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1.0BJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la histologia hepética de ejemplares de luminosa (Aequidens metae) ex-
puestas a un hidrocarburo aromatico policiclico (HAP).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar posibles alteraciones histolégicas en higados de ejemplares de
luminosa (Aequidens metae) expuesta a un hidrocarburo aromatico polici-
clico (HAP).

e Cuantificar variaciones en la morfologia de las células de tejido hepético de
luminosa (Aequidens metae) expuesta a un hidrocarburo aromatico polici-
clico (HAP).

e Participar y colaborar en diferentes procesos y proyectos de investigacion
realizados por el Grupo de Investigacion en Biotecnologia y Toxicologia
Acuatica y Ambiental (BioTox), adscrito a la Facultad de Ciencias Agrope-
cuarias y Recursos Naturales de la Universidad de los Llanos.

2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Este trabajo se realiz6 con el fin de evaluar las modificaciones y variaciones de la
morfologia histologica hepatica de los peces de genero Aequidens metae ante la
exposicion al hidrocarburo aromatico policiclico benzo (a) pireno. La region de la
Orinoquia es una de las zonas de mayor interés en cuanto a produccion petrolera
en el pais, cuenta con aproximadamente 220.000 km? de extensiéon de yacimientos
de petroleo que representan el 68.9% de produccion total de crudo en Colombia
(Avellaneda Cusaria, 2013); siendo esta unas de las fuentes de produccién de
HAPs, ademas de otras fuentes como la quema de combustibles, la combustién
incompleta del petréleo, la destilacion de madera, el escurrimiento de pavimentos
asfalticos, las emisiones vehiculares, y los derrames de petréleo (Vives et al., 2001).

Es prioritario realizar monitoreo ambiental con especies nativas de la region en vir-
tud que la gran expansion de la extraccion de petréleo en sus diferentes formas ha
afectado el medio ambiente en aspectos como la remocion de cobertura vegetal,
gue como consecuencia genera una inestabilidad de las cuencas y la oferta am-
biental del agua, alteraciones de los patrones naturales de drenaje que en sus casos
mas graves llevan a procesos de erosion de grandes areas de humedales, conta-
minacién de las aguas superficiales y acuiferos por deficiencia del tratamiento de



estas, la salinizacion de suelos y bioacumulacion de residuos a través de diferentes
mecanismos como reaccion 4cido-base y de 6xido-reduccion, los cuales pueden
movilizarse del suelo a napas freaticas (Avellaneda Cusaria, 2013). La
contaminacién por este tipo de sustancias es cada vez mayor afectando la floray la
fauna, ya que dependiendo de su estructura organica y los niveles de exposicion
sus metabolitos pueden causar efectos tdxicos, mutagénicos y/o carcinogénicos en
peces y otros vertebrados, incluyendo al ser humano, es por esto que resulta impor-
tante el monitoreo ambiental debido al incremento potencial de la contaminacion por
HAPs (Monteiro et al., 2000).

Basado en estos antecedentes se evidencia la falta de monitoreo ambiental eficiente
ante la presencia de HAPs en los cuerpos de agua y acuiferos, siendo una forma
de monitorearlos la histologia hepatica.

3. MARCO TEORICO
3.1. Hidrocarburos policiclicos aromaticos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos son fusiones de varios anillos aromaticos
derivados del benceno. Debido a sus propiedades quimicas, en la actualidad mu-
chos de ellos estan catalogados como sustancias contaminantes y cancerigenas.
Se conocen mas de 100 HAPs diferentes ya que existe una elevada cantidad de
isbmeros, entre estos encontramos el naftaleno, fluoreno, antraceno, fenantreno,
fluoranteno, el de importancia en este estudio benzo (a) pireno (BaP), entre otros
(Vives et al., 2001).

Los HAPs tienen diferentes fuentes de procedencia natural o antropogénicas, tales
como el petroleo, la combustion de combustibles, la combustion incompleta del
petroleo, la destilacion de manera, el escurrimiento de pavimentos asfalticos, las
emisiones vehiculares, y los derrames de petroleo, las fuentes naturales como in-
cendios forestales, erupciones volcanicas que su emision es minima comparada a
las que proceden de la intervencion del ser humano (Mastandrea et al., 2005).

El petréleo y sus derivados produce una movilizacion de HAP de 69.4 millones de
toneladas anuales, de las cuales 3618 toneladas son de benzo(a) pireno por afio.
Se tiene una estimacion que aproximadamente 6 millones de ton® por afio de HAP
se producen a partir del crudo y destilados de petréleo, los cuales entran en el am-
biente acuatico (Salazar, 2008).

Segun(Benavides, 2006) los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la
atmaosfera, iniciando una serie de procesos fisico-quimicos simultaneos, como eva-
poracion y penetracion, que dependiendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, hu-
medad, textura del suelo y cantidad vertida pueden ser procesos mas o menos len-
tos lo que ocasiona una mayor toxicidad, ya que estos por sus cadenas ciclicas de



uno o mas anillos bencénicos llegan hacer poco polares o no polares, por lo cual no
pueden disolverse en agua.

De la toxicocinética de los compuestos de los HAPs no existe mucha informacién
con excepcion del benzo(a)pireno, cuya absorcion en mamiferos oscila entre un
12% y un 99% en funcién de la especie y de la dosis de ingesta, ya que es liposo-
luble, esto facilita su absorcion a través de las membranas, este se puede absorber
por el intestino pero también puede ingresar por vias respiratorias, luego que BaP
ingresa por el intestino hasta el enterocito este incrementa la captacion por cito-
cromo P450 que favorece su paso hasta la membrana baso lateral es decir que los
hidrocarburos de bajo peso molecular son absorbidos en mayor medida que los de
mayor peso molecular y su metabolismo es basicamente hepético, luego de que son
absorbidos se distribuyen por casi todos los 6rganos, incluso pueden traspasar la
barrera placentaria, su principal ruta de eliminacién es la bilis (Pérez-Morales L6pez
et al., 2016).

La alta exposicion de los HAPs en suelos genera varios inconvenientes debido a la
persistencia y pueden inducir genotoxicidad asociada con el aumento de tamafio de
la molécula, el numero creciente de anillos de benceno y la tasa de biodegradacion,
por ejemplo, el fenantreno tiene una vida media de 16 hasta 126 dias.(Quijano et
al., 2014)

3.1.1. Benzo (a) pireno

BaP es uno de los hidrocarburos mas estudiados, se compone de 5 anillos cuya
formula es C>0Hz12, este se produce por combustion incompleta a temperaturas de
300° y 600°C, es altamente toxico debido a su alto nivel de mutagenicidad y carci-
nogenicidad, el BaP ya se consideraba cancerigeno en el siglo XVIII en Inglaterra.

BaP pertenece a la clase de los benzopirenos por presentar un anillo benceno unido
a una molécula de pireno, su peso molecular es 252.31 g/mol, posee una densidad
de 1.24 g/cm3, solubilidad en agua de 0.11 mg/L, su punto de fusién 179°C y punto
de ebullicion 495°C. Este hidrocarburo a nivel hepatico genera intermediarios reac-
tivos como BaP 7,8 dihidrodiol-9, 10 epoxido que causa hepatotoxicidad e inmuno-
toxicidad (Miller & Ramos, 2001).

Teniendo en cuenta las caracteristicas de este hidrocarburo aromatico policiclico
gue es altamente toxico, mutagénico y/o carcinogénico en peces a nivel hepético se
ha reportado una incidencia alta de tumores (Patrocinante et al., 2015).

En un estudio fueron expuestos juveniles de la especie S. sanegalensis a cadmio y
BaP, de forma individual y en combinacion, a nivel histolégico el higado presentd
alteraciones en el parénquima, aumento de células como los macréfagos hepaticos
especificamente células de Kupfer que ocasionaron una compresion en los hepato-



citos, incremento de inclusiones en células como vacuolas lipidicas que dificultd ob-
servar los limites celulares, ademas encontraron necrosis focales y aumento de cé-
lulas apoptoticas (Costa et al., 2010).

Otras alteraciones histolégicas que se pueden presentar a nivel hepatico por la ex-
posicién a BaP, incluyen signos de degeneracién, como cariopicnosis, cariorrexis,
signos de aumento de divisién celular, depdsitos de glucégeno o de grasa, entre
otros. Adicionalmente, en estudios que emplearon la aplicacion via de
administracién intraperitoneal de BaP y alimentacién forzada, fueron reportados
cambios degenerativos en el primer dia de exposicion, al segundo dia se observo
desorden del parénquima hepatico y aumento del reticulo endoplasmatico liso de
los hepatocitos (Lemaire-Gony & Lemaire, 1992).

3.2.  Aequidens metae

Se conoce como luminosa, viejita, mojarrita pertenece a la familia Cichlidae del or-
den de los Perciformes. Habita agua dulce con un promedio de pH de 4.8 — 6.0, en
zona tropical con temperaturas de 24° a 30°C, originaria del rio Meta en la cuenca
del Orinoco, Colombia, que posee aguas blandas y con buen drenaje, esta especie
adhiere sus posturas en la superficie de las rocas, troncos u hojas sumergidas, las
cuales son vigiladas por los machos (Hernandez-Acevedo et al., 2015).

3.2.1. Histologia hepatica en peces expuestos a contaminantes

El higado en los peces realiza funciones que en los mamiferos son ejecutadas de
manera separada en higado y pancreas. Se localiza en la regibn media y anterior
de la cavidad abdominal, se divide en I6bulos, esta constituido por estromay parén-
guima, en donde el estroma es el tejido de sostén y cuenta con una capsula que
recubre el 6rgano, en el parénquima se localizan los hepatocitos que cumplen una
funcidén endocrina y el sistema que drena la bilis que cumplen la funcion exocrina
(Torres et al., 2010).

La mayoria de los residuos contaminantes que llegan a los cuerpos de agua provie-
nen de las actividades humanas, dependiendo de su naturaleza, estos permiten la
acumulacioén de varios xenobioticos, como pesticidas, metales toxicos, HAPs, bife-
nilos policlorados etc. como se muestra en un estudio realizado con especies nati-
vas para observar los cambios hematoldgicos e histolégicos ante exposicion de con-
taminantes del rio Ocoa que recibe las aguas residuales domésticas e industriales
de la ciudad de Villavicencio-Meta, en donde observaron alteraciones hepéaticas que
fueron correlacionadas con los resultados hematologicos y genotoxicos que se
desarrollaron, encontraron disminucion del recuento de eritrocitos, de la concentra-
cion de hemoglobina y del hematocrito que generaron alteraciones inflamatorias, y



celulares como hiperplasia inflamatoria laminar e interlaminar y aneurismas de ele-
vacion epitelial, estos cambios hematoldgicos se asociaron con las anormalidades
hepéticas, tales como picnosis, vacuolizacion, infiltracidn linfocitica, y a nivel geno-
toxico en eritrocitos periféricos con presencia de micronucleos que se asociaron con
peroxidacion lipidica, teniendo en cuenta que ante el dafio en la membrana de la
célula lipidica, el ADN se expone generando mutaciones irreversibles por la pérdida
de hidrogeno en uno de nucleétidos de la secuencia del ADN (Corredor-Santamaria
et al., 2016).

Los estudios de monitoreo ambiental han evaluado diferentes factores de contami-
nacién ambiental que afectan los cuerpos y ecosistemas acuaticos, entre estos, se
evaluod los efectos toxicos del surfactante Cosmoflux, el cual hace parte de los qui-
micos utilizados en fumigacién de cultivos ilicitos en Colombia, fue expuesto el pez
cachama blanca (Piaractus brachypomus) a diferentes concentraciones 0.17, 0.34,
0.68, 1.36, 2.72 mgl/l, las cuales evidenciaron la presencia de alteraciones hepéticas
como vacuolizacion lipidica, picnosis de los hepatocitos y congestion, entre otras
(Rondon/Barragan et al., 2007).

Finalmente, se ha asociado la induccién de neoplasias a la exposicion a HAPS, los
peces tienen enzimas que participan en la biotransformacion de compuestos xeno-
biéticos durante las fases | y Il, las cuales incluyen la Citocromo P4501Ay la gluta-
tion-S-transferasa, estas pueden catalizar la produccion de metabolitos cancerige-
nos reactivos para el ADN (Vogelbein & Unger, 2006), ademas se han vinculado
diversas lesiones hepatocelulares como presencia de eosindfilos, basofilos, células
claras, adenoma hepatocelular, carcinomas, hepatoblastomas a la exposicion
cronica a estos compuestos (Vogelbein & Unger, 2006).

4. METODOLOGIA REALIZADA

Este trabajo se realiz6 en la Universidad de los Llanos sede Barcelona km 12 via
puerto Lopez en el Laboratorio de Toxicologia y Biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales y en el marco de las actividades re-
alizadas por el grupo de investigacion en Biotecnologia y Toxicologia Acudatica y
Ambiental (BioTox).

Material bioldgico: para este fin se emplearon ejemplares adultos de Aequidens
metae, los cuales fueron obtenidos de las piscicolas de la region.

Adaptacion y exposicion: los ejemplares se ubicaron aleatoriamente en acuarios
de vidrio de 20 L de capacidad, se impuso un periodo 30 dias de adaptacion a las
condiciones de confinamiento, se mantuvieron los parametros fisicoquimicos de
agua controlados, manteniendo estables las condiciones ambientales. Los animales
se alimentaron con concentrado comercial diariamente durante la fase de aclimata-
cion.



Tanto en la fase de aclimatacién como de exposicion se determinaron las variables
fisicoquimicas del agua como pH, temperatura, conductividad, dureza, oxigeno di-
suelto y fosforo a través de una sonda multiparameétrica YSI. Los parametros fisico-
guimicos se evaluaron cada tercer dia durante la fase experimental. Tanto en la fase
de aclimatacion como de exposicion, se realizardn recambios del 25% de agua en
cada uno de los acuarios (sistema semi-estatico).

Concluidos los 30 dias de adaptacion, los peces fueron expuestos via intraperito-
neal a diferentes concentraciones de benzo (a) pireno (0,1; 1.0 y 10 pg/g de peso
vivo) en Unica dosis. EI HAP se disolvié en aceite vegetal previo a la inyeccion.

La seleccion de estas concentraciones se baso en la literatura existente cuyos re-
sultados demostraron induccién positiva de CYP1A1, asi como la actividad EROD
correspondiente.

5. ACTIVIDADES REALIZADAS
5.1. Adaptacion de los peces luminosa (Aequidens metae)

Se realiz6 la adaptacion de los peces luminosa (Aequidens metae) obtenidos de las
piscicolas de la region; durante 30 dias en los acuarios de vidrio de 20 L, donde se
dividieron en tres grupos control (control negativo, sin inyeccion; control vehiculo,
con inyeccion del aceite; y control positivo, con inyeccion de B-naftoflavona el cual
es inductor de la actividad EROD) y tres grupos expuestos a BaP), cada grupo con
tres replicas, (n=12 por tratamiento), para su identificacion se marcé cada acuario
con el nimero de tratamiento y replica con la concentracion correspondiente , como
se muestra en la Fotografia 1.

Fotografia 1: Identificacion de los acuarios con niumeros de tratamientos y replicas y concentracio-
nes respectivas del hidrocarburo aromatico policiclico (Benzo(a) pireno). Fuente: grupo de investi-
gacion BioTox



5.2. Exposicion de los peces luminosa (Aequidens metae)

Concluido el periodo de adaptacion de los peces, aleatoriamente fueron expuestos
al hidrocarburo aromético policiclico a las concentraciones establecidas, benzo (a)
pireno (0,1 pg/g — 1 pg/g — 10 pg/g), se distribuyeron los peces del grupo control
negativo, del grupo vehiculo fue inyectado con (5 ul/g) del aceite vegetal; y el grupo
control positivo (fue inyectado con (50 pg/g) de B-naftoflavona, el periodo de expo-
sicion fue de 10 dias y el muestreo se distribuy6 asi:

Dia 0: Se capturan los peces y se sumergen en solucion anestésica con 2-fenoxie-
tanol (400 ppm), tras presentar signos de plano anestésico como perdida del eje de
nado se procede a la inyeccion parenteral de la concentracion correspondiente de
BaP disuelto en aceite por via intraperitoneal, durante el procedimiento se realiz6 el
registro del peso y longitud de cada animal, y la medicion de parametros fisico-
guimicos como temperatura, oxigeno disuelto, pH, nitritos, nitratos y amonio. De
cada uno de los ejemplares, se obtuvo el higado, la bilis y sangre periférica.

Fotografia 2: Inyeccion de las concentraciones respectivas de BaP via Intraperitoneal, pesaje del
higado muestreado. Fuente: grupo de investigacién BioTox



Fotografia 3: Procedimiento anestésico de los especimenes, medicion y pesaje y toma de mues-
tras. Fuente: grupo de investigacion BioTox

5.3. Extraccion de tejido hepatico

Para la extraccion del tejido hepatico, los peces una vez anestesiados con 2-fe-
noxietanol (400 ppm), fueron insensibilizados por corte medular, los individuos fue-
ron pesados y medidos, posteriormente a través de necropsia se extrajo el tejido y
se dividié en dos porciones, una de ellas fue fijada en solucién de formaldehido
tamponado al 10% por 24 horas.

Se realizaron muestreos a los 0, 3, y 10 dias de exposicion. A la hora cero, se sa-
crificaron 12 peces en total. En cada dia de monitoreo (3 y 10), se sacrificaron 6
individuos por tratamiento.

En cada muestreo, el higado extraido de cada animal fue pesado, también se co-
lectd la bilis y sangre periférica, todos los animales fueron medidos y pesados y
simultdneamente, fueron medidos los parametros fisico-quimicos del agua.
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Fotografia 4y 5: Toma de muestras de cada tratamiento colectando higado, bilis, y sangre, a los 3
dias y a los 10 dias, medicion de longitud y peso de los peces. Fuente: grupo de investigacion Bio-
Tox

5.3.1. Andlisis histoldgico

Las muestras fijadas fueron sometidas a concentraciones ascendentes de etanol
(70-99%) antes de la inclusiéon en parafina. Los tejidos se cortaron y seccionaron (3
pum) en un micrétomo de rotacién y tefiidos posteriormente con hematoxilina y eo-
sina (H&E). Para la visualizacion se utilizO un microscopio optico (Zeiss), para la
captura de imagenes se utilizé una camara adaptada al computador.

La histologia hepatica se clasificé semi-cuantitativamente en funcién de la gravedad
de las lesiones y la distribucion (focal, multifocal, difusa). La presencia de alteracio-
nes hepaticas en hepatocitos tanto en el citoplasma como en el nucleo, como pleo-
morfismo, degeneracion, vacuolizacion, hiperemia y pinocitosis nuclear, se definie-
ron de la siguiente manera: 0=No observado, 1=Leve, 2=Moderado, 3=cambios se-
veros que implican alteracion significativa de apariencia y arquitectura.

La aparicion de alteraciones histopatoldgicas del higado se determiné de forma se-
micuantitativa, a partir del grado de cambio tisular (DTC), que se baso en la grave-
dad de las lesiones. Donde las alteraciones en cada 6rgano se clasificaron en eta-
pas progresivas de dafo tisular.

El valor DTC se calcul6 para cada animal utilizando la siguiente formula: DTC = (1X
SI) + (10X SlI) + (100X Sillil), donde I, Il 'y Il corresponden al nimero de estadios de
la suma del numero de alteraciones para cada estadio particular. Los valores del
DTC entre 0y 10 indican el funcionamiento normal de los 6rganos; los valores entre



11y 20 indican un dafio leve a los 6rganos; entre 21 y 50 indican cambios modera-
dos en los 6rganos; y entre 50 y 100 indican un dafio grave a los 6rganos; y los
valores superiores a 100 indican un dafio irreparable a los 6rganos (Poleksi¢ &
Mitrovi¢-Tutundzi¢, 1994).

El area, diametro y nimero de nucleos de hepatocitos se determinaron en un area
de 100um?2 por seccion (con duplicado para cada pez) con un aumento de 400x.
Estas mediciones del tamafio de las células se realizaron manualmente utilizando
ImageJ Software V39B (Wayne Rasban, INH (Instituto Nacional de Salud, EE. UU)
con una calibracién previa empleando una reticula de 1 mm de longitud.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas fueron sometidas a pruebas de homogeneidad (Le-
vene’s) y normalidad (Kolmogorov-Smirnov). Posteriormente, se realizé un analisis
de varianza de dos vias para comprobar las diferencias significativas entre los gru-
pos de control y los grupos tratados en los tiempos de monitoreo (3d y 10d). Se
determino el coeficiente de variacion para evitar los errores estadisticos de tipo lll,
y se realiz6 un analisis ANOVA de dos vias (DTC, area, diametro y nimero de nu-
cleos de hepatocitos) con post test de tukey para comparar los valores medios. Los
datos fueron rankeados cuando no se cumplieron los supuestos de normalidad y
homogeneidad, después de las transformaciones apropiadas, el nivel de significan-
cia empleado fue p < 0,05.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante los diferentes monitoreos, los parametros de calidad de agua no presenta-
ron diferencias estadisticas significativas (p > 0,05) en ninguno de los tratamientos
durante los 10 dias del ensayo. La temperatura del agua fluctué entre 25y 27 °C, el
oxigeno disuelto entre 0.33 y 6.28 mg/L, el pH entre 6.40 y 7.61, los nitritos entre
0.08 y 0.42 mg/L, los nitratos entre 0.08 y 1.67 mg/L y el amonio entre 0.08 y 1.00
mg/L (tabla 1). Lo que permite corroborar que durante el ensayo las condiciones de
calidad del agua no fueron alteradas por los detritos generados por los peces ex-
puestos a HAPs, BNF o al vehiculo de administracién de los HAPs.

Tabla1. Monitoreo de parametros fisicoquimicos durante el ensayo de exposicion
de luminosa Aequidens metae via intraperitoneal a tres concentraciones de BaP
(n=6), durante 10 dias.



Dia muestreo

Tratamiento

Parametro de calidad de agua

Temperatura pH Oxigeno disuelto NO2 NOs NHs

0 25.79+0.06 7.12+0.48 5.52+0.12 0.08+0.08 0.00+0.00 0.08+0.08
3 26.00+0.18 7.24+0.39 6.07+0.32 0.17+0.17 0.00+0.00 1.00+£0.25

Control nega-

tivo

7 25.98+0.04 6.78+0.28 5.85+0.07 0.25+0.14 1.67+0.83 0.50+0.14
10 26.41+0.04 7.19+0.08 0.33+0.17 0.33+0.08 0.00+0.00 0.17+0.17
0 26.26+0.17 6.40+0.30 5.86+0.12 0.04+0.00 0.08+0.00 0.08+0.00
3 26.32+0.19 7.01+0.31 5.68+0.13 0.08+0.08 0.00+0.00 0.08+0.00

Control sol-

vente
7 26.73+0.18 7.46+0.05 5.76+0.10 0.17+0.01 0.83+0.83 0.33+0.08
10 27.24+0.15 7.23+0.33 5.70+0.21 0.33+0.17 1.67+1.67 0.58+0.08
0 26.80+0.19 6.91+0.25 5.27+0.24 0.08+0.08 0.00+0.00 0.08+0.08
3 26.21+0.42 7.20+0.27 5.13+0.17 0.08+0.08 0.00+0.00 0.67+0.22
B-Naftoflavona

7 26.29+0.12 7.07+0.30 5.48+0.20 0.08+0.08 1.67+0.83 0.42+0.22
10 26.79+0.19 7.2940.12 5.88+0.13 0.33+0.17 0.83+0.83 0.08+0.08
0 26.65+0.07 7.32+0.29 5.78+0.15 0.08+0.08 0.08+0.08 0.08+0.08
3 26.58+0.12 7.11+0.23 5.93+012 0.08+0.08 0.83+0.83 0.83+0.08

BaP 0,1 pg/g
7 26.96+0.13 6.84+0.23 5.80+0.19 0.17+0.08 0.83+0.83 0.67+0.08
10 27.15+0.45 7.42+0.22 5.73+0.19 0.33+0.17 0.83+0.83 0.17+0.17
0 25.95+0.24 7.16+0.21 6.28+0.13 0.08+0.08 0.00+0.00 0.08+0.08
3 25.97+0.12 7.42+0.24 5.65+0.12 0.08+0.08 0.83+0.83 0.83+0.17

BaP 1,0 pg/g
7 26.2610.11 6.86+0.15 5.82+0.11 0.17+0.08 1.67+1.67 0.58+0.17
10 26.51+0.18 6.98+0.31 6.06+0.11 0.42+0.08 1.33+0.83 0.33+0.17
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26.28+0.12

7.48+0.21

6.07+0.18

0.08+0.08

0.08+0.08

0.00+0.00

26.21+0.23 7.61+0.14 6.18+0.05 0.00£0.00 0.00£0.00 0.75£0.00
BaP 10 pg/g

26.25+0.18 7.60+0.01 6.17+0.10 0.00+0.00 0.00+0.00 0.58+0.17

26.04+0.11 7.44+0.17 6.28+0.16 0.33+0.17 0.83+0.83 0.17+0.17

Con respecto al andlisis histoldgico, el tejido hepatico de los peces del grupo control
negativo y vehiculo de los HAPs no mostré diferencias estadisticas significativas (p
> 0,05) en ninguna de las variables respuesta evaluadas. Esto indica que los peces
se mantuvieron en condiciones adecuadas de calidad de agua y no se manifestaron
alteraciones morfoldgicas por estrés inducidas por la manipulacion de los ejempla-
res de A. metae durante el ensayo. Las alteraciones hepaticas que se observaron
fueron en el numero de hepatocitos, diametro, area, también se tomo en cuenta el
indice DTC (grado de cambio de los tejidos). El grupo expuesto a las concentracio-
nes minimas de BaP (0.1ug/g-1.0ug/g) mostraron un DTC entre 11 a 20 a las 72
horas indiciando un cambio en los tejidos, con dafios leves, por lo cual los cambios
morfoldgicos no fueron muy significativos en estos tratamientos (Tabla 2).

La mayor incidencia de alteraciones hepaticas se observo en los ejemplares de A.
metae expuestos a la mayor concentracion de BaP (10 ug/g) en los muestreos rea-
lizados a las 72 h de exposicidon con cambios moderados en el tejido segun su re-
sultado de DTC que estaba en 21y 50, los nucleos de los hepatocitos se observaron
con mayor area y un aumento de numero de los mismos, con un dafio moderado
del tejido.

Los cambios del diametro de los nucleos de los hepatocitos se pueden ser por una
reaccion de estrés, también es un indicativo del aumento en la activacion metabdlica
del higado por la exposicion del hidrocarburo policiclico aromatico BaP(Marcon et
al., 2015), en varios estudios se ha demostrado que las alteraciones en el tamafio
del nucleo de los hepatocitos se evidencia a las exposiciones subletales de metales,
también ha cambios drasticos de temperatura y en este caso a las HAP’s, estas
alteraciones se pueden tomar como inicios de patologias en el érgano(Figueiredo-
Fernandes et al., 2007).

Sabemos que unas de las funciones del higado es el metabolismo y excrecion de
sustancias toxicas, por lo cual la exposicion de altas concentraciones de BaP genero
un cambio morfolégico hepatico que no permite que se desarrolle estos procesos,
por lo cual el DTC muestre que hubo un dafio moderado en el tejido (Abalaka, 2015),
ya que el indice DTC (grado de cambio de los tejidos) mostro un resultado de dafio
moderado en el tejido hepatico se esperaria que histopatolégicamente se observara
lesiones como cambios degenerativos, vacuolizaciones, cambios en los sinusoides



y otros tipos de lesiones que confirme este resultado. La disminucion en el didmetro
de los nucleos puede ser un indicativo de degeneracion celular empezando por la
condensacion y reduccion del didmetro de los ndcleos que seria como una apopto-
Sis precoz, esto por exposiciones a toxinas como tributilestafo y en este caso a una
exposicion de 10ug/g de BaP después de 10 dias (tabla 2) (Marcon et al., 2015).

Tabla 2. Area, diametro, nimero de hepatocitos y grado de cambios en los tejidos
(GCT) en luminosa Aequidens metae expuestos via intraperitoneal a tres concen-
traciones de BaP (n=6), con muestreos a las 72 horas y 10 dias.

Area (um2) Diametro (um) Numero de nicleos GTC
Tratamiento
72h 10 dias 72h 10 dias 72 h 10 dias 72 h 10 dias
Control negativo 17,07+0,162bc 17,01+0,11a 4,49+0,022  4,91+0,02abc 25,45+0,43abcde 25,06+0,512bcd 8,73+0,72abcd 8,43+0,27ab
Control solvente 17,51+0,18abcd 17 ,17+0,18abcd 4,61+0,022 4,650,022 25,44+0,79abcdef 25,62+1,34abc 8,91+0,21abc 8,79+0,452
B naftoflavona 19,52+0,141 18,11+0,20def 5,17+0,02de 5,14+0,03¢ 28,75+0,62¢foni 25,13+0,602bc 14,97+0,47¢f9 12,86+0,67d¢
BaP 0,1 pg/g 18,40£0,159  17,110,13%  532+0,02'  4,87+0,02c  25,95+0,75%cel 24 33+1,06% 21,6241, 119" 16,27+0,84¢fn
BaP 1,0 pg/g 18,35+0,13¢fon 18,01+0,17d 5,17+0,02%  4,84+0,02° 26,30+0,49abcdefgh 23,95+0,642 25,28+1,72ikimn 19,27+1,14fehi
BaP 10 pg/g 20,04+0,16' 18,53+0,16¢fo 5,73+0,02f 5,320,029 30,50+0,63' 28,39+1,059efghi 36,94+2,05° 28,74+1,23m°

&l | etras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05), entre

tratamientos para la misma variable respuesta.

La disminucion en el tamafio de los nacleos como se refleja en este estudio después
de 10 dias de exposicion a BaP puede estar relacionado a una multiplicacién de
hepatocitos durante el proceso de reemplazo de células dafiadas (Sula & Aliko,
2017), esto puede ser indicativo de degeneracion celular.

Todas estas alteraciones histopatologicas del higado a nivel morfométrico son un
buen biomarcador para evaluaciéon de exposiciones a contaminantes como los
HAP’s ya que sus resultados son significativos y pueden evaluar los primeros efec-
tos y respuestas agudas a estos contaminantes (Camargo & Martinez, 2007).

En cuanto al objetivo 3, participé y colaboré activamente en diferentes procesos
investigativos realizados por el Grupo de Investigacién en Biotecnologia y Toxicolo-
gia Acuética y Ambiental (BioTox), adscrito a la Facultad de Ciencias Agropecuarias



y Recursos Naturales de la Universidad de los Llanos, lo cual contribuyo a mis ca-
pacidades de redaccion de textos en base al analisis de las lecturas de articulos
cientificos, la manera de buscar informacién asertiva y autentica, el manejo de las
muestras para procesar en laboratorio, como el método de fijacion de las muestras
de higado para histologia, la medicién y analisis de los datos microscépicos de los
tejidos muestreados, manejar programas como Mendeley para la citaciones de bi-
bliografia y Image J para la medicién de las células de los 6rganos en este caso el
diametro y area de los nucleos, que complementa mis conocimientos y habilidades
como profesional.

8. CONCLUSIONES

El pez ciclido luminosa Aequidens metae es un adecuado bioindicador de exposi-
cion para determinar efectos del hidrocarburo aromético policiclico BaP.

La exposicion a BaP no indujo cambios sobre los parametros de calidad de agua
monitoreados.

Se comprob6 el uso de la histopatologia como biomarcador de exposicion a la ex-
posicion a BaP en Aequidens metae.

El uso de la inyeccion intraperitoneal es una via de administracion adecuada de
xenobioticos puesto que no indujo alteraciones morfologicas en el higado de
Aequidens metae.

BaP indujo alteraciones en el tejido hepatico a las diferentes concentraciones... en
Aequidens metae.

9. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la necropsia en el menor tiempo posible después de efec-
tuada la necropsia para evitar la presencia de alteraciones post mortem en los teji-
dos.

Con el fin de garantizar la preservacion de los tejidos después de ubicarlos en el
fijador se recomienda almacenarlos a temperatura inferior a 10 °C.

Teniendo en cuenta que el reactivo empleado (BaP) es téxico, debe realizarse la
disposicion adecuada de sus residuos, para evitar la contaminacion de las fuentes
de agua.

Hacer un analisis histopatolégico de mayor resolucidén para la observacion de mas
lesiones y poder correlacionar los datos del indice DTC.
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