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RESUMEN

Para determinar de manera preliminar la toxicidad agu-
da del CuSO, en alevinos de cachama blanca (Piaractus
brachypomus), 110 individuos fueron expuestos a sie-
te concentraciones, asi: O (control), 0.25, 0.5, 1.0,
1.5, 2.0 0 4.0 ppm, utilizando acuarios en un sistema
semi-estatico. La dureza del agua en términos de CaCO;
se mantuvo constante en 20 ppm durante todo el pe-
riodo experimental. Individuos expuestos a 2.0 y 4.0
ppm manifestaron cuadros de hiperexcitacion, alter-
nados con letargia y pérdida del eje de nado, con una
mortalidad de 100% a las 24 y 6 h, respectivamente.
En los individuos expuestos a 1.0y 1.5 ppm, la mor-
talidad acumulada a las 24 h de exposicién fue de 55
y 90%, respectivamente. Asi mismo, estos grupos pre-
sentaron aumento moderado en la produccién de moco
a nivel branquial, acompafiado de manifestaciones cli-
nicas de disnea. En los individuos expuestos a 4.0 ppm

se observé microscédpicamente hiperplasia epitelial
interlamelar junto con fusién y congestion lamelar se-
vera. Por otro lado, en individuos expuestos a 0.5 ppm
se observd hiperplasia epitelial interlamelar e
interfilamental, asi como infiltrado de células
inflamatorias, principalmente granulocitos. La concen-
tracion letal 50 (CLsg) al cabo de 48 h de exposicion
fue de 0.94 ppm (0.82 - 1.08, IC 95%). Estos resul-
tados preliminares permiten inferir que bajo las con-
centraciones y condiciones del presente ensayo (dure-
za total de aproximadamente 20 ppm), los alevinos de
cachama blanca son relativamente susceptibles a los
efectos toxicos del sulfato de cobre.

Palabras clave: cachama blanca, concentracion letal
50 (CLsgg), dureza, Piaractus brachypomus, sulfato de
cobre, toxicidad aguda.

ABSTRACT

To preliminarily determine acute CuSO, toxicity in
cachama blanca (Piaractus brachypomus) fingerlings,
110 individuals were exposed to seven different
concentrations: O (control), 0.25, 0.50, 1.00, 1.50,
2.00 and 4.00 ppm using semi-static system
aquariums. Water hardness in reference to CaCO5; was
constantly maintained at 20 ppm during the
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experiment. Individuals exposed to 2.00 and 4.00
ppm manifested hyperexcitement stages alternating
with lethargy and swimming-axis loss, with 100%
mortality at 24 and 6 h respectively. Individuals exposed
to 1.00 and 1.50 ppm for 24 h showed cumulative
mortality of 55 and 90% respectively. Likewise, these
groups presented a moderate increase in mucus
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production at branchial level accompanied by clinical
disnea. Interlamellar hyperplasia and severe lamellar
fusion, as well as gill congestion, were observed
microscopically in those exposed to 4.00 ppm. On the
other hand, interlamellar and interfilamental hyper-
plasia and inflammatory cell infiltration, principally
granulocytes, were observed in fingerlings exposed to
0.50 ppm. Lethal concentration 50 (CLgp) at 48h of
exposure was 0.94 ppm (0.82-1.08, IC 95%).

These preliminary results allow inferring that cachama
blanca fingerlings are relatively susceptible to the toxic
effects of CuSO, at the concentrations and conditions
described for the present study.

Key words: acute toxicity, cachama blanca, copper
sulphate, hardness, lethal concentration 50 (LCsp),
Piaractus brachypomus.

INTRODUCCION

La cachama blanca (Piaractus brachypomus) es un
caracido nativo de las cuencas de los rios Orinoco y
Amazonas, ampliamente cultivado en los Llanos Orien-
tales de Colombia (Hernandez et al., 1992). En estas
regiones el agua es clasificada como blanda, debido a
la baja disponibilidad de cationes, principalmente Ca2+,
lo que favorece una mayor toxicidad por metales pesa-
dos (Matsuo et al., 2005).

Existe una estrecha asociacién entre la intensificacion
de la produccién animal y el uso de insumos
agropecuarios, lo que ha generado un alto riesgo sobre
el medio ambiente. Asi mismo, el desarrollo industrial
ha causado un incremento en la emision de metales
pesados, siendo los ambientes acuaticos continuamente
contaminados con dichos pesticidas (Lawlor y Tipping,
2003).

En casi todas las especies, el cobre (Cu) es un cofactor
indispensable en numerosos procesos enzimaticos. Sin
embargo, se ha considerado un contaminante impor-
tante de los cuerpos de agua, clasificandose como ex-
tremadamente téxico (Heath, 1991), representando un
riesgo potencial para la vida acuatica (Mazon et al.,
2002). El sulfato de cobre (CuSO,) es un algicida
aprobado por la EPA (U.S. - Environmental Protection
Agency) para uso en acuicultura (Schnick et al., 1986).
Aunque no esta aprobado por la FDA (U.S. - Food and
Drug Administration) como agente terapéutico, es usa-
do masivamente para el control de parasitos
protozoarios en especies acuaticas (Straus, 2003), asi
como para disminuir la proliferacion de fitoplancton en
aguas eutréficas (Mazon et al., 2002).

La efectividad terapéutica del CuSO, se reduce a me-
dida que la alcalinidad y la dureza total se incrementan.
Por su parte, la toxicidad del cobre aumenta cuando
disminuye el pH (Straus, 2003; Cogun y Kargin, 2004),
la materia organica, la alcalinidad y la dureza (Tucker
y Robinson, 1990; Straus, 2003; Matsuo et al., 2005).

En consecuencia, Tucker y Robinson (1990) recomen-
daron limitar su uso en aguas con alcalinidades infe-
riores a 50 ppm.

La toxicidad del cobre ha sido estudiada en algunas
especies de peces, tales como tilapia azul (Oreochromis
aureus) (Straus, 2003), curimbata (Prochilodus scrofa)
(Cerqueira y Fernandes, 2002; Mazon et al., 2002),
trucha arco iris (Oncorrhynchus mykiss) (Marr, 1998;
Wilson y Taylor, 1993; McGeer et al., 2000), cachama
negra (Colossoma macropomum) (Matsuo et al., 2005),
juveniles de cachama blanca (Piaractus brachypomus)
(Lozano, 2000), entre otros.

Puesto que las branquias estan en contacto directo con
el medio externo, cambios quimicos y fisicos en el
ambiente acuatico las convierten en el principal 6rga-
no blanco de la mayoria de los contaminantes acuati-
cos (Mallatt, 1985). El efecto toxico agudo o crdnico
del cobre sobre la morfologia branquial, ha sido estu-
diado en algunas especies marinas (Sola et al., 1995;
Rajbanshi y Gupta, 1988; Benedetti et al., 1989;
Laurén y McDonald, 1987) y de agua dulce (Dang et
al., 2000; Mazon et al., 2002; Cerqueira y Fernandes,
2002). En general, los efectos téxicos agudos provo-
can alteraciones de tipo respiratorio e ionoregulatorio y
bajo exposiciones crénicas, se observan alteraciones
en el sistema neuroldgico y endocrino, asi como cam-
bios celulares, bioquimicos y fisiolégicos (Handy,
2003).

Aunque en algunas especies de peces nativos se han
realizado bioensayos de toxicidad bajo condiciones de
laboratorio (Lozano, 2000), en alevinos de cachama
blanca no se conocen reportes acerca de la toxicidad
del cobre en aguas con bajos niveles de dureza. Por lo
tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar
la toxicidad aguda del cobre asociado a CuSO, bajo
condiciones experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio
de Bioensayos del Instituto de Acuicultura de la Uni-
versidad de los Llanos (IALL). Para este fin fueron uti-
lizados 110 alevinos de cachama blanca (Piaractus
brachypomus) clinicamente sanos con peso corporal
de 1.75 + 0.2 gy longitud total de 4.62 = 0.4 cm,
obtenidos de un mismo desove por medio de repro-
duccién inducida a partir de ejemplares criados y man-
tenidos en cautiverio. Los ejemplares fueron medidos
con un ictiémetro y pesados en una balanza digital
(Ohaus, Scout Pro), previa tranquilizaciéon con 2-
fenoxietanol (200 ppm, Sigma Chemical Co., St. Louis,
Missouri, USA).

Durante la fase de aclimatacion, los peces fueron man-
tenidos en acuarios de vidrio con capacidad (til de 73
L y alimentados ad libitum una vez al dia. Se emple6
un sistema semi-estatico con recambio diario de agua
del 50% y con aireacion constante. Los ejemplares se
distribuyeron aleatoriamente en los acuarios, ubican-
do 10 o 20 peces por tratamiento, sometiéndolos a un
periodo minimo de aclimatacién de 8 dias. Cada indi-
viduo fue considerado como una repeticién.

Durante la fase de experimentacion los peces no fue-
ron alimentados. Asi mismo, se realizd recambio dia-
rio del 50% de agua, manteniendo constantes las con-
centraciones de Cu en cada acuario, por medio de la
adicion de la mitad de la dosis correspondiente. Como
fuente de Cu se empled sulfato de cobre comercial
(CuS0,), utilizando siete concentraciones diferentes:
0O (control), 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 0 4.0 ppm de Cu
durante 48 h de exposicion. Los parametros de cali-

dad de agua fueron monitoreados con una sonda
multiparamétrica (Yellow Spring Instrument, Modelo
556) manteniéndose en los siguientes rangos: pH: 6.8
+ 0.2; temperatura: 24.9 += 0.3° C; O, disuelto: 5.8
= 0.04 ppm vy saturacién de O,: 69.9 = 0.7 %. La
dureza total fue determinada por medio de un equipo
para analisis de aguas (Aquamerck, Merck), mante-
niéndose constante en 20 ppm de CaCOs.

Por medio de observacién directa, fue registrado du-
rante las 48 h de exposicion el comportamiento de los
peces, con especial énfasis en el eje de nado (presente
0 ausente), patron de nado (erratico, normal), ubica-
cién dentro de la columna de agua y la actitud de los
peces (excitado, normal y (o) deprimido).

La mortalidad en cada uno de los tratamientos fue re-
gistrada diariamente con el fin de determinar la con-
centracion letal 50 (CLgy 48-h), por medio del método
Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977),
utilizando el Software Phar Lap Inc. versién 4.1L
(1986-92).

Para determinar los efectos del Cu a nivel branquial,
una vez finalizada la fase experimental, se selecciond
aleatoriamente un pez de cada tratamiento, los cuales
se sacrificaron por medio de corte medular. Posterior-
mente, se extrajo el segundo arco branquial derecho y
se fijé en formalina bufferada al 10%, para posterior
corte y coloracién con hematoxilina - eosina. Las ob-
servaciones histopatoldgicas se realizaron en un mi-
croscopio 6ptico convencional (Axiostar, Carl Zeiss).

RESULTADOS

Durante las primeras cinco horas de exposicion, los
peces expuestos a 2.0 y 4.0 ppm de Cu, manifestaron
cuadros de hiperexcitacién, alternados con letargia y
pérdida del eje de nado, con tendencia a ubicarse en
el tercio superior de la columna de agua. Se observo
letargia y pérdida del eje de nado en los peces expues-
tos a 1.5 ppm, aproximadamente a las 10 h de expo-
sicion.

La mortalidad fue de 100% alas 6y 24 h para4.0y
2.0 ppm, respectivamente. Durante la fase experimen-
tal, no se presentd mortalidad en los individuos del
grupo control (O ppm) y expuestos a 0.25 0 0.5 ppm
(Figura 1). La CLsq 48-h de Cu asociado a CuSQO, fue
de 0.94 ppm (0.82 - 1.08, IC 95%).
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La Figura 2 muestra los filamentos y l&melas normales
de alevinos del grupo control. En los individuos ex-
puestos a 0.5 ppm de Cu, microscopicamente se ob-
servo fusién filamental y lamelar, hiperplasia epitelial
interlamelar e interfilamental e infiltrado de células
inflamatorias, principalmente granulocitos (Figura 3 y
4). Asi mismo, en las branquias de los individuos ex-
puestos a 4.0 ppm se observd congestion severa de
lamelas y filamentos, necrosis y desprendimiento de
epitelio lamelar, asi como fusion lamelar severa (Figu-
ra 5). Por otro lado, en los peces expuestos a concen-
traciones superiores a 1.0 ppm se presenté aumento
moderado en la produccién de moco a nivel branquial,
acompafado de manifestaciones clinicas de disnea.
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Figura 2. Lamelas y filamentos branquiales de alevinos de cachama

blanca (P brachypomus) no expuestos a sulfato de cobre (grupo
control). I, lamelas; f, filamentos; il, espacio interlamelar. (10x).
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Figura 1. Mortalidad acumulada de alevinos de cachama blanca (Piaractus brachypomus)
expuestos durante 48 h a cobre (Cu) asociado al sulfato de cobre (CuSOy,).

Figura 3. Filamentos branquiales de alevinos de cachama blanca (P
brachypomus) expuestos durante 48 h a 0.5 ppm de cobre. Nétese
la fusién filamental (ff), fusion lamelar (fl), hiperplasia epitelial
interlamelar e interfilamental e infiltrado celular inflamatorio (3K).

Figura 4. Espacio interfilamental de branquias de alevinos de
cachama blanca (P brachypomus) expuestos durante 48 h a 0.5
ppm de cobre. Las flechas indican la presencia de células
inflamatorias granulociticas. Noétese la hiperplasia epitelial
interfilamental. 100x.

Figura 5. Filamentos branquiales de alevinos de cachama blanca (P,
brachypomus) expuestos a 4.0 ppm de cobre. Notese la fusion
filamental (ff), fusion lamelar (fl), necrosis de células pavimentosas
(n), hiperplasia epitelial interfilamental e infiltrado celular inflamatorio
(). Las flechas blancas indican congestion de lamelas y filamentos.
La flecha negra indica desprendimiento y necrosis de epitelio lamelar.
20x.
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DISCUSION

El CuSO,4 es un compuesto de bajo costo, usado princi-
palmente para el tratamiento de ectoparasitos y enfer-
medades bacterianas, asi como fungicida y herbicida
(Reddy et al., 2006). Noga (1996) recomienda que
para evitar efectos téxicos, la dosis de CuSO, debe ser
inferior a 0.75 ppm en aguas con alcalinidades por
debajo de 100 ppm; no obstante, es frecuente su uso
en especies de agua dulce a una concentracion de 0.5
a 1.0 ppm de CuSO, (Boyd, 1990), sin que se deter-
mine previamente la dureza y alcalinidad del agua.

En alevinos y juveniles de Oreochromis aureus expues-
tos a concentraciones superiores a 0.18 ppm de Cu,
se presentaron convulsiones, letargia y pérdida del eje
de nado previo a la muerte (Straus, 2003), similar a lo
encontrado en el presente estudio.

Existe una estrecha asociacion entre el grado de dure-
za y alcalinidad del agua con respecto a la toxicidad
del Cu. Straus (2003) observé que en Oreochromis
aureus la CLgg es mayor en aguas con bajos niveles de
dureza, reportando una ClLgg 96-h de 0.2 y 0.7 ppm
de Cu, en aguas blandas con 7.0y 28.2 ppm de CaCOs,
respectivamente. De Vera y Pocsidio (1998) reportan
que en juveniles de Oreochromis mossambicus en
aguas con 93 ppm de CaCOs, la CLgg 96-h es de 1.7
ppm. Por otro lado, en individuos de cachama negra
(Colossoma macropomum) mantenidos en aguas blan-
das, se determiné que la CLsg 96-h fue de 0.74 ppm
de Cu (Oliveira, 2003). Los resultados anteriores son
similares con lo determinado en el presente estudio,
en el cual la ClLgy 48-h fue de 0.94 ppm, con niveles
de CaCOg3 cercanos a 20 ppm. Estos reportes corrobo-
ran que la sobrevivencia de peces expuestos a Cu de-
pende principalmente de su concentracién y de la du-
reza y alcalinidad del agua. A este respecto, Playle et
al. (1993) demostraron el efecto del Ca2+ sobre la
absorcion de Cu en Pimephales promelas y concluyen
que este i6n compite con el Cu, por los sitios de unién
a nivel branquial, disminuyendo su absorcion.

Marr et al. (1998) determinaron que la CLgyde Cu en
Onchorryhnchus mykiss a las 48 y 96 h de exposi-
cién, fue de 23 y 18 ppb, respectivamente, con una
dureza constante de 25.1 ppm de CaCOs. Al igual que
en otros estudios, Marr et al. (1998) observaron una
relacion dosis - respuesta entre la concentracion de Cu
y la mortalidad.

Mazon et al. (2002) reportan que en juveniles de
Prochilodus scrofa, la mortalidad fue de 85, 70y 55%
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en peces expuestos durante 96 h a 20, 25y 29 ug.L-1
de Cu, respectivamente; concentraciones inferiores a
las estudiadas en el presente estudio. Adicionalmente,
observaron una mayor acumulacién de Cu en el tejido
branquial de los peces expuestos a las concentracio-
nes mas altas, asociandose este hallazgo con cambios
severos en el tejido epitelial, tales como: hiperplasia
del epitelio de las ldamelas y filamentos, disminucién
del espacio interlamelar, fusién lamelar, hiperplasia e
hipertrofia de las células pavimentosas y de cloro, jun-
to con degeneracién celular (Cerqueira y Fernandes,
2002; Mazon et al., 2002). Algunos de los anteriores
resultados son similares a lo observado en los cortes
histologicos de las branquias de alevinos de cachama
blanca expuestos a Cu. Aunque en el presente estudio
no se determiné la acumulacién de Cu en branquias y
otros tejidos, Dang et al. (1999) reportan que cortos
periodos de exposicién permiten una mayor
bioacumulacién de Cu que las exposiciones prolonga-
das (superiores a 96 h). Varios autores reportan que
existe una correlacién positiva entre la concentracién
de Cu en aguay la acumulaciéon en branquias (Monteiro
et al., 2005), con el incremento de lesiones a nivel
branquial (Mazon et al., 2002). Adicionalmente, con-
cluyen que la severidad del dafo branquial depende
de la sensibilidad de la especie y del tiempo de exposi-
cion.

La hiperplasia y fusién lamelar, observada en el pre-
sente estudio, ha sido reportada como una respuesta
no especifica a agentes irritantes (Mallatt, 1985, Mazon
et al., 2002), siendo un mecanismo compensatorio
para disminuir la difusién del téxico hacia la circula-
cién sanguinea; no obstante, estas alteraciones
histopatoldgicas también reducen la superficie lamelar
respiratoria, provocando condiciones hipdxicas. Mazon
et al. (2002) reportan que en P, scrofa expuestos a 29
ug.L-1 de Cu, se presentd un alto porcentaje de células
de cloro apoptéticas y necréticas, lo que contribuyé a
la disfuncién en el balance iono regulatorio y en el equi-
librio &cido-base. En concordancia, McGeer et al.
(2000), encontraron que alevinos de trucha arco iris
expuestos de forma crénica a Cu, presentaron una pér-
dida temporal de Na+y Ca2+ a nivel muscular. De igual
modo, Monteiro et al. (2005) reportan que en adultos
de Oreochromis niloticus se presenta una disminucion
en los niveles de Na*y CI- plasmatico, como conse-
cuencia del efecto inhibitorio del cobre sobre la activi-
dad Na*/K+ ATPasa. Finalmente, se puede deducir que
la mortalidad en los peces expuestos a las altas con-
centraciones de Cu observada en el presente estudio,
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es provocada por la inhibicion de la Na*/K+ ATPasa
branquial por parte del Cu, generando edema del epi-
telio lamelar, consecuente acumulacién de solutos en
las células epiteliales y por ende, flujo osmético de
agua hacia la célula. Este disturbio ocasiona la pérdi-
da del control ionoregulatorio, eflujo de electrolitos san-
guineos, colapso cardiovascular y consecuentemente
la muerte (Handy, 2003).

Los resultados del presente estudio constituyen un re-
porte preliminar de la toxicidad del CuSO, en alevinos
de cachama blanca (Piaractus brachypomus), mante-
nidos en aguas blandas. Segln los hallazgos observa-
dos, se recomienda que el uso de CuSO, como tera-
péutico, deba ser realizado con previa determinacion
de la alcalinidad y la dureza, para evitar que se pro-
duzcan respuestas adversas en la salud de los peces.
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