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RESUMEN

Antecedentes: Las poblaciones de Chirostoma han disminuido por pérdida de su habitat, la introduccion
de especies exdticas y la contaminacion. Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835) se registro en
la cuenca de México, por Ultima vez, en 1957. El carbofurdn es un insecticida carbamico, sistémico de
amplio espectro, por lo que su uso se ha prohibido en muchos paises. Sin embargo, en México se utiliza
ampliamente y sus efectos no se han evaluado en peces endémicos. Objetivo: Evaluar el efecto agudo del
Carbofuran® en juveniles de Chirostoma humboldtianum a través de biomarcadores de neurotoxicidad y
de estrés oxidativo en el cerebro, el higado, las branquias y los misculos. Método: Se evalud el efecto del
carbofuran (0.0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mg/L, n = 10 y tres réplicas) en un ensayo estatico, sin recambio
de agua durante 96 h, en juveniles de siete meses de edad. Los peces se obtuvieron por fertilizacion in
vitro, de reproductores mantenidos en cautiverio, certificados morfoldgica y genéticamente. Resultados:
La CL50 fue de 0.077 mg/L" (0.028 — 0.118 mg/L ', o = 0.05) a las 96 h de exposicion. La actividad de la
acetilcolinesterasa (AchE) se inhibe en el cerebro y en el higado. El nivel de lipoperoxidacion (LPO) fue sig-
nificativamente mayor en las branquias que en el higado y los misculos (p < 0.05). Las enzimas superéxido
dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GPx) presentan un patron similar de activacion en las branquias y el
higado. Conclusiones: El carbofuran causa dafio neurotdxico y oxidativo, en juveniles de C. humboldtianum
en concentraciones menores a las registradas en otras especies de peces.
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ABSTRACT

Background: Chirostoma populations have diminished because of loss of their habitat, introduction of exotic
species and pollution. Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835) was recorded in Mexico basin, for
last time in 1957. Carbofuran is a carbamic inseticide, broad spectrum systemic; its use is prohibited in
many countries. However, in Mexico, it is widely used and its effects has not been evaluated in endemic fish.
Goals: Evaluate acute effect of Carbofuran® in juveniles of Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835)
through neurotoxicity biomarkersf and oxidative stress on brain, liver, gills and muscles. Methods: Effect
Carbofuran (0.0, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mg/L) was evaluated in a static essay during 96 h without renewal
water on seven-months old juveniles. Fish were obtained by in vitro fertilization, from breeders in captivity,
morphologically and genetically certified. Results: CL_ was 0.077 mg/L at 96 h (0.028 - 0.118 mg/, ", o
= 0.05). Acetylcholinesterase activity (AChE) is inhibited in gills and liver. Lipoperoxidation level (LPO) was
significantly higher in gills than liver and muscles (p < 0.05). Superoxide dismutase (SOD) and glutathione
peroxidase (GPx) enzymes present a similar pattern in gills and liver. Conclusions: carbofuran causes neuro-
toxic and oxidative damage even at lower concentrations than those reported in other fish species.

Keywords: Carbofuran, lipoperoxidation, neurotoxicity, stress oxidative.
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INTRODUCCION

Uno de los grupos de contaminantes de mayor incidencia en los siste-
mas acuaticos y terrestres, lo constituyen los plaguicidas. Durante las
Ultimas décadas, su uso se ha incrementado en todo el mundo, prin-
cipalmente en paises en desarrollo, con el fin de proteger los cultivos
y al ser humano, de plagas y enfermedades (Lal et al., 2013). Aunque
algunos de ellos presentan una toxicidad selectiva en los sistemas te-
rrestres, su uso generalizado ocasiona graves efectos nocivos en otras
especies no blanco, incluyendo dafio genético (Lal et al., 2013; Nikoloff
etal., 2012).

Los sistemas acuaticos son uno de los reservorios finales de los pla-
guicidas, los que, por su composicion quimica, concentracion y sus
metabolitos, pueden ocasionar efectos adversos sobre las respuestas
fisiologicas, retraso en el crecimiento, reproduccion o incrementar la
mortalidad segun el periodo de desarrollo de los animales (DobSikova
2003; Ghazala et al., 2014). Los efectos sinérgicos o las consecuencias
de las interacciones entre dos 0 mas contaminantes en el mismo
organismo acuatico son todavia pobremente entendidas (Pelletier
1986; Arcagni et al., 2017; Amoatey et al., 2019).

Las respuestas a los contaminantes en los organismos se han evalua-
do cominmente a través de la mortalidad acumulada, medida como
CL,, En décadas recientes, se ha incorporado el uso de biomarcadores,
como una alternativa Util para estimar los efectos de las sustancias
toxicas sobre los peces. Los biomarcadores son indicadores sensibles
para detectar o diagnosticar efectos subletales, que demuestran que
las sustancias toxicas han ingresado a un organismo y se han distri-
buido en sus tejidos, produciendo dafios al ADN, al sistema enddcrino,
cambios en la funcion reproductiva, en la disminucion del crecimiento,
que se reflejan en la sobrevivencia (Livingstone, 2003; Van der Oost et
al., 2003; Young et al., 2005).

El Carbofuran (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7benzofuranol N-metil car-
bamato) es un insecticida carbamico sistémico de amplio espectro;
se utiliza comunmente para eliminar plagas agricolas, presenta una
toxicidad selectiva sobre insectos, dcaros y nematodos por contacto
e ingestion (Ensibi et al., 2012; Barbieri et al., 2017). Sin embargo, su
uso generalizado ocasiona graves efectos, que incluye dafio genético
en otras especies no objetivo, como peces e invertebrados acuaticos,
abejas, aves y mamiferos (Collective SPA, 2002; Clasen et al., 2014;
Moreira et al., 2015). Debido a que es uno de los insecticidas con ma-
yores implicaciones negativas globales sobre la vida silvestre, ha sido
prohibido por la USFDA en los Estados Unidos de América y Europa
(Gupta 2009; USFDA 2014), pero se utiliza ampliamente en México.

El carbofuran es altamente toxico para los peces, diversos estudios
con diferentes periodos de exposicion han reportado CL50 menores a
1 mg/L (Trotter et al., 1991). De acuerdo con la EPA (2002), Oncorhyn-
chus mikiss'y Cyprinos carpio presentan CL50 entre 0.8-0.9 mg/L. Por
otro lado, se han obtenido CL50 de 0.2245 mg/L en Poecilia reticulata
después de 96 h de exposicion. En Carassius auratus no se observa-
ron muertes después de 48 h con 0.5 mg/L de carbofuran. Sin em-
bargo, esta concentracion representa la CL50 a 96 de exposicion para
Cyprinus carpio (Bretaud et al., 2000; DobSikova 2003). Esto indica que
la tolerancia al carbofuran es variable y especifica.

En México, el carbofuran se utiliza ampliamente en los cultivos
agricolas y representa un riesgo de contaminacion para la biota acua-
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tica. El efecto mas importante ocasionado por los plaguicidas carbami-
cos sobre los peces, es el dafio en el sistema nervioso, éste se debe
principalmente a la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)
(Casida & Quistad, 2004), la cual sobre estimula la actividad neurol6gi-
ca de los peces (lannacone et al., 2011). Por otro lado, en las sinapsis
nerviosas y uniones neuromusculares, la inhibicion de la enzima AChE,
causa una hiper-activacion de los receptores de acetilcolina (muscari-
nico y nicotinico) y puede causar la muerte debido a la tetanizacion del
musculo, ademas de insuficiencia respiratoria (Ray & Ghosh, 2006). La
intoxicacion aguda en virtud de la inhibicion reversible (carbamilacion)
de la AChE es una de las alteraciones mayormente reportada para el
carbofuran sobre los peces (Casida 1963; 0>Brien, 1967).

La peroxidacion lipidica es otra forma de intoxicacion por los radi-
cales libres; en este sentido, se han estudiado algunos insecticidas y
herbicidas como inductores de estrés oxidativo, que originan efectos
negativos sobre los lipidos, las proteinas de las membranas celulares,
inhiben la actividad y la integridad estructural de las enzimas antioxi-
dantes, comprometiendo la eficacia del sistema inmune de los peces
(Lushchack, 2011; Ranjbar, 2014). Sobresalen por sus efectos, la supe-
roxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx) y catalasa (CAT) por
lo que han sido las mas estudiadas; entre las no enzimaticas, el acido
ascorbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina E), el glutation (GSH),
los B-caroteno (vitamina A) y los flavonoides (Ochoa & Gonzélez, 2008).

El género Chirostoma Swainson, 1839 es endémico de México,
pertenece a la familia Atherinopsidae y conforma un conjunto de espe-
cies con un origen monofilético, que se origind en un tiempo muy corto,
en un area geografica relativamente pequefia, cuya diversificacion y
especiacion se remonta a 0.520 millones de afios en la Mesa Central
de México (Echelle & Echelle, 1984; Bloom et al., 2013).

Chirostoma humboldtianum (Valenciennes, 1835) es la primera es-
pecie ictica descrita por la ciencia en México. Es una de las especies
de peces blancos que conserva el patron de distribucion mas antiguo
del género Chirostoma y se considera la especie basal de los peces
blancos (Barbour 1973; Paulo-Maya et al., 2000; Bloom et al., 2013;
Campanella et al., 2015).

Esta especie es de habitats lacustres y se distribuye actualmente,
de manera discontinua en sistemas lénticos, desde el Estado de México
hasta Nayarit, a lo largo del sistema Lerma-Santiago. Esta region se ca-
racteriza por un alto grado de desarrollo agricola, urbanizacion e indus-
trializacion. Estos procesos afectan en diferente grado, la calidad del
aire, del agua, del suelo y a las comunidades naturales que habitan en
el mismo (Hernandez-Rubio et al., 2006). Particularmente la cuenca del
Sistema Lerma Santiago, se ha considerado una de las mas contami-
nadas de México y sus efectos no solo se restringen a las poblaciones
de peces, sino que incluyen a las comunidades humanas que habitan
las zonas riberefias, entre otros (Priego et al., 2004).

En algunas especies del género, como Chirostoma jordaniWoolman
1894, se han registrado cambios en la actividad enzimatica (Dzul-Caa-
mal et al., 2014), asi como la inhibicion de la acetilcolinesterasa por
insecticidas organofosforados y la toxicidad del cloruro de cadmio en
embriones de C. humboldtianum (Altamirano-Lozano et al., 2005).

El presente trabajo aborda el andlisis del efecto del Carbofuran en
juveniles de C. humboldtianum, a través de la mortalidad (CL50), de
biomarcadores de neurotoxicidad y de estrés oxidativo de exposicion
directa, sobre el cerebro, el higado, las branquias y los musculos. Asi
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mismo, se espera lograr conocimientos mas amplios sobre el efecto de
los insecticidas carbamicos sobre otras especies de peces, tomando
como base a C. humboldtianum, especie con gran importancia, tanto
ecoldgica como economica en México.

MATERIAL Y METODOS

Toxico. Se evalu6 el efecto de cinco concentraciones (0.0, 0.025,
0.05, 0.1, 0.2, 0.4 mg/L) de Carbofuran (Furadan® 350L.) (2,3-dihi-
dro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato; pureza de 33.21%,
CAS: 1563-66-2) por dilucion de una solucion patron de 137 ul en 100
ml de etanol absoluto (J.T.Baker ®); la cantidad del solvente en los
acuarios fue minima, por lo tanto no se consideré un grupo control
para el solvente (Ensibi et al., 2012). Las concentraciones se deter-
minaron por bioensayos previos y tomando en consideracion las CL,,
ya establecidas para carbofuran, en otras especies de peces de agua
dulce. Asi mismo, se siguieron los protocolos establecidos en el marco
de pruebas de toxicidad de la Agencia para la Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos de Norteamérica (USEPA 2002) y de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD 2012) para el
desarrollo del experimento.

Organismos de prueba. Se utilizaron juveniles de C. humbold-
tianum de siete meses de edad, 7.45 + 0.3 cmy 2.76 = 0.2 g. Se
obtuvieron por fertilizacion in vitro, de reproductores en cautiverio, cer-
tificados morfoldgica y genéticamente. Para la obtencion de los huevos
se emplearon 6 hembras y 12 machos. Los embriones se mantuvie-
ron en agua con una dureza de 120 = 20 mg/L" de CaCo,, con una
salinidad de 4 g/L NaCl, a 20 = 1 °C, pH 8 + 0.5 y un fotoperiodo
de 12:12 hasta su eclosion. Las larvas se alimentaron con Brachionus
plicatilis (Miiller, 1786) (Rotifera) y Artemia franciscana Kellog, 1906
(Anostraca); los juveniles se alimentaron con neonatos de Daphnia
pulex Linnaeus, 1758 (Cladocera), larvas de Chironomus plumosus
(Linneus, 1758) (Diptera), anfipodos Hyalella azteca (Saussure, 1858)
(Amphipoda) y alimento balanceado hasta los siete meses de edad.
Los juveniles de esta edad, se trasladaron a acuarios de 40 L, 24 h
antes de ser utilizados en el bioensayo. No se les proporciond alimento
durante el tiempo de exposicion al toxico. Los peces fueron del tamafio
adecuado para obtener la cantidad de tejidos (branquias, musculo,
higado y cerebro) necesarios para la cuantificacion enzimatica.

Todos los organismos se trataron de acuerdo con la guia ética de
la norma oficial mexicana, que establece las especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-
062-200-1999).

Disefio experimental. Se realizé un bioensayo agudo de tipo estatico,
sin recambio de agua, en acuarios de 40 L, con agua reconstituida con
una dureza de 120 + 20 mg/L" de CaCO, (EPA 1993), a 20 + 1 °C, con
aireacion constante (4.0 = 6.5mg/L 0,), pH 8 = 0.5 y fotoperiodo 12:12.
Se emplearon diez organismos por tratamiento: 0.0, 0.025, 0.05, 0.1,
0.2, 0.4, mg/L" de carbofuran, con tres réplicas. Se realizd el registro
de la mortalidad y efectos visibles durante las 96 horas de exposicion,
retirando los individuos muertos al momento de ser detectados.

Al finalizar el tiempo de exposicion, los organismos sobrevivientes
en cada tratamiento se sacrificaron por bloqueo medular, via craneal a la
altura del opérculo. Se extrajeron los tejidos (branquias, cerebro, higado
y misculo) que se mantuvieron a -80°Centigrados. Para el analisis
bioquimico se utilizaron los tejidos de cinco individuos, se maceraron y
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homogeneizaron en agua tridestilada, con un homogeneizador eléctrico
(Biospecific product, Inc. Model 398).

Determinacion bioquimica de las enzimas. La actividad enzimatica
se determing en alicuotas de homogeneizados al 10% (peso/volumen)
de cada uno de los 6rganos, por duplicado y las lecturas se realizaron
con un espectrofotdmetro Spectronic 20-D ®. La actividad de la acetil-
colinesterasa (AChE) se cuantifico en el cerebro y el higado, mediante
la técnica de Hestrin (1949). Se emplearon alicuotas de 1 mL del ho-
mogeneizado, al 10 % y a 4°C y se centrifugaron a 3500 revoluciones
por minuto (rpm) por 15 minutos. Se tom¢ 1 mL del sobrenadante, se
afiadieron 2 mL de Tris-HCL (0.02 N, pH 7) y 1.0 mL de acetilcolina 8
mM. Se agitd y se incubd a 25 °C durante 20 minutos. Para detener la
reaccion, se agreg6 1 mL de hidroxilamina alcalina 2 M, 1 mL de acido
clorhidrico 4 N, y 1 mL de cloruro férrico 0.37 M, disuelto en acido
clorhidrico 0.1 N. Se centrifugd a 3000 rpm por 5 min y se midio la
absorbancia a 540 nm.

El nivel de lipoperoxidacion (LPO) se determind en las branquias, el
higado y el musculo, siguiendo el método de Buege & Aust (1978). Se
empled 0.5 g. de cada tejido y se homogenizaron por separado, con 5
mL de agua tridestilada. A 300 mL de cada homogeneizado, se agrega-
ron 700 mL de Tris-HCL 150 mM (pH 7.4) y se incubaron a 37°C por 30
minutos. Posteriormente, se agregaron 2 mL de &cido barbitdrico (TBA)
al 0.375% disuelto en &cido tricloroacético al 15%, a cada muestra y se
mantuvieron a ebullicion durante 45 minutos. La mezcla, una vez fria,
se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y la absorbancia se leyd a 532
nm. El nivel de lipoperoxidacion se midié en nanomoles de malondial-
dehido/miligramo de proteina (MDA/mg proteina) con un coeficiente de
extincién molar de 1.56 x 10°/M cm.

La actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) se deter-
mino en las branquias, el higado y el musculo por el método de Sun
et al. (1988). Se emplearon alicuotas de 1.5 mL del homogeneizado al
10% y a 4°C; se filtrd a través de una gasa y se centrifugd a 3000 rpm
por 5 minutos. Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y se agregaron
1.5 mL de agua tridestilada. Posteriormente, se afiadieron 8 mL de 3:5
cloroformo/etanol. Se centrifugd a 3000 rpm durante 30 min, a 4°C. Se
transfirieron 0.5 mL del sobrenadante a 2.5 mL de la mezcla compues-
ta de xantina 0.1 mM, 4cido dietilentriaminopentaacético (DETAPAC) 1
mM, 50 mg de albiimina sérica, nitroazultetrazoilo 25 uM, 4cido disul-
fonico bathocuproine 250 uM y carbonato de sodio 40 mM (pH 10.2).
La reaccion se inicié con la adicion de 20 U/mL de xantina oxidasa y se
incubo a 25°C durante 20 minutos. Se termino la reaccion con 1 mL de
cloruro cuprico 0.8 mM; la absorbancia se midié a 560 nm y la actividad
de la SOD se midid en unidades totales/mg de proteina.

La actividad de la enzima glutation peroxidasa (GPx) se determi-
no en las branquias, el higado y el mdsculo, mediante el método de
Lawrence & Burk (1976) con hidroperdxido de cumeno como sustrato.
Se filtr6 una alicuota de 1.5 mL del homogeneizado al 10%,a 4 °Cy se
centrifugd a 3000 rpm por 5 minutos. La mezcla de reaccion se confor-
mo por 200 mL del sobrenadante del homogeneizado, 2 mL de buffer
de fosfatos 75 mM (pH 7.0), 50 mL de glutation 60 mM, 0.1 mL de la
glutation reductasa 30 U/mL, 0.1 mL de sal disodica de EDTA 15 mM,
0.1 mL del fosfato de B-nicotinamida adenina dinucledtido (NADPH) 3
mM, y 0.45 mL de H20, con un volumen final de 3.0 mL. La reaccion se
inicié con 0.1 mL de hidroperéxido de cumeno 45 mM. La conversion de
NADPH a NADP+ se midié continuamente a 340 nm durante 4 minutos.
La actividad de la GPx se expresa en nmol NADPH oxidado a NADP+/
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min/mg de proteinas, con un coeficiente de extincion de 6.22x106 cm-
M. El contenido de proteinas se estimd por el método de Bradford
(1976) y se utilizd albumina sérica bovina como estandar, mismas que
se emplearon en el procesamiento de la actividad enzimatica.

Analisis estadistico. Una vez obtenida la relacion de organismos
muertos y vivos en cada concentracion, se determing la concentracion
letal media (CL,) con la mortalidad acumulada en cada concentracion,
mediante el método probit XLstat v.101(Addinsoft, 2014). El efecto del
carbofuran sobre la sobrevivencia final de los juveniles se evalué a
través de un ANOVA de una via, tipo | (o = 0,05), previa normalizacion
de los resultados (arcoseno Opi).

Para determinar el efecto del carbofuran sobre la actividad enzi-
matica en cada tejido, se aplico un ANOVA de una via (p < 0.05) y
posteriormente, una comparacion multiple de medias, por el método
de Tukey (Zar 1984).

Los resultados de la actividad de la AChE se expresaron en porcen-
tajes de inhibicion/estimulacion de la Acetilcolinesterasa vs. el control
y se calculd con base en la tasa de crecimiento especifica (u), de la
muestra de prueba y el control, siguiendo la ecuacion: lui= ((wc-wi)/
uc)*100 (ISO 8692, 2004).

donde:

lui = porcentaje de inhibicion para la concentracion de estudio de
la pruebai

ui = tasa de crecimiento promedio para la concentracion de estu-
dio de la prueba i

uc = tasa de crecimiento promedio para el lote control

Un valor negativo de lui significa estimulacion de la actividad de
AChE; un valor positivo significa inhibicion de la actividad de la AChE.

RESULTADOS

Concentracion letal media CL50. La CL50 fue de 0.077 mg/L (0.028
- 0.118 mg/", o = 0.05) a 96-h (Tabla 1). Se presento el 100% de
mortalidad en la concentracién mas alta de carbofuran (0.4 mg/L), por
lo que estos individuos no se consideraron para el analisis enzimatico.
En el grupo control no se presentd muerte de organismos, no se
observaron cambios en el nado ni lesiones musculares o en las aletas.

Inhibicién/Estimulacion de la Acetilcolinesterasa (AChE). El efecto
neurotoxico del carbofuran en el cerebro de C. humboldtianum, evalua-
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do mediante la inhibicion/estimulacion de la enzima acetilcolinestera-
sa, presentd un patrén inverso con respecto a las concentraciones de
carbofuran. La mayor inhibicion (41.30 %, 37.90%) se observd en las
concentraciones de 0.025 mg/L y 0.05 mg/L. En las concentraciones
mas altas (0.1 mg/L y 0.2 mg/L), la inhibicion fue de 28.22% y 5.62%,
respectivamente (ANOVA p<0.05). En el higado, la respuesta de la AChE
se incrementd con el aumento en la concentracion del toxico (ANOVA
p < 0.05). Se observd una estimulacion de -21.77% de la AChE en
la concentracion 0.2 mg/L de carbofuran; en las concentraciones de
0.025 mg/L y 0.1 mg/L, la estimulacién de la AChE fue de -0.073% y
-3.002%. Sin embargo, en la concentracion de 0.05 mg/L se presentd
una inhibicion en la actividad de acetilcolinesterasa de 7.48% (Fig. 1).

Nivel de Lipoperoxidacion (LPO). En el nivel de LPO se observd un incre-
mento proporcional al incremento de las concentraciones del carbofuran,
en los tejidos analizados de C. humboldtianum. En las branquias se re-
gistraron los niveles mas altos (0.33, 0.32, 0.49 y 0.84 nmol MDA/mg de
proteina) respectivamente (ANOVA p<0.05). En el tejido de los musculos el
nivel de LPO fue de (0.20, 0.29, 0.17 y 0.16 nmol de MDA/mg de proteina)
(ANOVA p<0.05), lo cual indica que el nivel de LPO disminuye ligeramen-
te en las concentraciones mas bajas de carbofuran. Mientras que en el
higado, el nivel de peroxidacion lipidica fue de 0.07 nmol de MDA/mg de
proteina en la concentracion de 0.2 mg/L; en las concentraciones menores
de carbofuran, el nivel de LPO fue inferior a los valores registrados para el
higado de los organismos control (ANOVA p < 0.05) (Fig. 2).

Actividad de la Superodxido dismutasa (SOD). La respuesta antioxi-
dante de la enzima SOD present6 una tendencia a aumentar con el
incremento de las concentraciones del carbofuran (ANOVA p < 0.05).
En las branquias se observd la mayor actividad de la enzima (0.0027,
0.0019, 0.0024 y 0.0024 Unidades/mg proteina); el higado fue el se-
gundo drgano en donde la actividad de la SOD fue de 0.0018, 0.0019,
0.0021 y 0.0024 Unidades/mg proteina. Finalmente, en el musculo se
determind una actividad menor: 0.0017, 0.0009, 0.0017 y 0.0019 Uni-
dades/mg proteina (Fig. 3).

Actividad de la Glutation peroxidasa (GPx). En el higado, se presentd
un incremento notable en la actividad de la GPx, con respecto al testigo,
pero en relacion inversa a las concentraciones del carbofuran (4.41,
3.10, 4.30, y 3.80 n mol NADPH/min mg de proteina, respectivamente).
Una respuesta semejante se registré en los madsculos con respecto al
grupo control, aunque en las concentraciones menores del tratamiento
(0.21,0.26,0.18,y 0.11 nmol NADPH/min mg de proteina). La actividad
de la Gpx en las branquias, se observd un ligero incremento en relacion
al aumento de las concentraciones del carbofuran (0.56, 0.91, 0.60,
0.75 nmol NADPH/min mg de proteina) (ANOVA p<0.05) (Fig. 4).

Tabla 1. Toxicidad aguda de Carbofuran en Chirostoma humboldtianum (Valenciennes 1835)

Compuesto Ecuacion de la Regresion Toxicidad aguda Media
Intervalos de confianza LC50
95%
y=ax+b Inferior Superior mg/L
mg/L mg/L
Carbofuran 0.7613x + 1.3279 0.028 0.118 0.077

R2 =0.9912
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Figura 1. Inhibicion/Estimulacion de la acetilcolinesterasa (%) en el cerebro y el higado de juveniles de Chirostoma humboldtianum, expuestos a diferentes concen-
traciones de carbofuran por 96 h. n=>5, las barras muestran el error estandar, * diferencias significativas (p < 0.05).

DISCUSION

Los plaguicidas son los compuestos que se encuentran en mayor con-
centracion en los sistemas acuaticos, con mayor frecuencia, debido a
su extenso uso en las actividades agricolas, industriales y domésticas.
Sin embargo, poco se sabe del efecto que estos agroquimicos ocasio-
nan en las especies de peces endémicas de México. Los resultados ob-
tenidos en este trabajo constituyen el primer estudio sobre la toxicidad
del carbofuran en C. humboldtianum.

Los juveniles mostraron una sensibilidad muy alta al carbofuran, ya
que la C',, (0.077 mg/L/96 h) se encuentra por debajo de los valores
de CL,, determinados para otras especies de peces, como en la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (22-29 mg/L/96 horas) y en la carpa
dorada (Carassius auratus) (1.75 mg/L/96 h) (Yi et al., 2006).

Los resultados en la acetilcolinesterasa muestran que los carba-
matos poseen la capacidad de inhibir o estimular la actividad de la en-
zima tanto en el cerebro como en el higado de C. humboldtianum, cuyo
efecto se expresa de forma distinta en cada drgano, lo cual se relaciona
con las funciones que cada uno de ellos desempefia.

El primer paso en el proceso de inhibicion de la AChE por un és-
ter de un organofosforado o un carbamato, involucra la formacion del
complejo enzima-inhibidor, con la posterior carbamilacion del hidroxilo
de serina (Fukuto, 1990). Cuando se inhibe la actividad de la enzima,
la acetilcolina no se descompone en colina y acido acético, lo que oca-
siona que se acumule en las uniones sinapticas 0 neuromusculares
y altera el funcionamiento del sistema nervioso y, en consecuencia,

Vol. 33 No. 3 » 2023

afecta la locomocion y el equilibrio de los peces (Dutta & Arends, 2003).
En C. humboldtianum se observd que la inhibicion/estimulacion de la
acetilcolinesterasa no sdlo causa la pérdida del equilibrio en el nado
de los peces; sino que, como efecto de la tetanizacion y contracciones
musculares, se producen lesiones en el misculo y las aletas que con-
lleva a necrosis del pedtnculo caudal.

Asi mismo, se ha registrado que el carbofuran inhibe la actividad de
la AChE en cerebro y en misculo de peces de agua dulce y de agua sa-
lobre (Carassius auratus, Bretaud et al., 2000; Ciprinus carpio, Dembelé
et al., 2000; Channa punctatus, Jash & Bhattacharya, 1983). Por otro
lado, Favari et al. (2003), reportan inhibicion de la AChE en el higado y el
musculo de Xiphophorus helleri expuestos al efecto toxico del agua de
un embalse contaminado por compuestos de uso agricola y desechos
municipales.

Otros estudios también han reportado variaciones en la actividad
de AChE en diferentes 6rganos de peces expuestos a diferentes insec-
ticidas en Cyprinus carpio con paraquat (Nemcsok et al., 1984), en Ic-
taluros puntactus con clorpirifos y paration (Straus & Chambers, 1995),
en Rhamdia quelen con glifosato (Glusczak et al., 2007), en Prochilodus
lineatus con el herbicida Roundupa, un organofosforado (Modesto &
Martinez, 2010).

La peroxidacion lipidica es uno de los mecanismos mas importan-
tes de la accion toxica de los insecticidas ya sea organofosforados o
carbamatos (Glusczak et al., 2007). La lipoperoxidacion se inicia por
las especies reactivas de oxigeno (ROS) que atacan a todas las mo-
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léculas bioldgicas; incluyen a los acidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares, ya que extraen un hidrogeno y los convierten,
por una serie de reacciones posteriores, en aldehidos reactivos como
el malondialdehido (MDA), el principal producto de la peroxidacion. Al
presentarse en los lipidos de las membranas celulares, se altera su co-
hesion, fluidez, permeabilidad y funcién metabdlica, que conduce a una
inestabilidad de la membrana y causa dafio y muerte celular (Halliwell
& Chirico, 1993; Ochoa & Gonzalez, 2008). Los resultados obtenidos en
el presente estudio indican dafio peroxidativo debido al carbofuran, el
cual se reflejo en el incremento del nivel de la peroxidacion lipidica en
branquias y musculo, dos de los principales drganos afectados por las
especies reactivas de oxigeno. Esto se debe a que la exposicion directa
de las branquias a los plaguicidas disueltos durante el intercambio ga-
seoso altera su funcion celular. Por otro lado, el tejido muscular de los
peces puede ser afectado por la absorcion cutanea al estar en contacto
directo con el insecticida disuelto (Heath, 1995).

Sin embargo, en el higado debido a su funcién de desintoxicacion
no se presentaron diferencias significativas en el nivel de LPO con
respecto a los valores del control. Esto confirma la eficiencia de este
organo, para contrarrestar el impacto de los peroxidos y especies reac-
tivas generados por la exposicion a los contaminantes. En el higado se
genera la mayor cantidad de radicales libres, debido a las reacciones
oxidativas y por consiguiente, presenta la mayor actividad enzimatica
antioxidante (Giill et al., 2004, Avci et al., 2005). Ademas, el higado es
el drgano mas resistente al dafio por radicales libres (Atli & Canli, 2010).
De acuerdo con esto, la actividad enzimatica hepatica de la SOD y la
GPx se incrementd posiblemente, como una reaccion ante la presencia

4.5 4

2.5 4

1.9 A

nmol NADPH min mg de proteina

Control 0.025 0.05
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de peroxidos y las especies reactivas, lo cual evitd un nivel mayor de
peroxidacion lipidica en este drgano. Sin embargo, se debe considerar
que cada una de las enzimas antioxidantes presenta mecanismos de
reaccion, en los que intervienen procesos de activacion e inactivacion
de las enzimas, ademas de la carbonilacion de las proteinas, debido a
la accion directa de la formacion de radicales libres que pueden causar
la pérdida en la actividad de las enzimas y la alteracion de las proteinas
de las membranas (Modesto & Martinez, 2010).

La peroxidacion lipidica esta asociada a la presencia de radicales
libres y un exceso de éstos, puede activar o inactivar a las enzimas
antioxidantes como la SOD y la GPx, entre otras (Modesto & Martinez,
2010). La SOD es la responsable de catalizar al radical superdxido
reactivo (02-) en perdxido de hidrdgeno (H202) y la GPx participa en
la reduccion de perdxido de hidrdgeno, en oxigeno y agua (Atli & Canli,
2010).

La actividad de la SOD y la GPx indica la presencia de especies
reactivas, generadas durante los procesos de biotransformacion de los
metabolitos y reaccionan de manera diferente en los tejidos. La SOD
es la primera barrera del mecanismo de defensa antioxidante ante la
presencia de iones superoxidos. Un abatimiento en la actividad de la
SOD indica que la capacidad antioxidante de la enzima fue superada
por productos superoxidos, como se observo en el masculo y en el
higado de C. humboldtianum. Lo anterior coincide con la disminucion
en la actividad de la SOD en tejidos de tilapias expuestas a oxyfluorfen'y
en Carassius auratus a triclorofenol sefialados por (Peixoto et al., 2006,
Li et al., 2007) respectivamente.

OMusculo
BBranquias
BHigado

0.1 02
Concentraciones mg/L Carbofuran

Figura 4. Actividad de la GPx en musculo, branquias e higado de juveniles de Chirostoma humboldtianum. n=5, las barras muestran el error estandar, *diferencias

significativas (p<0.05).
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Asi mismo, el aumento de la actividad de la GPx y la disminucion en
el nivel de LPO en el higado de C. humboldtianum, muestra la eficacia
de este 6rgano en la neutralizacion y transformacion de los peréxidos
e hidroperdxidos organicos para su facil eliminacion. Sin embargo, las
branquias y el masculo no respondieron de la misma manera, ya que la
baja actividad de la glutation peroxidasa demuestra la incapacidad del
sistema antioxidante en estos 6rganos, para la neutralizacion y detoxi-
ficacion de los peroxidos, dando como resultado un aumento en el nivel
de lipoperoxidacion. Lo anterior coincide con los resultados de Ahmad
etal., 2000, donde sefialan una capacidad menor de las branquias y los
rifiones para neutralizar el impacto de los peroxidos y especies reac-
tivas generadas por contaminantes industriales en Channa punctatus.

El presente trabajo es uno de los primeros registros de la evalua-
cion de la toxicidad por insecticidas en especies de peces nativos de
México. Aln cuando todas las especies de Chirostoma presentan un
alto grado de irritabilidad durante su manejo, que pudiera alterar su
respuesta fisioldgica ante el estrés, los resultados demuestran que las
concentraciones probadas de carbofuran causan la muerte, ademas
de dafio neurotéxico y oxidativo en juveniles de C. humboldtianum, en
concentraciones inferiores a las probadas en otras especies de peces.

Por otro lado, en este trabajo se analizaron los efectos del carbo-
furan sobre juveniles debido a que, en tallas menores, la cantidad de
tejido no permite cuantificar el efecto, pero es de esperarse un efecto
negativo mayor en larvas y juveniles mas pequefios. Durante mucho
tiempo, se ha argumentado que la disminucion del tamafio de las po-
blaciones del género Chirostoma 'y su estatus en peligro de extincion,
se debe a la falta de regulacion de sus pesquerias y a la contaminacion
de los cuerpos de agua donde habitan. Sin embargo, no existen estu-
dios que permitan demostrar lo segundo. En este caso, se demuestra
la alta sensibilidad de C. humboldtianum al carbofuran y el efecto ne-
gativo de uno de los insecticidas de mayor uso en la agricultura en
México y en el mundo. Las lesiones graves de este toxico a los 6rganos
blanco-probados demuestran la necesidad de desarrollar programas
que permitan evaluar los efectos de los insecticidas sobre las especies
de peces nativas y endémicas de importancia ecologica y econdmica,
asi como también, analizar exhaustivamente la calidad del agua de los
sitios de distribucion de las especies.
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