El Hg y sus compuestos representan
peligros potenciales debido a la acumulacian en la cadena
alimenticia (7), cémo ocurriéd en Japén e Irak, en donde,
debido a fugas de este metal hacia el mar, contamino el
pescado para consumo humano (4, 7, 8). El envenenamiento por
compuestos de metilmeréurin ocasiona en humanos un cuadro
neurologico muy severo. El dafio ocurre en el cerebelo y vias
sensoriales con lesiones en la carte:a cerebral. Por otra
parte se han observado una gran cantidad de lesiones en

rifiongs en gran variedad de especies, éstas lesiones se



observan como pequefas gotitas acidofilas , de apariencia
hialina, en las células de los tabulos proximal y distal. La
acumulacidn de mercurio es directamente proporcional a la
edad , tamafio y sexo del individuo (16). En los animales
superiores esta alteracion esté relacionada con lesiones en
glomérulos renales. El origen de la lesion renal parte de
que la funcién del epitelio remal es principalmente la de
excretar iones bivalentes, por lo que es muy probable que
estas células concentren y se afecten por la contaminacidn
'
de metales pesados, principalmente por mercurio & cadmio, y
de una manera similar también se afecten hepatocitos, y en
casos muy severos los canaliculos biliares (3, 20, 27). El
higado y el rifion son los organos que‘acumulan una mayor
concentracien de mercurio localizdndose también en musculo

(3.



HIPOTESIS:

~ La intensidad de las lesiones por intoxicacidn con

Timerosal son directamente proporcionales a la duracion del

tratamiento.

OBJETIVO:
~ Conocer 1la histopatologia ocasionada por el

crdnico del Timerosal en tilapias.

uso



MATERIAL Y METODOS:

Se seleccionaraen 45 tilapias {Oreochromis sp.),
provenientes del centro piscicola del Rodeao, de la
Delegacion de Federal de Pesca en el estado de Morelos, con
distintos pesos, que se agruparon en tres lotes de 15 peces
cada uno. Los animales se alojaron en acuarios de cristal
sellado con silicén con sistemas de filtracion de particulas
gruesas. La capacidad de éstos acuarios fue de 120 liiros
cada uno, y estuvieron provistos asi mismo de dos bambas
aereadoras capaces de suministrar dos litros de aire por
minuto. Los acuarios tuvieron pohlaciones con ‘biumasa
homogénea, tanto en talla como en peso.

Las practicas sanitarias se llevaron a cabo una vez al
mes. Estas consistieron en cambio de agua declorada por el
método de aeracion por cambio de cubetas y reposo durante 24
haras.

La duracién del experimento fue de 12 semanas,
divididos en & periodos de 15 dias. La aplicacién del
Timerosal fue en forma tépica con ayuda de un pincel de
cerda fina, sobre los costados del pe:z, desde la base de la
cola, hasta un poceo antes de llegar a los opérculos
branquiales. Inmediatamente los peces fueron trasladados a
una cubeta donde fueron enjuagados antes de ser
reintroducidos a su respectivo acuarie. El primer late se

trats por cuatro dias con 10 de descanso; el leote 2, ocho



dias con & de descansoj y al lote 3 se le aplico el vehiculo
(eosina—alecohol-acetona) como control durante ocho dias y
seis de descanso. Se sacrificaron 2 peces dos dias después
de terminado el tratamiento en cada ciclo, Luno de los peces
se utiliz® para pruebas toxicoldgicas, asi como 1:5 animales
gue murieron en forma natural durante el experimento como
parte de otro estudio experimental, pero dentro de la misma
linea de investigacion(28)1. Del pez utilizado para el
estudio histoldgico se tomaron muestras de higado,
branquias, rifones y misculo costal, que fuesron fijados en
formol amortiguade con fosfatos al 10%, para su posterior
inclusion en parafina. Se realizaron cortes de 6 micras, gue
fueran tefidos mediante la técnica histoldgica de
hematoxilina y eosina (H. E.), (20),

La informacion obtenida de los cortes histolégicos: se
aqrupo y grafi56 para conocer sus diferencias.
Posteriormente, por medio del programa estadistico True
Epistat con las pruebas estadisticas de probabilidad exacta
de Fisher, y de Kruskal-Wallis se analizo la intensidad de
lesiones, determinandose un limite de confiabilidad de

=< 0,03,
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RESULTADOS

Los hallazgos histoldgicos en los peces tratados fueron
clasificados de la siguiente manera (cuadro 1):
1.~ Lamelitis proliferativa con infiltracién heterofilica.
2.~ Lamelitis proliferativa catarral.
3.~ Inflamacion quistica parasitaria ocasionada por
esporpznarios.
4.- Necrosis coagulativa multifocal.
5.- Degeneracidn amiloidea.
6.~ Degeneracion grasa.
7.~ Calcificacidn metastasica.
8.~ Calcificacion distrafica.
9.~ Presencia de cumulos proteinicos en luz de tubulos.
10.- Presencia de gotas proteicas intracitoplasmdticas
11.- Degeneracidn turbia.
12.~ Precipitados cdlcicos en luz de tubulos.

14.~- Infiltrazcidn mononuclear perivascular.

La frecuencia de las lesiones se describen en los
cuadros 2, 3, 4, y 5.

Las lesiones en branguias tanto en el lote nuamero 1,
como en el lote numero 2, fueron mis severas en la porcién
apical de las lamelas secundarias, y mids severas en la
porcion basal. (fig. 1 y 2).

La presencia de quistes parasitarios por esporozoarios



fue constante en los tres lotes. (fig. 2 y 8).

En los lotes 1 y 2 se observo la presencia de miltiples
focos de necrosis coagulativa y también la presencia de
gotas proteicas intracitoplasmdticas, tanto en higada (fig.

VS. b, ¥y 12) como en rifon (fig. 9 y 11), éstas lesiones
fueron incrementandose conforme duraba el tratamiento (ver
cuadro S$S). En hilgado se aprecid tambien infiltracidn
perivascular por mononucleares (fig.4), ' degeneracion
glucogénica y grasa (fig. 7). En el rifion se encontraron
ademis cumulos de proteina en el interior de los tobulos
renales (fig.11). El misculo no presentd cambios patolégicos
aparentes.

El anilisis estadistico por probabilidad exacta de
Fisher reveld diferencias significativas 2n la aparicidn de
las siguientes lesiones: Lamelitis proliferativa (lote 1 vs.

3, ¥ lote 2 va. I -cuadro &-); Hepatitis con gotas proteicas
intracitoplamdticas (lote 1 vs. 3, y 2 vs. I -—cuadro 7-);
Tabulo nefritis coagulativa (lote 2 vs. 3 -cuadro 8-7;
Cilindros de proteina en luz de tubulos renales (1 vs. 2,, y
2 vs. I -tuadro 8-); Tuabulo nefritis por gotas proteicas
intracitéplasméticas (1 vs. 2 -cuadro B-).

El anilisis de _<ru5ka1~wallis, para la aparicidn de
gotas proteicas intracitoplasmdticas en ‘higado y rifon
demostro d?ferencias significativas entre el lote 1 vs. 3, ¥y

el lote 2 vs. 3. (ver cuadro 8).



DISCUSION

Los estudios histolégicos en los @ peces tratados
revelaron la existencia de lesiones tipicas ocasionadas por
@l mercurio ~principalmente en branquias—(i%). Los. odrganos
mads atfectados por el tratamiento topico con Timerosal,
fueron el rifdon e higado, en segundo lugar las branguias, el
musculo no  presentd  lesiones aparentes. Esto se debe
principalmente a gue el higado y el rifén son los érganos
encargados de el metabolismo y ]:ﬂ eliminacion de cualquier
substancia toxica. En éste c.aso el mercurio ocasiond
necrosis en el higado y en el rifdn, por ser la =zona
metabolicamente mds activa, a diferencia de las branquias,
que resultaron con inflamacion epitelial proliferativa, por
un efecto irritativo pero menos severo, puesto que la accidn
era transitoria y no acumulativa como en el casoc de el
higado y el rifon, ademds gque la lesidon se mantuvo mds o
menos constante y no se incrementd, como en el caso del
higado y el rifon. El misculo al parecer no resultd
lesionado, debido a gue no =) encontraraon dafios
histologicamente aparentes, sin embargo estos hallawgos no
indican que cantidad se estd acumulando. En el higado y el
rifon  hay cierta acumulacion de mercurio, pero tal
acumulacion es transitoria, aunque ocasione dafios muy
saveros. En el misculo pudiera ll;egar a haber una mayor
acumulacion del contaminante, pero no se hallaron lesiones‘,

ya que el misculo no desempera funciones metabélicas, ni de



filtraﬁidng:Es impur@aﬁte sefalar gque se llevo a cabo un
experimanto eh forma paralela para la determinacion de
mer#urid bur espectrofotometria, el cual indicéd que si bien
el fiﬁéh y el higado concentraban cantidades importantes de
mercurio, fue el miscula el que mids cantidad de mercurio
presento en comparacion con los demds organos (28).

En los casos de la lamelitis proliferativa, la
hepatitis con gotas proteicas intracitoplasmdticas, la
tubulonefritis coagulativa y la tubulunef;itis con gotas
proteicas intracitoplasmiticas, estadisticamente se demostrd
que no hay diferencias significdtivas entre los lotes 1 y 2,
que fuaron los lotes con tratamiento, pero si con el lote 3
que fué el lote testigo. Esto nos indica gque un tratamiento
topico con 'fxmeqosal puede ocasionar lesiones en higado,
riAon, y brangquias, ya que el mercurio contenido en la
molécula de Timerpsal, es transformado por las bacterias en
metil-mercurio, y é¢sta moldécula al encontrarse circulando en
el ambiente lesiona a éstos drganos de los peces (18).

Ademas se encontraron lesiones no relacionadas
directamente con la intoxicacion de mercurio en los peces de
mayor talla, gque 1llevaron mds tiempo en tratamiento. A
excepcion de loas qu}stes parasitarios por esporozoarios
(lesiones adguiridas en “el lugar de procedencia de los
peces). La presencia de infiltracidon perivascular de
mononucleares en distintos ﬂrganas'no tuvo valor estadistico
significativo importante, sin embargo existe la posibilidad

det que estas lesiones pueden ser ocasionados indirectamente



por la intosicacian con mercurio, ocasionado la
predisposicion de los peces a sufrir otro  tipo de
enfermedades, pero se requeriria de un lote experimental de
mayores dimensiocnes.

Durante el experimento perecieron varios peces debido a
la agreéiﬁn que sufrieron por parte de 1los peces menos
afectados, dado que esta especie es agresiva y si tomamos en
cuenta que los animales al presentar signos de intoxicacian,
tales como la pérdida de apetito, pérdida del equilibrio vy
ataxia, se convierten en blancos de agresion (18).

También se encontro que de acuerdo con los estudios
realizados en otras especies, la severidad de las lesiones
no solo fueron mis severas en los peces que fueron tratados
durante mas tiempo, sino que también fueron mis severas en
los animales de mayor talla (14).

Existen evidencias clinicas de disfuncidn por Jas
lesiones: La degeneracion glucogénica y grasa en higado, y
necrosis coagulativa en el higado y en el rifon, la
acumulacicon de proteinas en la luz de los tubulos, asi como
de cristales de calcio, que ocasiond la depresion vy
marginacion de los animales mas afectados, asi como el ser

sujetos de agresiones por parte de los otros peces.

14
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CUADRO 1
LESIONES HISTOLOGICAS HALLADAS EN
LOS TRES LOTES EXPERIMENTALES

ORGANO LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3
BRANQUIAS  1,2,3 1,2, 3

HIGADO 3,4,5,6,10 3, 4,5, 6, 10, 13

RINON 3, 4,10, 11,12  3,4,9, 10, 11, 12

MUSCULO S.C.PA. S.C.PA S.C.PA.



CUADRO 2
FRECUENCIA DE LESIONES HALLADAS EN LOS 3 LOTES

EN BRANQUIAS
LESION LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3
LAMELITIS
PROLIFERATIVA 6/6 6/6 0/6
QUISTES

PARASITARIOS 2/6 2/6 - 2/6



CUADRO 3

FRECUENCIA DE LESIONES HALLADAS EN
LOS 3 LOTES EN HIGADO

LESION LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3
NECROSIS 1/6 3/6 0/6
COAGULATIVA ’
QUISTES 2/6 2/6 1/6
PARASITARIOS

DEGENERACION 2/6 2/6 0/6
GLUCOGENICA

DEGENERACION GRASA 1/6 3/6 0/6
GOTAS PROTEICAS

INTRACITOPLASMATICAS 5/6 6/6 0/6
INFILTRACION PERIVASCULAR 0/6 1/6 0/6

DE MONO NUCLEARES



CUADRO 4
FRECUENCIA DE LESIONES HALLADAS
EN LOS 3 LOTES EN RINON

LESION LOTE1 LOTE2 LOTES
TUBULO NEFERITIS

COAGULATIVA 4/6 5/6 0/6
QUISTES

PARASITARIOS o/6 1/6 1/6
CALCIFICACION

METASTASICA 2/6 1/6 206 .
CALCIFICACION ,

DISTROFICA 1/6 0/6 0/6

GOTAS PROTEICAS
INTRACITOPLASMATICAS 5/6 6/6 0/6



CUADRO §
RANGOS DE PRESENTACION DE GOTAS PROTEICAS INTRACITOPLASMATICAS
Y RESULTADOS DEL ANALISIS DE KRUSKAL-WALLIS EN LOTES EXPERIMENTALES

PERIODO ORGANO LOTE1 LOTE2

1 H - +
R - +

2 H + +
R ++ +

3 H ++ ++
R ++4 ++

4 H ++ +++
R +++ +++

5 H +++4 +++
R +++ +++

6 H ++4+ +++
R +++ +++

H = HIGADO R= RINON - SINLESION + FOCAL ++ MULTIFOCAL +++ DIFUSA

H =20.393821
P = 0.000037



CUADRO 6
RESULTADOS DEL ANALISIS DE KRUSKAL-WALLIS EN BRANQUIAS
LESIONES CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS P =< 0.05

LESION LOTE 1vs. 2 LOTE 1vs. 3 LOTE 2vs. 3
LAMELITIS P=10 P = 0.001 * P = 0.001*
PROLIFERATIVA

* CON DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS



CUADRO 7
RESULTADOS DEL ANALISIS DE KRUSKAL-WALLIS EN HIGADO
LESIONES CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS P =< 0.05

LESION LOTE1vs. 2 LOTE 1 vs.3 LOTE2vs. 3
PRESENCIA DE

GOTAS P=05 P =0.007 * P = 0.001 *
PROTEINICAS

INTRACITOPLASMATICAS

* CON DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS



CUADRO 8
RESULTADOS DEL ANALISIS DE KRUSKAL-WALLIS EN RINON
LESIONES CON DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS P =< 0.05

LESION LOTE 1vs. 2 LOTE 1 vs. 3 LOTE2vs. 3"

PRESENCIA DE

GOTAS P=05 P =0.008 * P =0.001*
PROTEICAS

INTRACITOPLASMATICAS

TUBULONEFRITIS P=05 P =0.333 P =0.008 *
COAGULATIVA

PRESENCIA DE CILINDROS DE
PROTEINA EN LUZ
DE TUBULOS RENALES P=05 P =0.227 P=0.091"

* DIFERENCIAS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS



Fig. 1. Microfotografia donde = obs=rva lamelibtis
catarrsl con prolforacion modzrada 2piteiio. Matese la
presencia de células caliciformes (flecha). Tincion
Hematowilina y Eosina, 400 X.

Fig. Microfotagraiia de cranquia mostrunde lamelitis
proliferativa severa cos necrosis en l1a punta de las lamelas
primarizs. Tinzidn homnncasilipe v Eonsina, T2
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. 2n tigudo donde
presencia de quistes parasikarias sin
el tratamientu. Tinc! o Hematoriiinz

Fig. 4. Micerofotogratsa che mast.ando
infiltracion Deriva por SONATET B RS, Tinmidn
Hematowxilipa v Eosina.
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Fig. S. Miwrofolo)rai’a de higado donds se obsorva 1a

presencia de notas protéicas intracriltoplasmdticas
eosinofilicas. Tincinn Henatorilina y Eosina. 400 Y.
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Fig. 7. Micratotografia de higado donde se observa
degeneracisn gras: (A), vy deguneracior 4lucogenica ().
Tincien Hematoxilina y Eosina. I50 ¥

v -

Fig. 8. Micrarat: ah R T ITE 1)
qulste pazrasitario (M), v c states de ca LA e etointe
de los trbulos rensiez G, Tiacion Hondbopo bint oy i

400 X.
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Tincion Hema:o:ilina vy Uasina. 40w Yo

nén dand e abseeva la
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istales (P Y
:ilina v Eosina.

presencs. O met aal  onrote
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Fig. i1i. Microforografia ce rifen donde se otserva la
presenzia de go p-ote2icas intc-atitoplasnsticas {6 v
cumulos de proteina =0 el 1aTericy de .98 tubulos

contor neados (F). Taincson memato:i:larad y Eosina, 1220 .
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Fig., iZ. Micirofoiograria de rifcr donoe s2 oose
presencla de gotas proteicas imtracltopiasmaziz

Ndtese la pichos:s Y. cariore;xas de los nlcleos os
células afectadas. X
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