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Resumen

El presente trabajo evalua la existencia de dafio genotoxico en “Gamitana” ( Colossoma macropomum?”) al ser
expuesta al plaguicida fipronil, para lo cual se utilizo el test de micronucleos (MN). Se trabajé con alevinos,
dispuestos en peceras de vidrio, los cuales fueron expuestos a 3 diferentes concentraciones de fipronil (C1:
0.075mg/L, C2: 0.15mg/L y C3: 0.30 mg/L), evaluandose a las 24 y 48 h. Se utilizé sangre periférica para
realizar el frotis. El recuento de microndcleos y de anormalidades se realizd sobre la base de 1000 células. El
indice promedio de microndcleos indica que a 0.075 mg/L de fipronil la frecuencia promedio es el doble del
control. Con respecto a las anormalidades del nucleo, se encontr6 una mayor frecuencia a las 48 h de
exposicion.

Palabras clave: Micronlcleos, dafio nuclear, Gamitana, plaguicida.

Abstract

This study evaluates the genotoxic injury in the species Colossoma macropomum (“Gamitana") when
exposed to the pesticide Fipronil, for which we used the micronucleus test (MN). We workwed with juveniles
in the third stage, placed in glass tanks, which were exposed to 3 different concentrations of fipronil (C1:
0.075 mg /L, C2: 0.15 mg /L and C3: 0.30 mg /L), evaluated at 24 and 48 h. Peripheral blood was used which
made the spread. The counting of micronuclei and abnormalities was made on the basis of 1000 cells. The
average rate of micronuclei indicates that 0.075 mg / L the average frequency is twice the control. With
regard to abnormalities of the core, was found more frequently at 48 h of exposure.

Keywords: Micronuclei, nuclear damage, Gamitana, pesticide.

1. Introduccién

Las aguas continentales han sido el medio
mas utilizado para eliminar los productos
de desecho. Hasta hace poco el poder
autodepurador de los cursos de agua en la
naturaleza era suficiente para restaurar y
mantener el equilibrio acuéatico. Sin
embargo las emisiones y vertidos
incontrolados de naturaleza industrial y
humana han sobrepasado el poder
autodepurador  rompiendo el ciclo

* Autor para correspondencia
Email: alopezs@unmsm.edu.pe (A. Lépez)

hidroldgico y afectando a las comunidades
acuaticas. Esto ha provocado la
transformacién de las aguas de lagos, rios
y mares en depdsitos de residuos en los
que el equilibrio natural esta severamente
perturbado y en muchos casos roto
(Forstner y Wittman, 1981). Muchos de
estos residuos resultan ser sustancias que
presentan toxicidad, la cual esta referida a
las propiedades especificas no deseables de
la sustancia quimica (Beringola, 1996).
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Una de las sustancias que puede presentar
toxicidad en medios acudticos es el
fipronil, insecticida efectivo contra
diversas plagas, pero con efectos
contaminantes en el medioambiente y la
salud humana  (Carbonetto, 2004).
Mulrooney et al. (1998) reporta que su
persistencia es baja-moderada en el agua y
en el suelo (vida media 10-130 horas en el
agua y 45-530 horas en el suelo), con
posterior formacion de tres subproductos
resultado de su degradacion en el suelo —
RPA 20076 (amido), MB46513 (fipronil-
desulfinil) y RPA 104615 - y dos
metabolitos importantes en el agua,
incluyendo MB 45950 (sulfuro) vy
delsufinil, asi miso sefiala que en
condiciones aerébicas en el suelo, se han
identificado varios metabolitos, entre ellos
RPA 200766 y MB 46136 (sulfona). En
medioambientes acuaticos los residuos de
fipronil se mueven rapidamente del agua al
sedimento; mas del 95% de los residuos se
han encontrado en o sobre los sedimentos
durante la semana en que se realiza la
aplicacion (Bobé et al., 1998). Existen
reportes de la presencia de metabolitos del
fipronil en sedimentos de rio ubicados en
regiones de cultivo de arroz, en Lousiana,
Estados Unidos (Demcheck y Skrobialo-
wski, 2003). Asi mismo estudios metabo-
licos mostraron un potencial para la
bioacumulacién del producto fipronil-
desulfonil en tejidos grasos tanto en
animales como humanos (Office of Pre-
vention, Pesticides and Toxic Substances,
US, 1998).

Existen algunos estudios del efecto toxico
del fipronil en especies acuéticas. Asi, se
han reportado estudios en "guppy"
(Poecilia reticulata) encontrandose
hiperexcitacion a 0.1 mg/L (Gbémez-
Manrique y Goncalves-Machado, 2008),
en tilapias africanas  (Oreochromis
niloticus) se reportd que la dosis letal 50
DL (96 h) fue 42 pg/L (Diallo et al.,
1998), asimismo es toxico para una amplia
variedad de invertebrados acuéticos (Lahr
et al., 1998), asi como de alta toxicidad

para los camarones y otros crustaceos, asi
también para las ostras (Flores 2010).

Colossoma macropomum “Gamitana” es
una especie nativa de la amazonia que
tiene gran demanda y sirve de alimento
para las poblaciones locales. Sin embargo
no hay reportes de estudios de toxicidad en
dicha especie, causado por insecticidas que
puedan llegar a los cursos de agua.

Un agente téxico es aquel capaz de
producir una respuesta adversa en un
sistema bioldgico. Aquellos que producen
algun tipo de alteracion en el material
genético o en sus componentes asociados,
se les reconoce como agentes genotoxicos
(Zuluaga et al., 2009).

Una forma de evaluar el dafio genotdxico
probable de un agroquimico sobre un
organismo es mediante el Test de
Micronucleos (MN), consistente en el
conteo de micronucleos, que son cuerpos
citoplasmaticos cromatinicos que se
forman de fragmentos de cromosomas
acentricos 0 de cromosomas enteros en
poblaciones celulares en division expuestas
al genotoxico, como en células epiteliales
0 sanguineas. Esta prueba esta siendo cada
vez mas usada en organismos acuaticos
para detectar posibles efectos mutagénicos
y/o de dafio nuclear (Ali et al., 2008;
Normann et al., 2008).

El presente trabajo tiene por objetivo
evaluar el efecto genotdxico del fipronil en
alevinos de “Gamitana”, utilizando el Test
de micronucleos.

2. Materiales y métodos

Se trabajé con alevinos de “Gamitana”
(Colossoma macropomum), obtenidos a
partir de reproductores procedentes de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva,
dispuestos en peceras de vidrio. El
volumen efectivo de las peceras fue de 1.5
L; colocadas en acuarios de 70 L por 24
horas, con aireacion constante por medio
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de manguerillas siliconadas unidas a
pipetas Pasteur. El agua utilizada para el
mantenimiento de las peceras fue agua
blanda, en constante aireacion, a una
temperatura de 30.0 = 0.5 °C controlada
por un termostato. La alimentacion fue una
vez por dia, con alimento extrudido, al
40% de proteina de acuerdo al peso
corporal segun Alvarez et al. (2008). El
fotoperiodo fue de 12 h de luz, y 12 h de
oscuridad. El control de los pardmetros
fisicoquimicos (pH, OD y Temperatura)
fue realizado una vez por semana,
empledndose un multimetro para su
medicion.

Previo a iniciar las pruebas se dejo de
alimentar a los peces por 24 horas. A cada
uno de los peces se les realizo la biometria,
para los cuales se obtuvo una longitud total
promedio de 4.70 £ 0.1cm y una masa
promedio de 2.00 £ 0.1g.

Se utiliz6 la formulacion comercial
Regent® 200 SC, como fuente de fipronil
(5-amino-1-[2,6-dicloro-4-(trifluorometil)-
phenil]-4[(trifluorometil)-sulfinil]-Hpirazol
-3-carbonitril). La solucion stock y las
concentraciones fueron preparadas 1 hora
antes de iniciar la prueba.

Se trabajé con tres concentraciones (CL1:
0.075mg/L, C2: 0.15mg/L y C3: 0.30
mg/L), teniendo un control, y una solucion
stock (Iml del fipronil en 5L de agua
blanda). Para cada concentracion se
utilizaron dos peces, y se realizaron dos
réplicas por concentracion, evaludndose un
grupo a las 24 hy otro a las 48 h.

La sangre periférica se obtuvo mediante
corte en la regién posterior al opérculo,
previamente se colocaron a los peces en
agua fria a una temperatura de 4°C durante
5 minutos, luego se desinfectd el tejido
epitelial con alcohol al 70%. Se realiz6 el
frotis en laminas, dejandose secar a
temperatura ambiente por 30 minutos para
luego ser fijadas en solucion etanol: &cido
acético (3:1 v/v) por una hora y finalmente

ser teflidas con Giemsa al 2% durante una
hora. Se realiz6 el conteo de microntcleos
(MN) y anormalidades sobre la base de
1000 células, utilizandose un microscopio
compuesto con camara digital incorporada;
el aumento de lectura fue de 1000X. La
identificacion de anormalidades se realizo
segin lo descrito por Jirangkoorkhul
(2007). Las frecuencias de microndcleos y
anormalidades se expresan por 1000
células (%o).

Se calculd el indice de proliferacion (PI)
en base a la frecuencia de las células que
presentan microntcleo (MNC  %o) del
control negativo respecto al MNC %o
calculado de las muestras, de acuerdo a la
siguiente formula (Palma, 2005):

Pl = MNC %o/ MNC %o del control negativo

Los Criterios de Identificacion de
Micronucleos fueron de acuerdo también a
lo sefialado por Palma (2005). Se aplico
en el analisis estadistico el descriptor
mediana como indicador del grado de
dispersion de las deformaciones vy
micronicleos. Para el procesamiento de los
datos se utilizo el software Excel 2007 y
SPSS version 15.

3. Resultados y discusion

Se observaron eritrocitos con tres tipos de
nacleo: aquellos que presentaban un
nacleo uniformemente tefiido de forma
ovalada y compacta (Figura 1), otros que
presentaban pequefios cuerpos nucleares
extras, catalogados como microndcleos, y
los que presentaban deformaciones en el
nacleo (Figura 2).

Las  frecuencias  encontradas  para
microncleos y el indice Pl se muestran en
las Tablas 1 y 2. Estos resultados revelan
gue hay presencia de micronicleos a las
48 h de exposicion (Figura 2) y el indice
promedio de micronucleos indica que a la
concentracién de 0.075 mg/L la frecuencia
promedio es el doble del control.
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Figura 1. Fotomicrografia de ndcleos normales
de eritrocitos de Gamitana. Aumento 1000X.
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Figura 2. Fotomicrografias de Eritrocitos de
Colossoma macropomum con Anormalidades
nucleares (a) Nucleo Lobado, (b) Nucleo en
Muesca, (c) y (d) Nucleo Globulado, (e) y (f)
Micronucleos. Aumento 1000X.

Tabla 1
Frecuencia de micronucleos (%o) en eritrocitos

de sangre periférica de  Colossoma

macropomum expuestos a fipronil.
Concentracion MN%  MN%o
de fipronil (mg/L) 24 h 48 h
0.075 0 0.119
0.15 0 0.065
0.30 0 0.063
control 0.033 0.024

Tabla 2

Relaciéon de Frecuencias (P1) de micronucleos

en eritrocitos de sangre periférica de

Colossoma macropomum expuestos a fipronil.
Concentracién Promedio Pl
(mg/L) de MN %o
0.075 0.060 2.069
0.15 0.033 1.138
0.30 0.032 1.103
control 0.029 -

Con respecto a las anormalidades del
ndcleo, se diferenciaron tres tipos:
globulado, lobado y en muesca (Figura 2);
encontrandose que se presentan con mayor
frecuencia a las 48 horas de exposicion,
siendo las de nucleo globulado y en
muesca las de mayor presencia (Tabla 3).

Tabla 3

Frecuencia de anormalidades nucleares en
eritrocitos de sangre periférica de Colossoma
macropomum expuestos a fipronil.

Concentracién Tipo Fre%uencia Fre%uencia
(mg/L) Anormalidad <l el
24 h 48 h
Globulado 0.109 0.053
0.075 Lobado 0.036 0.026
En muesca 0.055 0.225
Globulado 0.036 0.130
0.15 Lobado 0 0
En muesca 0.055 0.022
Globulado 0.023 0.188
0.30 Lobado 0 0.038
En muesca 0.047 0.088
Globulado 0.056 0.024
Control Lobado 0.011 0
En muesca 0 0.047

En las figuras 3 y 4 se representan las
medianas de las deformaciones encontra-
das para cada concentracion, a las 24 y 48
h de exposicion respectivamente. En la
concentracién de 0.075 mg/L se obtuvo, en
promedio, 5.5 deformaciones, que es la
mas alta con respecto a las otras
concentraciones y también tiene mayor
dispersion (Figura 3). Para las 48 h, se
observa que el mayor nimero promedio es
de 12.5 deformaciones para la concen-
tracion a 0.3 mg/L, siendo la mediana
(12.5) ligeramente mayor que la observada
para la concentracion de 0.075 mg/L
(mediana igual a 11.5), existiendo, ademas,
mayor dispersion para una concentracion
de 0.3 mg/L (Figura 4).

Los MN son masas de cromatina que se
evidencian como pequefios ndcleos, los
cuales surgen a partir de fragmentos de
cromosomas 0  cromosomas  enteros
intactos que quedaron retrasados en la
etapa de anafase de células en divisién
(Jirangkoorkhul y Sahaphong, 2007).
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Deformaciones
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Figura 3. Medianas de las deformaciones
nucleares vs. Concentraciones de fipronil
(mg/L) a 24 horas de exposicion.
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Figura 4. Medianas de las deformaciones
nucleares vs. Concentraciones de fipronil
(mg/L) a 48 horas de exposicion.

Control

El test de microndcleos aplicado a
biomonitoreo genotdxico de contaminantes
resulta una herramienta practica en
mutagénesis ambiental (Palma, 2005). Al-
Sabti y Hardig (1990) reporta que los
organismos acudticos como los peces son
excelentes biomonitores para detectar
contaminantes que Se encuentran en
diferentes estratos acuaticos, mediante la
evaluacion de micronlcleos. Nuestros
resultados, en Gamitana, muestran la
presencia de microndcleos, los cuales se
presentan en mayor frecuencia a una
concentracién de 0.075 mg/L (Tabla 1) lo
que estaria indicando que el fipronil habria
causado la formacion de estos fragmentos
cromosémicos. La presencia de micro-
nicleos en el control, se habria dado
espontanea-mente, lo que concuerda con lo
reportado en pruebas de genotoxicidad
para otras especies de peces (Oliveria et
al., 2004, Prieto et al., 2007). ElI mecanis-

mo mediante el cual pueden formarse
micro-nucleos espontdneamente es por
perdida mitética de fragmentos acéntricos,
donde cualquier fragmento cromosémico
que no posea centrbmero no podra
integrarse a un nucleo, durante la division
celular, pues carece del elemento que le
permita orientarse en el huso acromatico.
Estos elementos quedan rezagados y
permaneceran en el citoplasma conforman-
do uno o varios nucleos muy pequefos,
que son los denominados micronucleos
(Heddle et al., 1991; Martinez, 2005).

En altas concentraciones de fipronil
observamos una disminucion de micro-
nacleos. Segun Dailianis et al. (2003),
citado por Sotil et al. (2007), aparen-
temente los incrementos en la concen-
tracion y tiempos de exposicion a agentes
mutagénicos inhibirian la  actividad
mitética. Ademas Prieto et al. (2008)
mencionan que las disminuciones de MN
después de una fase de incremento, estan
relacionadas con el tipo de genotdxico, la
concentracion utilizada, la forma de
administracion y la respuesta genética que
tenga cada especie.

Con respecto a las anormalidades del
nacleo, se diferenciaron tres tipos de
deformaciones: globulado, lobado y en
muesca (Figura 2); encontrandose que se
presentan con mayor frecuencia a las 48
horas de exposicién, siendo las de nlcleo
globulado y en muesca las de mayor
presencia (Tabla 3). Los nucleos ovalados
y uniformes corresponden a nucleos de
aspecto normal, tal como se han reportado
en otras especies de peces (Valenzuela,
2003; Silveira et al., 2005).

Si bien es cierto que se puede evidenciar el
dafio de un toxico mediante la frecuencia
de MN, no siempre ocurrira de esta forma,
ya que el tdéxico no necesariamente va a
causar una ruptura del ADN sino también
puede provocar diferentes anormalidades
nucleares como las reportadas por
Jirangkoorkul y Sahaphong (2007) como
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ndcleo bilobulado, en muesca, globulado y
lobado. En este trabajo se reportan
anormalidades nucleares en un orden de
frecuencia de globulado, lobado y en
muesca, que son tres de las cuatro
anormalidades mencionadas.

4., Conclusiones

Los resultados obtenidos para alevinos de
Colossoma macropomun nos indican que
el fipronil, a la concentracién de 0.075
mg/L ha ocasionado la formacion de
micronucleos, disminuyendo la frecuencia
de los mismos a las concentraciones de
0.15mg/L y 0.30 mg/L. Sin embargo, las
anormalidades nucleares si estan presentes
en las tres concentraciones utilizadas,
siendo la de nacleo globulado la que
mayor frecuencia reporta. Esto indica que
el fipronil actia como un agente que
ocasiona anormalidades nucleares en los
eritrocitos de Colossoma macropomun,
pero no asi causa un mayor efecto en la
formacion de micronucleos.
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