ARTICULO ORIGINAL/ORIGINAL ARTICLE

Evaluacion de efectos toxicos del cianuro, proteccion de tiosulfato
de sodio en tilapia (Oreochromis sp.)

Evaluation effects toxics of cyanide, protection of tyosulffate of
sodium on tilapia (Oreochromis sp.)

Evaluacao efeitos toxicos de cianeto, protecao do tiossulfato do sodio
e Tilapia (Oreochromis sp.)

Angie Lisseth Ledn-Pinzén', Shirley J. Marroquin-A?, Javier Borbon®, Jaime F Gonzdlez-M*

MVZ, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales, Universidad de los Llanos, Villavicencio, Colombia,
MYV, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Universidad Nacional, Bogotd, Colombia,

MV, MSc, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Universidad Nacional, Bogotd, Colombia

MV,MSc, PhD, Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia, Universidad Nacional, Bogotd, Colombia.

Email: leonpinzonangie@gmail.com

AW N o

Recibido: 30 de septiembre de 2016 Aceptado: 25 de noviembre de 2016

Resumen

En Colombia, la mineria se ha proyectado como un area de desarrollo para el pais con el uso indiscriminado de quimicos
contaminantes como el cianuro, pero los riesgos ambientales y de salud publica ligados a esta actividad son altos con las
limitaciones de control en el andlisis y monitoreo que ejercen las autoridades ambientales sobre estos compuestos que
se consideran efluentes contaminantes y toxicos para peces nativos y exoticos. Objetivo. Determinar los efectos téxicos
generales del cianuro, el efecto protector de tiosulfato de sodio y las variaciones de los parametros sanguineos y bioqui-
micos en Oreochromis sp, expuesta a concentraciones agudas de cianuro de sodio. Métodos. Se trabajé con (36) tilapia
roja (Oreochromis sp.), expuestos por 24 h a cuatro tratamientos; 1: grupo control (libre de sustancia); 2: 1T ppm de NaCN;
3: 1 ppm de NaCN y 50 ppm de tiosulfato de sodio; 4: 50 ppm de tiosulfato de sodio. Se evaluaron los efectos toxicos
generales y se tomaron muestras de sangre para hematocrito y pardmetros bioquimicos (proteinas plasmaticas, glucosa
y lactato). Los peces fueron eutanasiados y realizada la necropsia para colecta de fragmentos de higado y cerebro para
determinar cualitativamente la presencia de cianuro por medio de la prueba del dcido picrico. El andlisis e interpretacion de
los resultados de las variables cualitativas se realizé mediante descripcion de las mismas y comparacion entre tratamientos,
los datos de las variables cuantitativas fueron comparados por estadistica descriptiva y la prueba de Tukey. Resultados.
Dentro de los primeros 15 minutos los peces de los tratamientos 2 y 3 presentaron signos agudos de intoxicacion como
dificultad respiratoria, hiperactividad, nado erratico e imposibilidad de movimiento. El hematocrito se encontré alto en
los peces de los tratamientos 2 y 3 comparado con los tratamientos 1 y 4, los niveles de glucosa y lactato en sangre se
encontraron significativamente altos (p< 0,05) en los especimenes de los tratamientos 2 y 3; por el contrario el nivel de
proteina plasmatica no mostré diferencias significativas entre tratamientos. El resultado de la prueba del acido picrico no
fue concluyente en higado y cerebro. Conclusion. Alteraciones en el comportamiento son manifestaciones clinicas de
intoxicacion y es evidente que el NaCN en exposicion aguda, afecta notoriamente los pardmetros bioquimicos sanguineos
evaluados, que serfan de gran utilidad para diagnosticar casos de sintomatologia similar y con sospecha de cianurotoxico-
sis, el tiosulfato de sodio a la dosis usada no mostré su efecto protector, posiblemente por la gran sensibilidad de la especie
a esta concentracion del toxico.

Palabras clave: Cianuro, glucosa, lactato, tilapia roja, tiosulfato de sodio.
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Abstract

In Colombia, the mining is designed as an area of development for the country with the indiscriminate use of polluting che-
micals such as cyanide, but environmental risks and public health related to this activity are high with control limitations in
the analysis and monitoring exercise environmental authorities on these compounds that are considered polluting effluents
and toxic for native and exotic fish. Objective. Determine the effects generals toxics of cyanide, the protect effect of thio-
sulfate of sodium and the variations in biochemical parameters blood in Oreochromis sp, exposed to acute concentrations
of cyanide of sodium. Methods. Worked with (36) tilapia red (Oreochromis sp.), exposed for 24 h to four treatments; 1:
control group (free substance); 2: Tppm of NaCN; 3: Tppm of NaCN and 50ppm of thiosulfate of sodium. Was assessed
the general toxics effects and was take samples of blood to hematocrit and biochemical parameters (plasma proteins,
glucose and lactate). The fish were euthanized and necropsied to collect fragments of liver and brain to qualitatively de-
terminate the presence of cyanide for mean of test picric acid. The analysis and interpretation of results of the qualitative
variables was performed using same description and comparison between treatments, the date of variables quantitative
was compared by descriptive statistics and test tukey. Within the first 15 minutes the fishes of treatments 2 and 3 showed
acute signs of intoxication as respiratory distress, hyperactivity, erratic swimming, and inability to move. The hematocrit was
found high in fish treatments 2 and 3 compared to treatments 1 and 4, the glucose and lactate levels in blood was found
significantly higher (p< 0.05) in the specimens of treatments 2 and 3; but the plasma protein level showed no significant
difference between treatments. The result of test picric acid was not conclusive in liver and brain. Conclusion. Changes in
behavior are clinical manifestations of intoxication and it is clear that the NaCN in acute exposure, markedly affects the
blood biochemical parameters evaluated, that would be very useful to diagnose cases of similar symptoms and suspected
cianurotoxicosis, sodium thiosulfate to doses used showed no protective effect, possibly because of the high sensitivity of
the species to this toxicant concentration.

Key words: Cyanide, glucose, lactate, tilapia red, thiosulfate of sodium.

Resumo

Na Colémbia, a mineragao é concebida como uma drea de desenvolvimento para o pais com o uso indiscriminado de
poluentes quimicos tais cianeto como, mas os riscos ambientais e de sadde publica relacionadas com esta atividade sao
elevados com as limitacdes de controle na andlise e monitoramento de exercicio, as autoridades ambientais sobre estes
compostos sdo considerou que efluentes poluentes e toxicos para peixes nativos e exoticos. Objetivo. Determinar os efei-
tos de toxicos de cianeto generais, o efeito de tiossulfato de sddio e de proteger as variacbes nos pardmetros bioquimicos
do sangue de Oreochromis sp, expostos a concentracdes agudas de cianeto de sédio. Métodos. Trabalhou com (36)
tilapia vermelha (Oreochromis sp.), expostos por 24 h em quatro tratamentos; 1: Grupo controle (substancia livre); 2: 1
ppm de NaCN; 3: 1 ppm de NaCN e 50 ppm de tiossulfato de sodio. Foi avaliada em geral e foi os efeitos téxicos recolher
amostras de sangue para hematdécrito e parametros bioquimicos (proteinas do plasma, glicose e lactato). Os peixes foram
sacrificados e necropsiados estavam a recolher fragmentos de figado e cérebro a presenca de cianeto qualitativamente
determinado para o teste de acido picrico de média. A andlise e interpretacao dos resultados das variaveis qualitativas foi
realizada utilizando mesma descricao e comparacdo entre os tratamentos, a data de varidveis quantitativas foi de estatistica
descritiva e comparadas pelo teste de Tukey. Nos primeiros 15 minutos os peixes dos tratamentos 2 e 3 mostraram sinais
de intoxicacdo como angustia respiratdria aguda, hiperatividade, natacao erratica, e incapacidade de se mover. O hematé-
crito foi encontrada alta em tratamentos de peixes 2 e 3 em relacdo aos tratamentos 1 e 4 os niveis de glicose e lactato no
sangue foi significativamente maior (p <0,05) nas amostras dos tratamentos 2 e 3; mas o nivel de proteina do plasma nao
mostrou diferenca significativa entre os tratamentos. O resultado do teste de acido picrico nao foi conclusivo no figado e
no cérebro. Conclusdo. Mudancas de comportamento sdao manifestacoes clinicas de intoxicacdo e é claro que o NaCN
em exposicdo aguda, marcadamente afeta os pardmetros bioquimicos sanguineos avaliados, Isso seria muito Util para diag-
nosticar casos de sintomas semelhantes e cianurotoxicosis Suspeita, tiossulfato de sédio para duques utilizados mostraram
nenhuma protecdo efeito, possivelmente por causa da alta sensibilidade das espécies a esta concentracao toxico.

Palavras chave: Cianeto, glicosa, lactato, tilapia, tiossulfato de sédio.

Introduccién

El cianuro (CN) es un grupo quimico formado por un
atomo de carbono (C), y nitrégeno (N), conectados
por tres enlaces. Los cianuros existen en estado natu-
ral y artificial. Existen mas de 2000 fuentes naturales
de CN con grado de complejidad y toxicidad variable;
el CN es un potente agente citotoxico que mata la
célula por inhibir la citocromo oxidasa de la cadena
de transporte de electrones mitocondrial (Akinsiku y
col., 2010). La decision de si cierto xenobidtico es pe-

ligroso para el sistema acudtico y el ciclo alimenticio
solo puede tomarse cuando se hacen pruebas de toxi-
cidad aguda en mamiferos, bacterias, peces y pruebas
de disociacion biolégica en detalle. El hecho de que
haya un uso incrementado de quimicos contaminantes
en muchas partes industrializadas, hace absolutamen-
te necesario el desarrollo de técnicas de medicion de
eco toxicidad. El primer paso es la prueba de toxicidad
aguda en peces, para mostrar el riesgo potencial de
estos quimicos, las indicaciones mas afectivas de po-
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lucion toxica son los cambios comportamentales y los
peces son centinelas ideales para ensayos comporta-
mentales de exposicion a varios estresores y quimicos
toxicos, debido a 1) tienen constante contacto direc-
to con el medio ambiente acuatico, donde ocurre la
exposicion quimica en toda la superficie corporal, 2)
Son de importancia ecolégica en cualquier sistema
natural, 3) Son facil de cultivar, 4) Tienen buena dis-
posicion reproductiva y 5) Larga historia de uso en to-
xicologia comportamental. Ademds, la contaminacion
de cuerpos de agua con CN se ha visto incrementada
por industrias como la aurifera que lo utiliza (Dube
y Hosetti, 2010). Tanto en mineria aurifera artesanal
como en la gran mineria, ademds de la amalgamacion
del oro con mercurio, se utiliza lixiviacion con cianuro
para recuperar oro puro por métodos electroquimi-
COS y por supuesto en gran mineria se usan piscinas
gigantescas de cianuracién e infraestructura para los
procesos electroquimicos y de metalurgia. Por lo que
cualquier perdida en la permeabilidad de las piscinas
puede conducir a la liberacion de cianuro, con afecta-
cion y muerte de la biota presente en las fuentes de
agua receptoras. Los impactos ambientales producto
de las liberaciones o de derrames a fuentes de agua,
constituyen una amenaza para la salud publica, en fun-
cion de la utilizacion de dichas aguas para consumo
humano. Independiente de la escala, el empleo de
cianuro en mineria aurifera constituye un riesgo laten-
te. Existen ejemplos catastroficos, como el ocurrido el
ano 2000 en la planta de oro de Aurul, en Rumania;
luego del rompimiento de una barrera de contencion,
la solucién de cianuro se liber6 incorporando cianuro
y metales pesados, contaminando mudiltiples fuentes de
agua en Rumania, Hungria, Yugoslavia y Bulgaria, con
la consecuente muerte de peces y cierre de acueduc-
tos (Lopez Bravo et al., 2010).

Los peces nativos y exoticos empleados en explo-
taciones, para servir como fuente de alimento o
recreacional para la humanidad, estan directa e in-
directamente afectados por desechos mineros vy
otras industrias en donde se utiliza el CN, por lo que
todo esfuerzo que se haga para generar conocimien-
to acerca del impacto y/o efecto del CN sobre los
organismos acuaticos; aportara las bases cientificas
necesarias para establecer pautas de actuacion por
parte de autoridades competentes (Mancera y Alva-
rez, 2006). Ademads, La extraccion de metales precio-
sos como el oro, facilita la movilizacion de sustancias
toxicas, por lo que el suelo y el agua se contaminan,
permitiendo que seres humanos se expongan a tra-
vés de miuiltiples rutas y los efectos en la salud pue-
den ser diversos, dada la variedad de sustancias y las
mezclas (Miller et al., 2004).

Materiales y métodos

Unidades y grupos experimentales

La fase experimental se desarrollé en el laboratorio de
Toxicologia Acuatica de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria y de Zootecnia de la Universidad Nacional
de Colombia, sede Bogota. El estudio se llevé a cabo
con juveniles (n=36) de tilapia roja (Oreochromis sp.)
de 51, 6£12,5 gr de peso y 14,2+1,1 cm de longitud
total, obtenidos de la estacion piscicola la Terraza (Vi-
llavicencio, Colombia). Antes de iniciar el estudio los
peces fueron sometidos a 2 semanas de aclimatacién
en condiciones de laboratorio, en acuarios de vidrio
donde se mantuvo aireacion constante, alimentacion,
fotoperiodo y parametros fisicoquimicos del agua ade-
cuados para la especie. Una vez terminado este perio-
do, los ejemplares se distribuyeron en 4 grupos al azar,
de 9 animales cada uno en acuarios individuales de 20
litros; dando inicio al periodo experimental durante el
cual no se suministré alimento. Los tratamientos se de-
signaron asi: grupo control: libre de cualquier sustancia
(tratamiento 1 -Tto 1), grupo expuesto a cianuro de
sodio (NaCN) (1ppm) (tratamiento 2 -Tto 2), grupo ex-
puesto a NaCN (1ppm) + tiosulfato de sodio (50 ppm)
(tratamiento 3 -Tto 3) y grupo control positivo: expuesto
a tiosulfato de sodio (50ppm) (tratamiento 4 -Tto 4).

Reactivos

Cianuro de Sodio Art. 6438 MERCK, Tiosulfato de so-
dio Art. 64271 MERCK

Materiales y Equipos

Multiparametro para andlisis de calidad de agua,
Bascula digital marca ae ADAMR AQT- 600, balanza
Adventure™ OHAUS, centrifuga mrc Simple Hema-
tocrit Centrifuge H- 240 y HERAEUSR Labofuge 400R,
glucémetro ACCU- CHEKR Active, Refractémetro, es-
pectrofotémetro UV- Visible Shimadzu Uv- 160 A ™,
homogenizador de tejidos.

Tratamientos

24 horas antes de iniciar la exposicion se preparé una
solucion de NaCN con 20 mg + 20 ml de agua desti-
lada en frascos de plastico, para lograr una concen-
tracion de 1 mg/L, en cada acuario; ésta solucion se
agrego a los acuarios de los tratamientos 2 y 3. La con-
centracion de tiosulfato de sodio fue 50 veces azufre
por cada parte de ion CN y de igual forma que para el
NaCN, se preparé la solucion con 2 gr de tiosulfato
de sodio + 2 ml de agua destilada y se agregé a los
acuarios de los tratamientos 3 y 4. Las concentracio-
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nes escogidas estan basadas en experimentos previos
hechos por AQUATICA, grupo de investigacion en To-
xicologia Acudtica y Ambiental.

Experimento

Una vez distribuidos en forma aleatoria, los peces
se sometieron a cada tratamiento. Se vigilé el com-
portamiento durante las 24 horas de exposicion, en
el caso de los especimenes de los tratamientos 1 vy
4 y hasta cuando se presentaron signos extremos de
intoxicacion; como disnea permanente e incapacidad
de movimiento interpretada por permanecer mas de
5 minutos en decubito lateral al fondo del acuario, en
todos los especimenes de los tratamientos 2 y 3. Los
animales fueron retirados del acuario y desensibiliza-
dos por choque térmico, posteriormente, muestreados
con jeringa heparinizada tomando muestra sanguinea
de la vena caudal para andlisis de glucosa, lactato,
hematocrito, y proteinas plasmaticas. Luego fueron
sacrificados mediante corte cervical, practicindose la
necropsia para evaluar cambios macro en los 6rganos.
Posteriormente, se tomd, peso e hizo homogenizado a
4°C del higado y cerebro para detectar cualitativamen-
te la presencia de CN utilizando la prueba del acido
picrico, la misma prueba se utiliz6 para determinar la
presencia de CN en agua.

Determinacion de glucosa y lactato

Una vez extraida la sangre, se colocé una gota en la
tira reactiva y se colocé inmediatamente en el glu-
cémetro ACCU- CHEKR Active tomando la lectura.
Para la medicién del lactato se centrifugé la sangre a
10000—+pm por 10 minutos con HERAEUSR Labofuge
400R vy asi extraer el plasma sanguineo llevando a
cabo la reaccion enzimatica con lectura espectrofo-
tométrica (espectrofotémetro UV- Visible Shimadzu
UV- 160 A ™),

Medicion de hematocrito

Se determind mediante el uso de capilares para aplicar
la técnica de micro hematocrito; a 5000 rpm por 5
minutos con centrifuga mrc Simple Hematocrit Centri-
fuge H- 240 vy se realiz6 la lectura posterior (Vasquez
y col. 2010).

Determinacion de proteinas plasmdticas totales

Se midié manualmente colocando una gota del plas-
ma obtenido del tubo capilar después de medir hema-
tocrito, y se colocé en el refractémetro, registrando el
dato (Ortega y Ladero, 2007).

Determinacion del contenido de cianuro
en higado y cerebro

Se aplico la técnica del acido picrico o reaccion de Guig-
nard, la cual consiste en exponer el tejido macerado y
homogenizado a una tira impregnada con solucion al 5%
de acido picrico. El material se ubicé en un tubo en don-
de se evalu6 el grado de volatilizacién del CN eventual-
mente presente en el tejido analizado, lo cual causaria un
cambio de coloracién (amarillo a naranja) en la tira de pa-
pel de filtro, previamente impregnada con el 4cido reac-
tivo. Este procedimiento se realizé en higado y cerebro,
ensayando la mejor forma de obtener buenos resultados.

Andlisis Estadistico

Los resultados de parametros bioquimicos se compara-
ron mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) y
posteriormente mediante una prueba de Tukey-Kramer
utilizando SPSS para Windows version 19; los datos se
expresan como promedio * desviacion estandar, con
un valor p<0.05 considerado como significativo.

Resultados
Sintomatologia clinica

Expuestos a Cianuro

Los signos clinicos comenzaron entre los 6 a 13 minu-
tos, inicialmente permanecieron quietos en el fondo y
subieron a la superficie para tomar aire “boqueo” por
varios minutos (fig. 3, 4) Posteriormente, empezaron a
cambiar su comportamiento, presentando nado erra-
tico, en torneo y frenético brusco golpeandose con
las paredes del acuario, en forma vertical y horizontal
hacia la superficie y el fondo, en algunas ocasiones in-
tentando salir del mismo (fig.7, 8). En dltimas instancias
los peces adoptan una posicién horizontal, de cubito
lateral en el fondo del acuario, en donde se evidencia
una gran dificultad respiratoria observada por la exa-
geracion en los movimientos operculares y apertura
bucal. El tiempo de exposicion fue aproximadamente
entre 1 hora, 45 minutos a 3 horas, 58 minutos, ya que
los peces presentaron signos extremos de intoxicacion
(dificultad respiratoria, incapacidad de movimiento
por varios minutos) y fue necesario retirarlos del acua-
rio para realizar los procedimientos planteados.

Expuestos a Cianuro + Tiosulfato de sodio

Los peces presentaron signos desde el minuto uno al
15, en donde se observaron signos similares a los ejem-
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Figura 2. Pez del acuario 5, tratamiento CN:S; Intenta tomar
aire de los dispensadores

Figura 1. Inicio de experimento, obsérvese el tamafio de los
acuarios y la rotulacién.

Figura 4. Pez en la superficie por varios minutos, tratamiento 2

Figura 5. Pez en la superficie por varios minutos, a los 10 Figura 6. Pérdida del eje de nado, con nado en torneo hori-
minutos de iniciado el experimento. zontal.
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Figura 7. Pérdida del eje de nado, nado en torneo vertical

hacia la superficie Figura 8. Pez cerca: asentado quieto en el fondo; (tratamien-

to 3).Pez lejos: Nado errdtico (tratamiento 2).

Figura 10. Necropsia pez: tratamiento 3. Branquias color
rojo brillante claro.

Figura 9. Pez en decubito lateral, ligeramente arqueado (tra-
tamiento 3)

Figura 11. Necropsia pez: tratamiento 3. Se observa conges- Figura 12. Necropsia pez: tratamiento 2. Se observa higado
tién hepatica. congestionado y aumentado de tamafio.
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plares expuestos a cianuro pero con una mayor dura-
cion, tanto respiracion laboriosa como cambio en su
comportamiento y pérdida total del eje de nado (fig.5,
6, 8 ,9). La exposicion duré entre 1 hora, 50 minutos
y 4 horas, 33 minutos, hasta que se decidi6 retirarlos
del acuario por las razones anteriormente nombradas.

Peces control negativo y positivo
Los peces en estos dos tratamientos no mostraron sig-
nos respiratorios ni alteracion en su comportamiento.

Por lo cual se retiran del acuario a las 24 horas de
exposicion.

Hallazgos a la necropsia

Expuestos a Cianuro

Fueron 7 peces machos y 2 hembras; tres presenta-
ron abundante moco externo; seis con aumento de
tamano en el higado, de consistencia friable al tacto,
con cambios de coloracion, zonas congestionadas y

Figura 13. Necropsia pez: tratamiento 4. Se observa higado
pélido, aumentado de tamafio y zonas de congestién.

Figura 15. Necropsia pez: tratamiento 2: se observa cerebro
congestionado y edematoso..

blanquecinas en todo el 6rgano (fig.12, 14). En dos
animales se observé congestion en el rifdn y espleno-
megalia leve. El cerebro presenté congestion y edema
marcado en todos los peces (fig.15, 16).

Expuestos a Cianuro + Tiosulfato de sodio

En este tratamiento hubo 5 machos y 4 hembras;
dos peces presentaron abundante moco externo;
seis tenian el higado palido, friable, con aumento
de tamano, congestion y cambios de coloracion
con hemorragias petequiales en uno. El rindn pre-
senté aumento de tamano y congestién en cinco
peces y uno de ellos mostré un color rojo claro en
branquias y esplenomegalia. El cerebro tenia con-
gestion y abundante edema en todos los animales
(fig.17, 18).

Peces control

Tratamiento 1: En este grupo hubo 5 machos y 4 hem-
bras; el higado en estos ejemplares se encontré friable,

-~ “ -

.; : . - -
43749, o - 3
S 1 by i—r )

Figura 14. Necropsia pez: tratamiento 2. Se observa higado
pélido, aumentado de tamafo y zonas de congestién.

Figura 16. Necropsia pez: tratamiento 2: cerca, cerebro con-
gestionado y edematoso
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Figura 17. Necropsia pez: tratamiento 3. Se observa cerebro
congestionado y edematoso.

congestionado con cambios de coloracion blanqueci-
nas, con deposiciones de fibrina en la parte ventral
y hepatomegalia en otro ejemplar. Dos de los peces
presentaban esplenomegalia y uno cerebro vy rinén
congestionado.

Tratamiento 4: fueron 7 hembras y dos machos; el
higado tenia consistencia friable, congestion y patrén
moteado de coloracion blanquecina con algunas zo-
nas amarillas. En tres ejemplares hubo aumento de ta-
mano en el bazo y en uno congestién cerebral.

Parametros Bioquimicos y Hematolégicos

Los valores de los parametros bioquimicos evaluados
para el tratamiento 1y 4 se muestran en la tabla 1y los
de los tratamientos 2 y 3, en la tabla 2. Por otro lado,
la media de cada parametro en los cuatro tratamientos
se ilustra en las gréficas 1 (glucosa), 2 (hematocrito), 3
(PPT) y 4 (lactato). Los niveles de glucosa y lactato ob-
tenidos, se mostraron normales para los peces de los
tratamientos 1y 4, pero se obtuvo valores elevados de

\

Figura 19. Prueba del 4cido picrico en muestra de agua, tra-
tamiento CN:S.

Figura 18. Necropsia pez: tratamiento 3. Se observa cerebro
congestionado y edematoso

estos parametros en los animales de los tratamientos 2
y 3. Cabe resaltar que el hematocrito en los peces con-
trol y control positivo fue bajo en comparacién con los
valores encontrados en los animales de los tratamien-
tos 2 y 3, pero las proteinas plasmaticas no muestran
diferencias significativas entre tratamientos (p> 0.05).

Determinacién cualitativa de Cianuro en higado,
cerebro y agua

Cianuro en higado

La prueba del 4cido picrico para deteccién de CN, es
de tipo cualitativa-colorimétrica, generalmente se usa
en agua y plantas con sospecha de contener este toxi-
co, en este caso, se obtuvo del homogenizado de higa-
do de los especimenes, una reaccion leve, es decir, las
tiras impregnadas con acido picrico, puestas dentro de
los tubos con homogenizado, cambid ligeramente su
coloracion en los grupos 2 y 3 y sin ningtin cambio en
las tiras de los grupos 1y 4; sin embargo al momento
de comparar la coloracion de las tiras entre los grupos

¥

/

.

Figura 20. Prueba del 4cido picrico en muestras de macera-
do de higadO.
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Agua (primer experimento)

Control

Control +
Tiosulfato

Cianuro . .

CN+

Tiosulfato
Figura 21. Prueba del 4cido picrico en muestra de macerado Figura 22. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues-
de cerebro tras de agua (primer experimento).

Agua (segundo experimento)

Control ¥ ¥ ?

Control +
Tiosulfato

Cianuro

CN+
Tiosulfato

Figura 23. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues- Figura 24. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues-
tras de agua (segundo experimento). tras de agua (tercer experimento).

Control +
Tiosulfato

Figura 25. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues- Figura 26. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues-
tras de higado. tras de higado. (oscurecimiento tardio)
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Tabla 1. Pardmetros sanguineos evaluados, en juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp) expuestos a diferentes concentraciones de
NaCN grupo control (Tto1) y grupo control positivo (Tto 4)

Tratamiento Glucosa (mg/dL) Hto (%) PPT (gr/dL) Lactato (mg/dl)
1 90 23 4,6 12,991
1 42 14 3,2 7,136
1 53 20 3 9,401
1 58 23 4,2 7,818
1 33 15 4,4 10,699
1 48 19 4,4 7,983
1 47 22 4,8 11,646
1 56 24 3,4 17,201
1 71 20 2,8 11,81
4 30 16 4 10,17
4 64 16 3,2 5,982
4 30 29 4,6 8,931
4 59 14 5,4 6,337
4 32 18 3,4 7,613
4 55 28 6,6 12,592
4 74 22 6 8,23
4 41 17 3,2 9,876
4 50 23 3,4 11,687

Tabla 2. Parametros sanguineos evaluados, en juveniles de tilapia roja (Oreochromis sp) expuestos a NaCN grupo CN (Tto2) y grupo
CN+S (Tto3)

Tratamiento Glucosa (mg/dL) Hto (%) PPT (g/dL) Lactato (mg/dl)
2 221 31 3,4 70,198
2 306 33 4 82,976
2 229 31 4,6 71,865
2 394 39 6 69,909
2 340 27 3,8 89,184
2 422 35 4,8 90,214
2 203 25 3,6 49,341
2 180 28 3,6 59,794
2 167 32 4 35,061
3 188 38 5,6 57,738
3 343 32 4,2 49,087
3 303 27 5 82,341
3 214 30 5,4 83,09
3 348 34 4,6 88,798
3 369 30 6 87,124
3 332 28 4,6 47,942
3 289 24 3,8 66,172
3 343 25 3,4 77,325
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Figura 27. Resultado de la prueba del 4cido picrico en mues-
tras de cerebro.

control (1y 4) y grupos 2y 3 hubo un oscurecimiento
tardio de estas ultimas, tal vez el ambiente en el labo-
ratorio influy6 en este cambio.

Cianuro en cerebro

En la prueba de acido picrico para deteccion de CN en
cerebro, se obtuvo resultado similar al caso explicado
arriba con homogenizado de higado.

Cianuro en agua

En este caso, la prueba se realizé con todas las mues-
tras al tiempo, la lectura se hizo a las 24 horas y el
resultado fue positivo para todas las muestras pertene-
cientes a los tratamientos 2 y 3.

Discusién

Sintomatologia clinica

Cambios en el comportamiento y patrones de nado
fue indicativo de efectos toxicos potenciales en los
peces expuestos a Tppm de CN (tto 2) y 1ppm de
CN:50ppm de tiosulfato de sodio (tto 3) desde el mi-
nuto 1 al 15, finalizando entre las 1 hr 45 minutos a 4
hr 33 minutos; en este lapso de tiempo fue evidente la
dificultad respiratoria y motriz de los ejemplares, hasta
imposibilidad en el movimiento. Quang Dung y col.
2005, encontraron que cobia (Reachycentrum cana-

Control +
Tiosulfato

Figura 28. Resultado de la prueba del dcido picrico en mues-
tras de cerebro. (oscurecimiento tardio)

dum) es muy sensible a cianuro, debido a que la ma-
yoria de las mortalidades ocurrieron inmediatamente
durante los primeros 15-30 minutos de exposicion. En
este caso, los animales inicialmente intentan huir del
ambiente hostil, lo cual se explica por el efecto del CN
a nivel celular, donde al inhibir la enzima citocromo C
oxidasa de la respiracion celular, imposibilita la utiliza-

400

350

300

250

200

Glucosa mg/dL

150

100

50

Control CN Cianuro + S Control (+)
Tratamiento

Gréfica 1. Comparacién de niveles de glucosa (mg/dL) de juveniles
de tilapia roja (Oreochromis sp) bajo diferentes tratamientos. Con-
trol (55.33416.8), NaCN (273.56+94.7), NaCN + tiosulfato de sodio
(303.2+63.0) y control (+) (48.33+£16.03). Valores mostrados como
media + SD. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<
0.05). n=?
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cién de oxigeno; de esta forma el individuo lo interpre-
ta como falta de oxigeno e intenta suplir este déficit
con aire de la superficie; manifestado como boqueo,
taquipnea y polipnea, lo que evidencia la condicién
hipoxica. Los patrones de nado erratico indican pérdi-
da del equilibrio ya que el CN tiene profundo efecto
sobre el sistema nervioso central. Esto es soportado
por los cambios en los niveles de neurotransmisores
del cerebelo y cuerpo estriado. Sin embargo, también
habria inhibicién de la actividad de citocromo C oxida-
sa cerebral, lo que causa hipoxia citotéxica y genera
dano en la region cerebral encargada del equilibrio
(Shwetha., B.B. Hosetti, 2009). Ademas, que la activi-
dad locomotora puede reflejar mas una respuesta no
especifica al estrés, lo que resulta en cambios en los
niveles de cortisol y glucosa en sangre.

En este trabajo se decidio finalizar la exposicion al toxi-
co al observar signos extremos de intoxicacion como
fueron incapacidad de movimiento y dificultad respi-
ratoria grave. Al contrario de los peces en los trata-
mientos 2 y 3, los ejemplares de los tratamientos 1
y 4 no tuvieron ninguna alteracion sugiriendo que el
tiosulfato de sodio es inofensivo para estos animales.

Anatomopatologia

A diferencia de los peces en los tratamientos 1 vy 4,
en varios animales de los tratamientos 2 y 3 hubo
presencia de abundante moco externo, que puede
ser debido a una respuesta general a condiciones de
estrés en los animales a causa de la presencia de un
agente toxico como el NaCN, solo uno de los peces
del tratamiento 3 mostré un color rojo claro brillante
en las branquias lo que se considera indicativo en la
intoxicacion por CN. El higado de la mayoria de los
peces en los tratamientos 2 y 3 y algunos del grupo
control y control positivo tenia consistencia friable
al corte, aumento de tamano y cambios de colora-
cion generalizados con zonas de congestién, por otra
parte, en dos ejemplares del tratamiento 2, cinco del
tratamiento 3 y uno del grupo control se encontré
el rinén congestionado y esplenomegalia en dos del
tratamiento 2, uno del tratamiento 3 y uno del grupo
control, ademas fue evidente la congestion y edema
marcado en el cerebro de todos los peces de los tra-
tamientos 2 y 3 y ligera congestién en uno de los
grupos control y control positivo respectivamente;
aunque estas alteraciones macroscopicas en los 6r-
ganos nombrados se presentaron en su mayoria en
los peces expuestos a CN y CN:tiosulfato, no puede
atribuirse esto como efecto del NaCN puesto que
algunos de los peces libres de cualquier sustancia y
con tiosulfato de sodio Gnicamente, presentaron alte-

raciones en algunos 6rganos. Aun asi, la congestion
severa y edema marcado en el cerebro de todos los
animales con exposiciéon a NaCN evidencia el pro-
fundo efecto de este toxico sobre el sistema nervioso
central en donde por accion directa, inhibe el com-
plejo enzimatico citocromo C oxidasa mitocondrial
que conduce a anoxia citotoxica, por otro lado, el
CN puede provocar acumulaciéon de calcio intrace-
lular en neuronas, liberacion de neurotransmisores
excitatorios en cerebro, peroxidacién lipidica (por
inhibicion de enzimas antioxidantes), y liberacion de
catecolaminas desde glandulas adrenales y termina-
les nerviosas adrenérgicas. Afecta la respiracion a
nivel celular en la cadena respiratoria y a nivel fisiol6-
gico a través de los quimiorreceptores; esto explica-
ria la predominancia de afecciones neurolégicas, ya
que el SNC es mas vulnerable por su alta demanda
de oxigeno (Isea Gerardo y col, 2003).

Pardmetros bioquimicos y hematolégicos

Como se puede apreciar en la tabla 1; el hematocrito
de los peces en los tratamientos 1y 4, grupo control y
control positivo, respectivamente, es bajo para la espe-
cie segun lo encontrado por Ghiraldelli y col., (2006);
Azevedo y col., (2006); Araujo y col., (2011), lo cual
permite considerar que no todos los animales estaban
saludables, pues algunos presentaron valores tan bajos
como 14, 15, 16 y 17%. Aunque, Akinrotimi y col.,
(2010) reportan valores normales de 17.21% mini-
mo y 21.22% maximo, en hembras y 18.14 minimo
y 24.12 maximo, en machos de la especie T. guineen-
sis. Por otro lado, el hematocrito en los ejemplares de
los tratamientos 2 y 3 (tabla 2), si esta dentro de lo
que se considera normal, pero teniendo en cuenta
que todos los ejemplares usados en este experimen-
to fueron mantenidos y alimentados bajo las mismas
condiciones, se puede pensar que hubo aumento en
el hematocrito como efecto de la exposicion al NaCN
(grafica 2). Los niveles de glucosa (grafica 1) obteni-
dos de los peces control y control positivo con un
promedio de 55.33+16.8 mg/dL y 48.33+16.03 mg/dL
se considera normal para la especie (Azebedo y col.,
2006), por el contrario, niveles promedio en glucosa
de 273.56£94.7 mg/dL y 303.2+63 mg/dL para los pe-
ces de los tratamientos 2 y 3 respectivamente, estan
muy por encima de lo normal; la misma situacion se
tiene para el lactato plasmatico cuyos resultados de
10.74%3.15 mg/dL y 9.04%+2.26 mg/dL para los peces
de los tratamientos 1y 4 respectivamente, contrastan
rotundamente con lo hallado en los peces expuestos
a CN; con valores de 68.7+£18.3 mg/dL y 71.06+16.2
mg/dL para los tratamientos 2 y 3 respectivamente;
con diferencias significativas (p< 0.05), valores que so-
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brepasan los niveles basales para la especie (Lian Tien
y col, 1995; Gémez Manrique y col., 2009). Por lo
tanto, es evidente el efecto de la exposicién aguda al
CN sobre los parametros hematolégicos de hematocri-
to y bioquimicos de glucosa y lactato; estos parame-
tros son considerados indicadores de estrés, que en
este caso es acentuado por el desequilibrio fisiol6gico
que genera el NaCN. Los resultados obtenidos pue-
den explicarse por la estimulacion a nivel de la médula
adrenal para liberar catecolaminas durante la intoxi-
cacion aguda (Gonzélez JF, 2011), que da lugar a la
contraccion del bazo y a la liberacién de los eritrocitos
almacenados a la circulacién, provocando asi un in-
cremento en el hematocrito (Weber Antonio R, 2009),
lo cual, es necesario para transportar mds oxigeno a
los tejidos en condicion de hipoxia (Gomez Manrique,
y Col, 2009), sin embargo esto resulta indtil ya que
las células son incapaces de utilizarlo. De igual forma,
el incremento de la glucosa plasmatica es una de las
respuestas secundarias al estrés mas tipicas, siendo
resultado de la movilizacién de las reservas del glu-
cogeno hepdtico como consecuencia de la activacion
de la glucogendlisis por la accion de las catecolaminas
y/o del cortisol, asi como el incremento en los niveles
plasmaticos de lactato estaria asociado a su uso como
sustrato para la gluconeogénesis, cuando la disponibi-
lidad de oxigeno a nivel celular es baja para el meta-
bolismo celular aerébico (Weber Antonio R, 2009), ya
que al inhibir la citocromo C oxidasa, se alteran otras
reacciones de oxido-reduccion celular como el cata-
bolismo de la glucosa que toma la via pentosa-fosfato,
llevando al descenso del cociente ATP/ADP (Gonza-
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Griéfica 2. Comparacién de hematocrito (%) de juveniles
de tilapia roja (Oreochromis sp) bajo diferentes tratamientos.
Control (20+3.5), NaCN (31.2+4.2), NaCN+ tiosulfato de
sodio (29.78+4.4) y control (+) (20.33+5.4); letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05).
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Grifica 3. Comparacion de lactato de plasmatico (gr/dL) del trata-
miento control 10.74 + 3.15, NaCN 68.7+18.3, NaCN + tiosulfato de
sodio 71.06 + 16.2 y control (+) 9.04 + 2.26; letras diferentes indican
diferencias significativas (p<0.05)

lez JF, 2011), aumentando la oxidacién anaerébica y
la actividad lactado deshidrogenasa (Lian Tien, y Col
1995), y asi ser fuente importante de energia facilmen-
te disponible (gluconeogénesis), en el mantenimiento
de unos niveles elevados de glucosa durante el estrés
(Weber Antonio R, 2009).

La concentracién de proteinas plasmaticas reportada
para Oreochromis niloticus es de 3.1 g/dL y los valores
encontrados para los peces de los tratamientos 1, 2, 3
y 4 fue: 3.8£0.76 gr/dL, 4.2+0.8 gr/dL, 4.7£0.9 gr/dL y
4.4£1.29 gr/dL respectivamente, que no presentaron
diferencias significativas.

b a
b
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0 .
Control CN Cianuro + S Control (+)
Tratamiento

PPT gm/dL
w

Grifica 4. Comparacién de PPT (gr/dL) del tratamiento con-
trol: 3.840.76, NaCN: 4.2+0.8, NaCN + tiosulfato de sodio:
4.7+0.9 y control (+) 4.4£1.29; No fueron observadas diferen-
cias significativas (p>0.05).
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Determinacién cualitativa de CN con la reaccién
de Guignard o acido picrico

Los resultados no son concluyentes con macerado de
cerebro e higado pues no hubo un importante cambio
en la coloracion al momento de retirar las tiras de los
recipientes, lo cual no es indicativo de una reaccion
positiva, pero si hubo oscurecimiento tardio de las ti-
ras que puede llevar a interpretaciones de falso positi-
vo. Por el contrario, la prueba fue positiva para todas
las muestras de agua con contenido de NaCN, y nega-
tiva en las muestras de agua de los acuarios control y
control positivo.

Conclusiones

Las alteraciones del comportamiento, en patrones de
nado, actividad en la columna de agua, patrones de
respiracion, entre otros, son manifestaciones clinicas
de intoxicacion, evidentes en tilapia sp. expuestas a
Tppm de NaCN, lo que es importante resaltar es la
extrema rapidez con la que se presentan los primeros
signos clinicos, asi como el rapido progreso de estos,
hasta volverse cada vez mas acentuados y finalmente
agonicos. En el presente trabajo que pretendia, entre
otras cosas, evaluar el efecto protector del tiosulfato
de sodio frente a exposicion aguda de NaCN, se en-
cuentra que no es efectivo en ningin momento du-
rante el experimento, desde que los peces expuestos
a NaCN y NaCN con Tiosulfato de sodio tuvieron las
mismas manifestaciones clinicas y niveles similares
en los parametros evaluados. Sin embargo, se podria
pensar que esta especie es muy sensible a dosis tan
altas del toxico, como también que la dosis de tiosul-
fato de sodio usada no fue suficiente para proteger a
los animales y minimizar o revertir los efectos del CN.
Por otro lado, se puede pensar que el estado de salud
de los animales puede afectar la accién del tiosulfato
como protector. Ademas, es evidente que el NaCN
en exposicion aguda, si afecta notoriamente los para-
metros sanguineos evaluados, que serian de gran utili-
dad para diagnosticar casos de sintomatologia similar
y con sospecha de cianurotoxicosis. Evidentemente la
prueba del papel picrosado es eficaz y ademas muy
facil de utilizar, con el fin de detectar concentraciones
de cianuro en agua, pero se complica su uso en tejidos
como el higado y cerebro, por lo que se requiere per-
feccionar la técnica y estandarizar formas efectivas de
usarla, para lograr obtener resultados relevantes.
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