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Efectos de la ivermectina, un antiparasitario de uso masivo en 

producción animal, en una especie ictícola de gran interés 

comercial 

 

Resumen 
La ivermectina (IVM) es un fármaco antiparasitario de uso masivo utilizado en animales 

y en el hombre. Una vez suministrada la IVM, la mayor parte se excreta como el compuesto 

parental a través de las heces constituyendo la principal forma de ingreso en el ambiente. El 

sábalo Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), es un characiforme migratorio presente en 

numerosos ríos sudamericanos. El sábalo, de hábitos detritívoros, es el recurso íctico más 

abundante de la Cuenca del Plata. La explotación extensiva de ganado en la zona de humedales 

de la cuenca baja constituye un potencial riesgo para las comunidades, entre ellas los peces 

asociados a estos ambientes. La estrategia reproductiva del sábalo involucra la presencia de 

larvas y juveniles en lagunas de la planicie de inundación de los ríos donde conviven con la 

intensa actividad ganadera de las islas, donde la ivermectina es de aplicación habitual. En este 

contexto se evaluó la problemática ambiental del antiparasitario IVM con un enfoque fisiológico, 

ecológico y comportamental en larvas y juveniles del sábalo utilizando diseños experimentales 

en laboratorio (agudo y subcrónico). La exposición de juveniles (en agua y en sedimentos) con 

niveles ambientales de IVM afectó los procesos de biotransformación y promovió el daño 

oxidativo en hígado, branquias y encéfalo, e impactó en el comportamiento natatorio (velocidad 

de escape, velocidad de natación de rutina y actividad general). En el área de estudio se 

detectaron niveles cuantificables de IVM. Los efectos observados en la natación mostraron un 

potencial impacto en la población de sábalos modelada en un análisis virtual de poblaciones. 

 

Palabras clave: sábalos, baja cuenca del Río de la Plata, antiparasitarios, ivermectina, química 

ambiental, estrés oxidativo, comportamiento natatorio, ecotoxicología poblacional. 
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Effects of ivermectin, an antiparasitic widely used in animal 

production, on a main inland fisheries species 

 

Abstract 
Ivermectin (IVM) is a widely used antiparasitic drug used in animals and humans. Most 

of the IVM is excreted unaltered in the feces by the treated animal being the main path of 

entrance into the environment. The sábalo Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), is a 

migratory characiform fish present in numerous South American rivers. The sábalo has a 

detritivorous diet and it is the most abundant fish resource in the Cuenca del Plata. The extensive 

exploitation of livestock in the wetland area of the lower basin constitutes a potential risk for 

the fish communities associated with this environment. The reproductive strategy of the sábalo 

involves the presence of larvae and juveniles in floodplain lakes of the rivers where they coexist 

with the intense cattle activity on the islands, where IVM is commonly applied. In this context, 

the environmental impacts of the antiparasitic IVM was evaluated using a physiological, 

ecological and behavioral approach in P. lineatus larvae and juveniles using experimental designs 

in the laboratory (acute and subchronic exposures). The exposure of juveniles (in water and 

sediments) with environmental relevant concentrations of IVM affected the biotransformation 

processes and promoted oxidative damage in the liver, gills and brain; and impacted swimming 

behavior (escape velocity, routine swimming speed, and general activity). Measurable levels of 

IVM were detected in the study area. Based on the effects on swimming behavior, using a virtual 

population analysis, a potential impact on the sábalo population was observed. 

 

Keywords: sábalo, low Rio de la Plata basin, antiparasitic, ivermectin, environmental chemistry, 

oxidative stress, swimming behavior, population ecotoxicology. 
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Contaminantes de preocupación emergente 

Hoy en día miles de principios activos de sustancias de uso masivo se producen 

comercialmente, entre los cuales se puede encontrar una gran variedad de productos 

farmacológicos destinados a mejorar la salud animal y humana. Tras ser administrados, estos 

productos son parcialmente metabolizados por los organismos tratados. De esta manera, los 

fármacos y sus metabolitos, tras ser liberados por el organismo, pueden alcanzar fácilmente los 

distintos compartimentos ambientales (Rehman et al., 2015). 

En el contexto de esta problemática ambiental, muchas de estas sustancias son 

consideradas contaminantes de “interés o preocupación emergente/reciente”. Bajo esta 

definición se encuentran productos químicos de origen natural, manufacturados o artificiales 

que se ha descubierto, o se sospecha, que están presentes en diversos compartimentos 

ambientales y cuya toxicidad o persistencia probablemente afecte significativamente el 

metabolismo de un ser vivo. Un contaminante seguirá siendo de tipo “emergente” mientras 

persista la escasez de información en la literatura científica, o ésta esté pobremente 

documentada, acerca de los potenciales impactos asociados a la presencia de dicho 

contaminante en el ambiente (Sauvé y Desrosiers, 2014). 

El antiparasitario ivermectina 

La ivermectina (IVM) (Figura 1) es una droga antiparasitaria endectocida de amplio 

espectro del grupo de las avermectinas. Esta familia de compuestos, pertenecientes al grupo de 

las lactonas macrocíclicas, fue aislada por la empresa Merck® en 1975 como producto de 

fermentación del microorganismo de suelo Streptomyces avermitilis (Campbell, 1989; Õmura, 

2008). El desarrollo de este fármaco le valió en el año 2015 el premio Nobel en Fisiología y 

Medicina a los Dres. Campbell, Õmura y Tu.  

Los endectocidas poseen acción sistémica (actúan a través de la sangre del hospedador), 

de contacto e incluso por ingestión, según cómo se administren (Junquera, 2015). La 

denominación endectocida deriva del hecho que, además de tratar infecciones por 

ectoparásitos, también son altamente eficaces contra numerosos parásitos internos o 

endoparásitos, sobre todo helmintos y nematodos (Õmura, 2008; Junquera, 2015; Laing et al., 

2017). La IVM comenzó siendo utilizada principalmente en el control de nematodos y artrópodos 

que afectan a las especies ganaderas (Benz et al., 1989). Debido a su amplio espectro, esta droga 

es utilizada extensivamente como tratamiento, en sus diversas aplicaciones (vía oral, 

inyecciones, vía tópica y otras formulaciones), prácticamente en todas las especies de animales 
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productivas y domésticas e incluso en el hombre (Õmura, 2008); esto lo convierte en uno de los 

antiparasitarios de mayor uso en el mundo (Kövecses y Marcogliese, 2005; Õmura, 2008). 

 

Figura 1- Estructura química de la ivermectina. La ivermectina consiste en una mezcla de dos homólogos: 

5-O-dimetil- 22,23-dihidroavermectina B1a y B1b en una proporción de 80:20. (Adaptado de Laing et al., 2017). 

El modo de acción principal de la IVM sobre los organismos blanco está mediado por un 

neurotransmisor ligado a los canales de cloro (Figura 2). Las avermectinas en general potencian 

y/o activan directamente los canales de cloro ligados al neurotransmisor Glutamato, presente 

únicamente en los nemátodos y artrópodos, generando un aumento de la permeabilidad de la 

membrana celular hacia los iones cloruro. Así, se estimula el influjo de iones cloruro dentro de 

las células nerviosas del parásito resultando en la pérdida de la función celular, lo que 

interrumpe el impulso nervioso, y por lo tanto produce la parálisis y posterior muerte en la 

mayoría de los invertebrados parásitos afectados (Õmura, 2008). 
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Figura 2- Mecanismo de acción de las avermectinas en la sinapsis de un nematodo. (Adaptado de Õmura, 

2008). 

Los canales de cloro Glutamato-dependientes no se encuentran presentes en los 

vertebrados, confiriéndole a la IVM un amplio margen de seguridad. En los vertebrados, la IVM 

estimula la liberación de ácido gamma-aminobutírico (GABA) en las neuronas, pero como éstas 

suelen estar en el cerebro y, por lo tanto, protegidas por la barrera hematoencefálica, el fármaco 

ha sido considerado como seguro para los mamíferos (Õmura, 2008). Sin embargo, a 

concentraciones micromolares, la IVM puede interactuar con un gran número de canales 

ionotrópicos (modulados por ligando) presentes tanto en invertebrados como en vertebrados, 

incluyendo GABA, la glicina, la histamina y los receptores nicotínicos (Wolstenholme y Rogers, 

2005; Laing et al., 2017). Por otro lado, algunos autores (Horsberg, 2012; Katharios et al., 2004 

y Høy et al., 1990) sugieren que la IVM podría atravesar parcialmente la barrera 

hematoencefálica en peces. 

Debido a su efectividad ante una amplia variedad de nematodos, ácaros e insectos 

(Strong y Brown, 1987; Õmura, 2008), la IVM ha sido utilizada en ganadería, agricultura y 

horticultura para la protección de frutas, algodón, vegetales y plantas ornamentales (Dybas, 

1989; Liebig et al., 2010). En el campo de la acuicultura, la IVM se ha utilizado como tratamiento 

de enfermedades causadas por copépodos parásitos de la familia Caligidae (Palmer et al., 1987; 

Campbell, 1989), crustáceos de la familia Argulidae (Hemaprasanth et al., 2012) y platelmintos 

monogéneos (Alves et al., 2019) entre otras patologías.  
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En el ámbito de la salud humana las avermectinas se han utilizado también como 

tratamiento para la patología denominada “ceguera de los ríos”, la Oncocercosis (Lindley, 1987). 

Mas recientemente, en un estudio in vitro (Caly et al., 2020) la IVM fue descripta como un 

potencial antiviral contra el síndrome respiratorio agudo severo coronavirus 2 (SARS-CoV-2) 

causante de la última pandemia de coronavirus (COVID-19). Este hallazgo desencadenó una serie 

de trabajos clínicos cuyo fin era desarrollar tratamientos clínicos efectivos contra esta 

enfermedad, pero con distinto grado de éxito (Gupta et al., 2020; Sharun et al., 2020; Popp et 

al., 2021). En este contexto, en Argentina y otros países de la región, se estudiaron diferentes 

alternativas terapéuticas con altas concentraciones de IVM (Krolewiecki et al., 2021; Vallejos et 

al., 2021) llegándose a implementar como tratamiento válido para la COVID-19 en Bolivia 

(Ministerio de Salud, Gobierno del Estado de Bolivia, 2020) y Perú (Ministerio de Salud, 

Republica del Peru, 2020) entre otras administraciones. Sin embargo, aún no hay un consenso 

claro acerca de su efectividad como tratamiento para la COVID-19 (Mega, 2020; Schmith et al., 

2020). 

Presencia de ivermectina en el ambiente 

La IVM puede ser administrada por vía oral, tópica (pour-on) o intramuscular. Las 

aplicaciones orales tienden a producir picos agudos de excreción, y la mayor parte de la dosis se 

excreta en unos pocos días (Liebig et al., 2010; Mancini et al., 2020). En cuanto a las vías de 

excreción, la IVM y sus metabolitos son excretados principalmente a través de las heces (90%) y 

solo el 1% en la orina (Halley et al., 1989a; Chiu et al., 1990; Macini et al., 2020). Los máximos 

de eliminación de las formulaciones inyectables o tópicas suelen ocurrir entre los 2 y 7 días 

después del tratamiento, pudiendo mantenerse durante más de 4 a 6 semanas (Floate et al., 

2005). Estos mecanismos de eliminación constituyen la principal forma de ingreso de la IVM en 

el ambiente (Hennessy y Alvinerie 2002). Sin bien la legislación nacional argentina no contempla 

ni contiene niveles guía o máximos para la IVM en el ambiente, la Comisión Europea (European 

Commission N° 37/2010; actualizado en 2014 por European Medicines Agency) ha establecido 

una serie de límites para su concentración en músculo, tejido graso, hígado y riñones de 

animales tratados de 30, 100, 100 y 30 µg/kg respectivamente.  Por otro lado, el uso agronómico 

de los residuos orgánicos de origen animal (heces y otros desechos) como fertilizante se ha 

convertido en una práctica agrícola común en la región (Ubacht et al., 2005; Sosa et al., 2016). 

Es así como la IVM puede ingresar en los suelos a través del esparcido de estiércol de animales 

tratados provenientes de la cría intensiva (ej.: feedlots) o criados en pasturas. De la misma 

manera, la IVM puede ser liberada directamente al agua a través de las heces y excretas de los 

animales tratados próximos a cuerpos de agua someros (ej.: ganadería de islas). La entrada 
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indirecta de la IVM al ambiente acuático puede ocurrir también a través de la lixiviación del suelo 

contaminado al agua subterránea o por medio de la escorrentía de pastos o tierras cultivables 

que contenían estiércol de animales tratados (Liebig et al., 2010) (Figura 3). 

Entre las propiedades fisicoquímicas a destacar, la IVM presenta un log KOW de 3,2 

(Bloom y Matheson, 1993) indicando una potencial capacidad de bioacumulación en los 

organismos (Mancini et al., 2020). Por otro lado, con un coeficiente normalizado de absorción 

de carbono orgánico (KOC) significativamente alto (Halley et al., 1989b; Krogh et al., 2008), la 

absorción de la IVM en suelo y materia orgánica es alta (Figura 3). Numerosos estudios dan 

cuenta de la alta persistencia de la IVM en mesocosmos, humedales y ambientes terrestres 

(Sanderson et al., 2007; Mesa et al., 2020; Wall y Strong, 1987). El tiempo medio de disipación 

(TD50) en suelos puede ir desde los 16 a 1520 días dependiendo del tipo de suelo, la capacidad 

de sorción, la temperatura y el oxígeno disponible (Liebig et al., 2010). La IVM puede ser muy 

persistente en mezclas de suelo con estiércol o heces (7 a 217 días) (Mancini et al., 2020). En 

este contexto, se han registrado movimientos de la IVM desde el estiércol al suelo subyacente y 

a las plantas cercanas (Mancini et al., 2020). De manera similar, se han detectado 

concentraciones de IVM en las raíces de macrófitas que viven en humedales sometidos a 

diferentes usos ganaderos y en raíces y hojas de plantas acuáticas en sistemas de acuicultura 

(Wang et al., 2019; Wang et al., 2020). Las evidencias señalan que la IVM puede acumularse en 

las heces/estiércol, los sedimentos y el agua de los ambientes de humedales, representando una 

potencial amenaza para estos ecosistemas. 

 

Figura 3- Diagrama de las principales vías de administración de la ivermectina en el ganado y su ingreso 

en los distintos compartimentos ambientales. Las flechas señalan los procesos de escorrentía y lixiviación que 

favorecen el desplazamiento de esta molécula a los cuerpos de agua adyacentes. En el panel derecho se ilustra la 

alta absorción de la ivermectina en suelos y sedimentos con respecto al agua. 
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Efectos de la ivermectina en especies no blanco 

El uso masivo de la IVM como fármaco antiparasitario de ganado puede implicar una 

constante liberación de este fármaco en el ambiente. Como fue descripto anteriormente, la 

principal vía de eliminación de la IVM es a través de las heces de los animales tratados Halley et 

al., 1989a; Chiu et al., 1990; Macini et al., 2020), pudiendo mantenerse en al ambiente por largos 

períodos de tiempo (Mancini et al., 2020). A raíz de esto, muchas especies de insectos que 

habitan en las heces, o próximos a estas, pueden verse negativamente afectados por la 

presencia de la IVM. Entre las especies más afectadas se encuentran los escarabajos peloteros 

(Orden Coleoptera), que excavan las heces para la creación de “nidos” donde depositan sus 

huevos (Mancini et al., 2020). Este comportamiento posee efectos significativamente positivos 

para el ambiente, a través de la eliminación mecánica de las heces y la fertilización de los suelos 

(Beynon et al., 2015). Las primeras menciones de las problemáticas ambientales asociadas a la 

ivermectina y a la coprofauna iniciaron en la década de los 80´s. Wall y Strong (1987) 

concluyeron que los animales tratados con dosis de 40 µg de IVM por Kg por día producían heces 

que no podían ser normalmente degradadas ni colonizadas por la coprofauna habitual. Estos 

autores observaron además que las alteraciones en la degradación de las heces se prolongaron 

por más de 100 días (tiempo total del experimento). Más recientemente Pecenka et al. (2019) 

identificaron una correlación negativa entre la cantidad de IVM en las heces del ganado y la 

abundancia y diversidad de escarabajos. En esta línea, Martínez et al. (2019) expusieron el 

escarabajo coprófago Euoniticellus intermedius a IVM (3,16, 10,0, 31,6, 63,2, 100 y 316 μg/kg de 

estiércol fresco) para determinar la toxicidad en adultos y larvas. Tras 10 días de exposición, las 

hembras adultas mostraron una disminución en la fecundidad en todas las concentraciones 

evaluados. 

Se han observado efectos tóxicos asociados a la IVM en varias especies de invertebrados 

acuáticos y en microalgas (Mancini et al., 2020; Liebig et al., 2010). Garric et al. (2007) 

reportaron efectos altamente tóxicos de la IVM sobre el cladócero de agua dulce D. magna y en 

el alga verde Pseudokirchneriella subcapitata. Egeler et al., (2010) analizaron la toxicidad crónica 

de la IVM resultando muy tóxica en dos especies de invertebrados de agua dulce: Chironomus 

riparius y Lumbriculus variegatus. Entre los crustáceos, los anfípodos han reportado una alta 

sensibilidad a la IVM, en particular Gammarus pulex y Gammarus fossarum (Alonso et al., 2009). 

Daoud et al., (2018) observaron una mortalidad del 100% en juveniles de la langosta americana 

Homarus amaricanus expuestos durante 25 días a sedimentos enriquecidos con IVM (61,0 y 

300,0 ng/g de sedimento), viéndose efectos subletales aún a concentraciones menores (3,0; 6,4 

y 14,7 ng/g de sedimento). En términos generales, la IVM reporta una alta toxicidad tanto 
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crónica como aguda para los crustáceos, con valores que oscilan entre los 5,7 ng/L a los 0,3 pg/L 

(Mancini et al., 2020). 

La estabilidad y persistencia de la IVM en sedimentos y aguas, especialmente en 

humedales, puede ser una fuente de exposición constante para algas y plantas (Mesa et al., 

2020). La fitotoxicidad de la IVM sobre algas y plantas ha sido reportada en trabajos recientes. 

En el ya mencionado trabajo de Garric et al. (2007) destinado a comparar los posibles efectos 

de IVM tanto en D. magna como en P. subcapitata, las algas mostraron una sensibilidad 

considerablemente menor que los cladóceros: solo a las concentraciones más altas evaluadas 

(1250 y 4000 μg/L) reportaron un efecto significativo en el crecimiento de algas. En este mismo 

sentido, Eichberg et al. (2016) reportaron una inhibición en la germinación en tres especies de 

pastizales (Centaurea jacea, Galium verum, Plantago lanceolata) expuestos a moxidectina, un 

fármaco antiparasitario perteneciente a la misma familia de la IVM. En un trabajo reciente, 

Vokřál et al. (2019) estudiaron los efectos de la IVM en la especie vegetal Sinapis alba a través 

de la prueba de germinación y de crecimiento radicular con dos concentraciones de IVM 

diferentes: 50 nM (0,044 μg/mL) y 500 nM (0,44 μg/mL). Los autores observaron fitotoxicidad 

en ambas concentraciones, con un 20 y 24% de inhibición para la concentración baja y alta 

respectivamente. 

Numerosos estudios a lo largo de los años se han concentrado principalmente en las 

consecuencias del uso de la IVM en peces marinos. La IVM se ha utilizado tradicionalmente para 

el tratamiento de infecciones parasitarias causadas por el “piojo de mar” (Lepeoptherius sp. y 

Caligus sp), principalmente en la producción de salmón del Atlántico (Salmo salar) (Mancini et 

al., 2020). Estos copépodos ectoparásitos generan serios daños a la salud de los peces pudiendo 

causar grandes pérdidas económicas en las producciones acuícolas (Johnson et al., 2004; 

Costello, 2009; Bravo et al., 2015). Ucán-Marín et al. (2012) reportaron una serie efectos 

toxicológicos adversos en salmones expuestos a una dieta enriquecida con IVM con 

concentraciones similares a las utilizadas en acuicultura. La concentración letal 50 (CL50) 

reportada por estos autores fue de 0,174 mg/Kg, solo tres veces más alta que la dosis operativa 

utilizada en acuicultura. Entre los efectos subletales registrados por los autores se observaron 

reducción de la movilidad y letargo, oscurecimiento de la piel, disminución de la tasa de ingesta, 

hepatotoxicidad, neurotoxicidad y caída del factor de condición. Las consecuencias negativas 

derivadas de la exposición a IVM también se han estudiado en especies de peces de agua dulce. 

En la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), una especie de gran interés acuícola, Liebig et al. 

(2010) reportaron un CL50 de 3,0 μg/L. En adultos del pez cebra (Danio rerio), una de las especies 

más utilizadas en ensayos toxicológicos, Domingues et al. (2016) estudiaron los efectos causados 
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por la exposición crónica a IVM en un rango de concentraciones de 0,25 a 25,0 μg/L. Si bien el 

CL50 de 96 horas observado por los autores fue considerablemente elevado (73,3 mg/L), los 

efectos comportamentales se observaron incluso en la menor concentración ensayada: los 

peces pasaron más tiempo en el estrato inferior del acuario comparado con los controles. Este 

comportamiento tuvo un impacto negativo en la alimentación, evidenciado por la pérdida de 

peso (principalmente en los machos). En las mayores concentraciones ensayadas los efectos 

observados fueron el letargo, reducción de la actividad natatoria, oscurecimiento de la piel y 

curvatura en la espina dorsal.  

Escenario ambiental: la ganadería de islas 

En Argentina, la expansión de la frontera agrícola y la intensificación de la agricultura, 

especialmente el cultivo de soja, han generado una relocalización de gran parte de la actividad 

ganadera (PROSAP, 2009). Esta situación es de particular relevancia en la cuenca del río Paraná.  

Inicialmente, y hasta hace unas pocas décadas atrás, la región estuvo caracterizada por 

una modalidad ganadera denominada “ganadería de islas”, la cual era extensiva, involucraba 

una relativamente baja carga animal y tenía un marcado carácter estacional, ya que durante los 

meses cálidos (veranada), coincidente con el período de aguas bajas, los animales eran 

introducidos en las islas para su engorde con la vegetación nativa, retirándolos de las mismas y 

llevándolos hacia establecimientos cercanos ubicados en el continente en otoño. Esto último 

era realizado fundamentalmente por los productores ganaderos de la ribera entrerriana. 

Asimismo, no se realizaban prácticas de manejo particulares con los animales mientras estos 

pastaban libremente en las islas (Taller Ecologista, 2010). Cabe destacar que tanto ésta como el 

resto de las actividades productivas realizadas en el Delta estaban ligadas a la dinámica 

hidrológica del sistema que incluye crecientes tanto normales como extraordinarias, como las 

ocurridas durante el fenómeno climático de “El Niño” (Quintana et al., 2014). 

Como consecuencia de la expansión agrícola, la ganadería que tradicionalmente se 

desarrollaba en suelos productivos, fue desplazada a los humedales que forman parte de las 

planicies de inundación de los ríos de la Cuenca del Plata (figura 4) (PROSAP, 2009). Es así como 

una importante parte del stock ganadero fue desplazado hacia zonas de humedales como la 

región del Delta del Paraná, particularmente sus porciones media y superior. Estos humedales 

tienen la ventaja, con respecto a otras regiones del país en donde también se produjo un avance 

de la ganadería, de poseer extensas superficies de pastizales con una alta productividad natural 

que constituyen una importante fuente de forraje (Magnano et al., 2013) para los diferentes 

sistemas ganaderos de producción de carne que se desarrollan en la región (Rossi, 2010). 
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Además, en gran parte de su territorio, el Delta ofrece también agua de buena calidad para el 

ganado (Quintana et al., 2014). 

 

Figura 4- Vista de los campos ganaderos en las islas del Delta del Paraná. (Foto: Rubén D. Quintana, 

editado de Quintana et al., 2014). 

La situación anteriormente descripta dio como resultado un incremento notable en el 

número de cabezas de ganado presentes en las islas, pasando de unas 160.000 a 1.500.000 entre 

1997 y 2007 (Quintana et al. 2014), tendencia que en aumento actualmente (Massa et al., 2021). 

Los datos para el departamento de Victoria, uno de los más importantes desde el punto de vista 

ganadero de la región, muestran claramente este proceso expansivo entre 2002 y 2009 ya que 

el stock de cabezas de ganado se incrementó en un 500%, pasando de 45.000 a 235.000 cabezas 

(datos para el total del departamento). En cuanto a la incidencia de este proceso sobre las islas, 

la relación entre el número de cabezas presentes en su porción insular respecto del total 

aumentó entre un 30% y un 80% (Taller Ecologista, 2010), mostrando claramente el proceso de 

desplazamiento de la hacienda a los humedales anteriormente descripto. 

De esta manera los grandes humedales fluviales de la región del Delta del Paraná han 

sido escenario de un importante cambio en la modalidad productiva pecuaria que incluyó, por 

una parte, un notable incremento de la carga ganadera (aumento de la densidad de animales 

por hectárea), y por otra, el paso de un sistema de ganadería extensiva estacional a uno de tipo 

intensivo y permanente, como consecuencia de la elevada productividad natural (forraje) de 

estos ambientes (Kandus et al., 2010; Massa et al., 2021). 

Es así como, para mejorar la eficiencia en el uso de los recursos de pastoreo, los 

ganaderos locales han implementado una serie de prácticas nuevas que incluyen el ya 

mencionado incremento de la carga ganadera, la planificación del pastoreo rotativo y la 
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inyección sistemática y frecuente del ganado con IVM (Bulman, 2013; Mesa et al., 2020). Esta 

última práctica, en ausencia de una prescripción veterinaria adecuada, seguida del ingreso 

inmediato de los animales en el humedal luego del tratamiento con IVM, ha generado una gran 

preocupación acerca de la presencia de este fármaco en los ambientes de llanura de inundación 

de la Cuenca del Plata (Mesa et al., 2020). 

En particular los ambientes de llanura de inundación de los ríos Paraná y Uruguay, 

constituyen áreas de cría donde las larvas de peces migratorios y residentes encuentran 

“alimento y refugio” (Agostinho et al., 2003; Fuentes, 1998). En estas áreas los individuos que 

colonizan los ambientes marginales producto de las inundaciones conviven con la intensa 

actividad ganadera (Quintana et al., 2014), por lo que estarían expuestos a un sin fin de fármacos 

de uso veterinario, entre ellos la IVM. En este escenario, el éxito del reclutamiento de los peces 

que colonizan estos ambientes durante la deriva o desplazamiento de sus estadios tempranos 

de desarrollo podría verse afectado. No obstante, hasta la fecha no existen reportes sobre el 

impacto directo o indirecto de la ivermectina en la abundancia, supervivencia o en la ecología 

de los peces en humedales sudamericanos. 

Especie clave en el ecosistema: el sábalo 

El sábalo Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) (Figura 5), es un pez caraciforme 

(Figura 6) migratorio presente en numerosos ríos sudamericanos: Paraná, Uruguay, Río de la 

Plata, Paraguay, Pilcomayo, Bermejo y varios ríos de Brasil (Sverlij et al., 1993). 

 

Figura 5- Sábalo Prochilodus lineatus adulto (Foto: Laurent Guerinaud - http://www.lgphotography.fr). 
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Figura 6- Posición taxonómica y filogenia del sábalo Prochilodus lineatus (modificado de Castro y Vary, 

2004; Javonillo et al., 2010; Melo et al., 2016; Nelson et al., 2016; Pasquier et al., 2016). 

En los ríos Uruguay y Paraná P. lineatus presenta adaptaciones que optimizan el éxito 

reproductivo mediante la utilización de áreas para el desove, la cría y la alimentación; entre las 

que se desplazan por migración activa (adultos) y por deriva a favor de la corriente (huevos y 

larvas). La zona de reproducción se encuentra normalmente en río abierto, aguas arriba de las 

áreas de cría y de alimentación en la planicie de inundación. La estrategia reproductiva de estas 

especies involucra, precisamente, la liberación de gran cantidad de huevos en aguas abiertas, 

en general sincronizada por el pulso de inundación del río y la utilización de la corriente y el 

desborde a los cuerpos de agua marginales (que constituyen las principales áreas de cría por sus 

condiciones de protección y disponibilidad de alimento) como mecanismos de dispersión de los 

huevos y larvas (Figura 7) (Fuentes et al., 2016; Fuentes, 1998; Agostinho et al., 1993). La 

dinámica poblacional del sábalo en este ambiente será discutida en mayor profundidad en el 

capítulo 3 de la presente tesis. 
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Figura 7- Esquema generalizado de los movimientos de larvas, juveniles y adultos de Prochilodus lineatus, 

entre las áreas de reproducción, alimentación y cría (adaptada de Bonetto et al., 1981 y Fuentes, 1998). 

De acuerdo con Sverlij et al. (1993), P. lineatus representaba, hasta inicios de la década 

del ´90, un 40%, 86% y 95% del total de las capturas comerciales en los ríos Paraná, Río de la 

Plata y Uruguay, respectivamente. El sábalo es el recurso íctico más abundante de la bajauenca 

del Plata constituyendo más del 60% de la ictiomasa (Bonetto, 1944), se utiliza para consumo, 

comercio interno y exportación (Cappato y Yanosky, 2009). Como consecuencia de sus hábitos 

de alimentación -detritívoro estricto- y sus grandes poblaciones, P. lineatus juega un rol clave 

en el flujo de energía de los sistemas acuáticos neotropicales donde habita (Winemiller 1996), 

es funcionalmente dominante en algunos ecosistemas acuáticos (Welcomme, 1985; Flecker 

1996) y al ser iliófago, es fundamental en el proceso de transformación de la materia orgánica, 

incorporando los contaminantes que se presentan no sólo en la columna de agua, sino también 

asociados a las partículas de sedimento (Lombardi et al., 2010). 

Los hábitos tróficos detritívoros del sábalo, sumado al uso de la planicie de inundación 

como áreas de cría durante su ciclo reproductivo, exponen a esta especie a las potenciales 

consecuencias ambientales de la intensa actividad ganadera en las islas de la baja Cuenca del 

Plata. 
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Hipótesis de trabajo 
● Se detecta ivermectina en los compartimentos ambientales: agua, sedimento y peces 

provenientes de la planicie de inundación de la Baja Cuenca del Río Paraná. 

● La exposición a concentraciones ambientales de ivermectina en juveniles de sábalo 

produce efectos a nivel bioquímico, fisiológico y en el comportamiento natatorio. 

● La presencia de ivermectina en las lagunas de la planicie de inundación de la cuenca del 

río Paraná afecta la dinámica de reclutamiento del sábalo. 

Objetivo general 
El objetivo general del presente trabajo de tesis doctoral es abordar de forma novedosa 

e interdisciplinaria la problemática ambiental del uso masivo del antiparasitario ivermectina 

(IVM) focalizándose en el impacto sobre una especie ictícola de gran importancia económica en 

Sudamérica, utilizando un enfoque fisiológico, comportamental y ecológico.  

Para ello se estudiarán, en laboratorio y en ambiente, los efectos del antiparasitario 

ivermectina (principio activo) en juveniles del sábalo Prochilodus lineatus (Characiformes, 

Prochilodontidae). 

Objetivos específicos 

En el ambiente 
1) Cuantificar los niveles de ivermectina presentes en muestras de agua y sedimentos de 

las lagunas localizadas en la baja Cuenca del Río Paraná.  

2) Determinar los niveles de ivermectina presentes en ejemplares juveniles provenientes 

de las lagunas en estudio.  

3) Analizar de forma integral el impacto de la IVM sobre la dinámica de reclutamiento de 

juveniles en las lagunas localizadas en la baja Cuenca del Río Paraná. 

En el laboratorio 
4) Establecer el valor de toxicidad letal aguda de la ivermectina (principio activo) en 

postlarvas/juveniles de sábalo.  

5) Evaluar los efectos de la exposición subcrónica a IVM (principio activo) tanto en agua 

como en sedimentos sobre parámetros asociados a estrés oxidativo en ejemplares 

juveniles.  

6) Determinar las alteraciones producidas por la exposición a IVM a nivel hematológico, 

inmunológico, neurológico e histológico en juveniles.  

7) Estudiar el efecto de la exposición a IVM sobre el comportamiento de natación, 

alimentación y evasión en juveniles de sábalo. 



 

Capítulo 1: 

Niveles de ivermectina 

detectados en los 

compartimentos 

ambientales 
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El monitoreo ambiental 

La realización del monitoreo ambiental para prever el desarrollo de posibles 

consecuencias toxicológicas críticas se ha hecho necesaria y, en ocasiones, obligatoria. De 

acuerdo con Mkandawire et al. (2013) hay tres razones principales para esto: 1) obtener 

información para la evaluación de riesgo y la gestión ambiental, 2) para cumplir con los 

requisitos legales para el desarrollo y la liberación de productos químicos en el ambiente, y 3) 

para desarrollar principios empíricos o teóricos para mejorar el conocimiento del 

comportamiento y los efectos de los productos químicos en los sistemas vivos. 

Presencia de fármacos para uso veterinario en el ambiente 

El riesgo potencial de los fármacos de uso veterinario (MV) en el ambiente suscitó 

preocupación mucho antes que los productos farmacéuticos para uso humano. Por ejemplo, el 

impacto de los parasiticidas en la supervivencia de los escarabajos peloteros se estudió hace 

más de 30 años (Blume et al., 1976). En particular los endo y ectoparasiticidas suelen alcanzar 

más rápidamente los suelos al ser aplicados regularmente a los animales de pastoreo y ganado 

de cría intensiva.  

Los MV pueden llegar al suelo a través de 3 vías de exposición principales: directamente 

a través de las heces, indirectamente a través del estiércol pisoteado y/o esparcido o mediante 

el lavado de productos aplicados tópicamente (Halling-Sørensen et al., 1998). Los MV a menudo 

actúan como biocidas; es decir, actúan específicamente sobre organismos diana como bacterias 

o invertebrados (Boxall et al., 2004). En este sentido, son muy similares a los plaguicidas y 

productos biocidas. Incluso hay ejemplos en los que se utiliza la misma sustancia activa para 

ambos fines, es decir, como plaguicida y de uso veterinario (p. ej., deltametrina). Por lo tanto, 

es probable que se produzcan consecuencias ambientales similares para los fármacos de uso 

veterinario y para los plaguicidas. Los organismos diana (p. ej., moscas azules o parásitos 

intestinales) y los organismos no blanco (p. ej., moscas del estiércol o nematodos saprófagos) 

pueden pertenecer, en más de una ocasión, a los mismos grupos taxonómicos (dípteros y 

nematodos respectivamente en este caso). Por lo tanto, es probable que este tipo de sustancias 

afectan no solo a los organismos blanco sino también a los organismos no blanco. 

La ivermectina en el ambiente: usos en ganadería de islas en la 

planicie de inundación de la cuenca del Plata 

Con más de 5 mil millones de dosis vendidas en todo el mundo desde su introducción 

en el mercado a principios de la década de 1980, la IVM se ha convertido en el fármaco 
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antiparasitario más utilizado (Shoop y Soll, 2002). Se usa regularmente como parasiticida para 

bovinos, cerdos, ovejas, caballos y perros (Campbell et al., 1983; Forbes, 1993). Las aplicaciones 

orales tienden a producir picos de excreción pronunciados, y la mayor parte de la dosis se 

excreta en unos pocos días (Halley et al., 1989). Los picos máximos de eliminación de las 

formulaciones tópicas o inyectables generalmente ocurren dentro de los 2 a 7 días posteriores 

al tratamiento, seguida de una liberación sostenida que puede mantenerse durante más de 4 a 

6 semanas, mientras que los niveles máximos de eliminación de las formulaciones de liberación 

sostenida pueden ocurrir durante varias semanas posteriores al tratamiento (Floate et al., 2005). 

La República Argentina, como país ganadero, no está exenta a esta problemática ya que, 

al día de la fecha, no existen estudios de riesgo ambiental ni regulaciones al respecto. En la 

actualidad en Argentina se presentan dos escenarios de potencial estrés ambiental asociados al 

uso de la IVM: por un lado, la creciente importancia que ha ganado la acuicultura continental en 

los últimos 20 años, principalmente dirigida al pacú (Piaractus mesopotamicus) y a la trucha 

(Oncorhynchus mykiss) (Huidobro, 2016) donde el uso de este tipo de antiparasitarios no se 

encuentra regulado y, por otro lado, la explotación semi intensiva de ganado en la zona de 

humedales de la Cuenca del Plata (Quintana et al., 2014), donde el uso de la IVM ha crecido 

significativamente desde el inicio de los 90´s (Bulman, 2013). En Argentina, la intensificación de 

la agricultura, en particular del cultivo de soja, ha obligado a la reubicación del ganado hacia 

tierras de pastoreo más marginales, como los humedales de llanura aluvial (PROSAP, 2009; Mesa 

et al., 2020). Para ser eficientes en el uso de los recursos de pastoreo, los ganaderos locales han 

implementado una serie de prácticas nuevas, que incluyen la inyección sistemática y frecuente 

de IVM al ganado. Esta práctica, en ausencia de una prescripción veterinaria estricta, seguida 

del contacto del ganado con los humedales inmediatamente después de la aplicación, ha 

generado preocupación sobre la presencia y los efectos de IVM en estos ambientes de llanuras 

aluviales (Mesa et al., 2020). 

Metodología 

Área de estudio 

El valle del Bajo Río Paraná, los cuerpos de agua asociados y el paisaje llano circundante 

a la planicie son fuertemente afectados por las fluctuaciones del régimen hidrológico del Paraná 

(Bonetto, 1975). A medida que aumenta la descarga del río durante la primavera y el verano y 

el nivel del agua supera los 3 m (Del Barco et al., 2012), los humedales y las cuencas poco 

profundas se inundan y los lagos dentro de las islas del valle adquieren plena conectividad.  
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El lago de planicie de inundación examinado en esta tesis (Isla El Espinillo-La Invernada) 

es un cuerpo de agua marginal ubicado en el Bajo Río Paraná, Argentina (S 32°55′, O 60°37′). 

Situada en el margen izquierdo (este) del río Paraná, el área se caracteriza por amplias planicies 

de inundación, con islas y lagunas que tienen diferentes grados de conectividad con el río 

principal y los canales (Figura 8). 

 

Figura 8- Ubicación de la zona de muestreo en la isla El Espinillo. 

En las inmediaciones de la isla El Espinillo se encuentran registrados al menos 15 

establecimientos productivos ganaderos (Chiummiento, 2022). Los animales son desplazados 

por las diferentes islas y cuerpos de agua o concentrados en corrales presentes en la isla (Figura 

9). 

 

 

Figura 9- Ganado pastando sobre el albardón de la isla El Espinillo (izquierda) y corral construido sobre la 
isla misma (derecha). 
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Estimación teórica de la concentración ambiental de ivermectina 

 Aunque las evaluaciones ambientales de los productos a base de IVM modelaron las 

entradas directas de IVM en estanques y ríos, las evaluaciones solo consideraron cuál sería la 

concentración final en la columna de agua, y no la concentración en los sedimentos (Kövecses y 

Marcogliese, 2005). 

En este trabajo de investigación se consideró un escenario similar al descripto en la 

evaluación ambiental para la administración de IVM al ganado (vacas adultas en un estanque de 

un acre; FDAH 1997), estimando las concentraciones de IVM en los sedimentos como resultado 

de la defecación del ganado directamente en un cuerpo de agua. 

Se estimó la concentración ambiental prevista (en la presente tesis como excepción se 

utilizará el anglicismo PEC, del inglés Predicted environmental concentration) de IVM en los 

primeros 5 cm de sedimento en el área circundante a la isla El Espinillo. Para esta estimación se 

utilizó la información disponible acerca del número total de animales registrados en las 

explotaciones ganaderas de la región (Chiummiento, 2022) y los censos de la vacunación de 

aftosa de SENASA (SENASA, 2022), la dosificación de IVM recomendada (0,2 mg/kg de animal) y 

el número de aplicaciones en un año. En los alrededores del sistema Isla El Espinillo-Isla La 

Invernada se encuentran registrados 15 establecimientos ganaderos, con un total de 2457 

animales (Figura 10), con una densidad promedio de 37,4 animales/km2. 

 

Figura 10- Establecimientos ganaderos (puntos rojos) en las inmediaciones de la isla El Espinillo-La 
Invernada frente a las costas de Rosario. En la tabla a la derecha se presentan los distintos establecimientos 
incluyendo la superficie explotada declarada y el número de animales registrados. 
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Muestreo ambiental 

El muestreo se llevó a cabo en 4 fechas diferentes que buscan representar distintas 

estaciones del año y diferentes escenarios hidrológicos (aguas bajas y aguas altas): enero de 

2017, noviembre de 2018, mayo de 2019 y septiembre de 2019. 

La ubicación de cada sitio de muestreo y su denominación se encuentran en la figura 11. 

 

Figura 11- Ubicación de los sitios de muestreo sobre la isla El Espinillo y sus denominaciones. 

El sitio denominado “El árbol” (Figura 12) se encuentra en la costa Oeste, sobre el 

albardón, del antiguo cauce del río Paraná denominado Paraná viejo. En esta zona es frecuente 

encontrar animales pastando sobre la vegetación flotante. 

 

Figura 12- Sitio de muestreo denominado “El árbol”. 
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El sitio de muestreo denominado “Zanjón Acosta” (Figura 13) es un arroyo que proviene 

de la laguna principal dentro de la isla El Espinillo y desagua directamente sobre el antiguo cauce 

del río Paraná, en el brazo denominado actualmente como Paraná Viejo. Esta laguna interna es 

adyacente a un corral y fuente de agua de bebida para el ganado. La profundidad de la laguna 

oscila entre los 0,5 y 1,0 m de profundidad, mientras que el arroyo “Zanjón Acosta” puede 

superar los 2 m. 

 

Figura 13- Sitio de muestreo “Zanjón Acosta” (izquierda) y laguna interna de la isla El Espinillo (derecha) 
donde puede apreciarse el corral de animales. 

El sitio denominado “Paraná Viejo” (Figura 14) se encuentra localizado en la costa Este 

del viejo cauce del río Paraná, denominado Paraná Viejo. 

 

Figura 14- Sitio de muestreo “Paraná Viejo”. 
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En cada sitio de muestreo se tomaron una serie de parámetros in situ: temperatura (°C), 

conductividad (µS/cm), sólidos totales disueltos (mg/L), pH, oxígeno disuelto (mg/L y %) (Figura 

15). 

 

Figura 15- Determinación en campo de parámetros in situ. 

 En línea con los objetivos del eje ambiental de esta tesis para la cuantificación de los 

niveles de ivermectina presentes en agua y sedimentos de las lagunas localizadas en la baja 

Cuenca del Río Paraná y para determinar los niveles de ivermectina presentes en juveniles 

provenientes de las lagunas en estudio, se diseñó, como se detalla a continuación, la toma de 

muestras sobre los diferentes compartimentos ambientales del sitio de muestreo. 

Agua y sólidos en suspensión 

Las muestras de agua superficial se recogieron en los primeros 50 cm de la columna de 

agua y se filtraron in situ a través de filtros de nylon de un tamaño de poro de 0,45 μm para 

discriminar entre fracción soluble y particulada (APHA, 1998). Se colectaron 200 ml de agua, 

obteniéndose dos muestras de 200 ml de agua filtrada por sitio en una botella de vidrio color 

caramelo, las cuales se acondicionaron mediante la adición de metanol hasta lograr 1% y 5 ml 

de Na2EDTA al 5% p/v como agentes auxiliares antibacterianos y complejante de metales 

respectivamente (Ben et al., 2008; Tong et al., 2009): Posteriormente se mantuvieron en un 
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refrigerador a 4°C hasta su traslado al laboratorio. Las muestras se almacenaron luego a -20°C 

hasta el momento del procesamiento, según APHA (1998) y Kennedy et al. (1998). 

Para la determinación del material particulado en suspensión (MPS), los filtros de 

membrana de nylon (0,45 μm) utilizados fueron previamente pesados. La filtración se llevó a 

cabo de manera manual con un portafiltro acoplado a una jeringa (Figura 16). Los filtros pre y 

post muestreo se secaron por al menos 24 horas en desecador, luego fueron pesados (hasta 

pesada constante) y por último conservados en frío hasta su análisis. 

 

Figura 16- Sistema de filtración de agua con portafiltro con filtro de nylon y jeringa de 60 ml. 

Sedimentos 

Se tomaron muestras integradas de sedimentos (pool de 5 muestras por sitio) de fondo 

de los sitios indicados en la figura 11. Se colectaron los primeros 5 cm de sedimento de fondo 

con una cuchara plástica, los cuales se conservaron en bolsas plásticas posteriormente selladas 

y se mantuvieron a 4°C hasta su traslado al laboratorio. Previo a su conservación en freezer hasta 

el análisis (-20°C), se homogeneizó cada muestra y se fraccionó una porción de 5 g (peso 

húmedo) para el análisis de humedad de la muestra. El resto de la muestra (50 g aprox.) se utilizó 

para la determinación analítica de IVM. 

La determinación del porcentaje de humedad de los sedimentos se obtuvo por 

diferencia de pesada entre la masa a temperatura ambiente y la masa constante a 105°C. 
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Captura de juveniles 

Los peces en etapa juvenil (menores a 10 cm de Long. Estándar) fueron capturados en 

horas diurnas en primavera y verano mediante el uso de redes de arrastre (10 metros de largo 

y 1 mm de apertura de malla) y redes de marco (1,6 mm de apertura de malla) (Figura 17). La 

elección de las fechas de muestreo de juveniles de sábalo obedece al ciclo de vida descripto para 

la especie (Lozano et al., 2019). 

 

Figura 17- Maniobras de pesca con red de marco (izquierda) y red de arrastre (derecha). 

Cuantificación de la ivermectina 

Las metodologías y técnicas de extracción y cuantificación de IVM fueron optimizadas y 

llevadas a cabo en el Centro de Investigaciones del Medio Ambiente (CIMA, CONICET-UNLP) bajo 

la coordinación del Dr. Damián Marino y su equipo. 

Muestras de agua: extracción en fase sólida 

Los procedimientos de análisis de residuos de IVM de muestras de agua filtrada se 

modificaron de Sanderson et al. (2007). Para el procedimiento de extracción en muestras de 

agua provenientes del ambiente o acuarios, se utilizaron cartuchos de extracción en fase sólida 

(SPE) de reservorio Waters Oasis HLB 60 mg de 3 ml (Waters Corporation) y un colector de vacío 

Visiprep™ SPE de Supelco (Sigma-Aldrich Co.) (Figura 18). 
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Figura 18-Sistema de SPE funcionando. 

Las muestras estándar de trabajo (Wstd) se prepararon en agua control Nanopure 

mediante la adición de IVM disuelta en metanol hasta una concentración final de 20 µg/L. Las 

curvas de calibración consistieron en un blanco de agua Nanopure y muestras de agua Nanopure 

enriquecidas con concentraciones finales de IVM de 1,0, 10,0, 50,0 y 100,0 µg/L. Para cada 

muestra, se acondicionó un cartucho SPE con 3 ml de metanol seguido de 3 ml de agua 

Nanopure. Las muestras (100 ml) se transfirieron a los cartuchos activados y se eluyeron en vacío 

de 75 mm de Hg. Cada cartucho se lavó con 2 ml de agua Nanopure. Después del lavado, las 

muestras se eluyeron con 3 ml de metanol en tubos de ensayo limpios de vidrio de borosilicato 

de 10 ml. El eluyente se evaporó bajo una suave corriente de nitrógeno a 50°C en un baño de 

agua. Las muestras secas se resuspendieron con 0,5 ml de metanol y 0,5 ml de EDTA 5 mM, se 

filtraron con una membrana de nylon de 0,22 y se transfirieron a viales de HPLC de vidrio ámbar. 

Material particulado en suspensión: método de sonicación y extracción 

Para la extracción de IVM del MPS, los filtros de nylon se plegaron y se transfirieron a 

un tubo Falcon de 15 ml que contenía 2 ml de metanol. Las muestras se sonicaron en un baño 

ultrasónico durante dos intervalos de 10 minutos, agitando a mano durante 1 minuto al final de 

cada sonicación (Figura 19). Después de la sonicación, cada tubo se centrifugó a 3000 RPM 

durante 5 minutos y se transfirieron 0,5 ml del sobrenadante a un vial de HPLC ámbar que 

contenía 0,5 ml de EDTA 5 mM. 
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Figura 19- Disposición de filtros en tubos para extracción. 

Sedimentos: método multirresiduos QuEChERS 

La extracción de IVM de los sedimentos se basó en una modificación del método 

multirresiduos (por sus siglas en inglés QuEChERS, quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) 

desarrollado por Anastassiades et al. (2003). Brevemente, se mezclaron 7 g de muestra de 

sedimentos húmedos con acetonitrilo (ACN) que contenía ácido acético al 1%. Después de 3 

intervalos de agitación durante 1 minuto y sonicación durante 10 minutos, se añadieron 6 g de 

sulfato de magnesio y 2 g de acetato de sodio seguido de 1 minuto de agitación manual. Después 

de la sonicación, todas las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. Se 

mezclaron 0,5 ml de sobrenadante con 0,5 ml de EDTA 5 mM, se filtraron usando viales de filtro 

(membrana de nylon; tamaño de poro de 0,22 µm) y se transfirieron a viales de HPLC de color 

ámbar (Figura 20). Blanco y Wstd (10 µg/L de IVM) se realizaron con 7 ml de agua Nanopure en 

lugar de 7 g de sedimentos. Las curvas de calibración consistieron en un sobrenadante en blanco 
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enriquecido, obtenido de la extracción, con concentraciones finales de IVM de 1,0; 10,0; 50,0 y 

100,0 µg/L. 

 

Figura 20- Políptico de los diferentes pasos para la extracción de IVM con la técnica de QuEChERS en los 
sedimentos. a: Colocación del ACN-1% HAc a cada tubo previo a la sonicación; b: sonicado de tubos; c: centrifugado 
de tubos post agregado de sales; d: extracto final luego de la centrifugación; e: filtrado de extractos y carga de 
viales. 

Músculo de peces: método multirresiduos QuEChERS 

Muestras de 1 g de músculo de peces fueron trituradas en un tubo Falcon al que luego 

se le agregó 2 ml de ácido fórmico y 0,2%, 2 ml ACN. Los tubos se sonicaron durante 15 minutos. 

Luego se adicionaron 0,4 g de acetato de sodio y 1,2 de MgSO4 tras lo cual los tubos se agitaron 

manualmente durante 1 minuto. A continuación, las muestras se centrifugaron 5 minutos y la 

fase orgánica fue separada. A esta fase se le adicionó 150 mg de MgSO4 y 50 mg de C18 en polvo. 

Se agitaron los tubos manualmente otro minuto y se centrifugaron nuevamente. Se recuperó el 

volumen de sobrenadante y se adicionó igual volumen de EDTA 5 mM. Se realizó una última 

centrifugación y el sobrenadante se transfirió a un vial cromatográfico. 

Análisis cromatográfico e instrumental utilizado 

Para la detección y cuantificación de IVM en todas las fases mencionadas previamente 

se utilizó un cromatógrafo de líquidos Waters® modelo Alliance 2695 (Waters, Milliford, MA), 

con fuente de ionización ESI acoplado a un espectrómetro de masas cuadrupolo en tándem 

Quattro Premier XE™ (Waters, Milliford, MA) con un Xselect ® CSHTM C18 Columna de 3,5 µm, 

4,6 x 75 mm (Waters, Milliford, MA) (Figura 21). El componente A de la fase móvil era una mezcla 

de agua de grado HPLC, NH4Ac 5 mM y ácido fórmico al 0,1%. El componente B de la fase móvil 

fue metanol de grado HPLC, NH4Ac 5 mM y ácido fórmico al 0,1%. Durante la ejecución, el 
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gradiente aumentó del 100 % de la fase A al 50 % de la fase A más el 50 % de la fase B en 0,5 

min, al 10 % de la fase A y al 90 % de la fase B después de 2 min y, finalmente, al 100 % de la 

fase B a 10,1 min a un caudal de 0,5 ml/min. El volumen de inyección de la muestra fue de 20 

μL. La detección por espectrometría de masas se realizó en modo positivo con seguimiento de 

dos transiciones iónicas de [M+NH4]+, correspondientes a 892.5>307.3 (Q) y 892.5>569.3(q) 

(Durden, 2007). El límite de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) fueron establecidos 

en 0,2 y 0,5 µg/L respectivamente. 

 

Figura 21- Equipo cromatográfico utilizado. 

 

Resultados 

Concentración ambiental prevista de ivermectina (PEC) 

Se consideró el escenario de mínima, donde cada uno de los animales habría sido 

tratado con IVM inyectable al menos con una dosis de 0,2 mg/kg (Halley et al., 1989) y entre un 

45 y 90% de la dosis suministrada es eliminada de manera inalterada a través de las heces (Halley 

et al., 1989; Alvinerie et al., 1999). Si la IVM es eliminada de esta manera, cada animal de 400 kg 

eliminaría entre 36 y 72 mg de IVM en el ambiente por cada aplicación. Teniendo en cuenta el 

total de animales en la región, por cada aplicación se incorporan al ambiente estudiado entre 

88452 y 176904 mg de IVM. Considerando la adsorción de la IVM a los primeros 5 cm de 

sedimentos, la PEC de la IVM es 0,0168 y 0,0337 µg IVM por kilogramo de sedimentos (Tabla 1). 
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Tabla 1- Estimación teórica de la concentración de ivermectina en sedimentos en el sistema isla El 
Espinillo-La Invernada. 

Parámetro/supuesto Valor 

Peso promedio de un animal 
 

400 kg 

Si cada animal recibe una dosis de 0,2 
mg IVM/kg* de peso total y defecan sobre el 
sistema Isla El Espinillo-Isla La Invernada: 

 

 

● Cantidad de IVM administrada a cada 

animal 

80 mg 

● Cantidad total de IVM administrada a 

todos los animales  

 

2457 vacas x 80 mg = 196560 mg 

● Cantidad de IVM eliminada a través 

de las heces por cada animal tratado 

 

80 mg IVM x 45% eliminación= 36 mg IVM 
80 mg IVM x 90% eliminación = 72 mg IVM 

● Cantidad total de IVM eliminada a 

través de las heces por todos los 

animales tratados 

 

2457 vacas x 36 mg IVM= 88452 mg IVM 
2457 vacas x 72 mg IVM= 176904 mg IVM 

● Valor de PEC de IVM en los sedimentos 

88452 𝑚𝑔 𝐼𝑉𝑀

5252800000 𝑘𝑔 𝑠𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠
= 0,0000168 𝑚𝑔 𝐼𝑉𝑀/𝑘𝑔 =  0,0168 µ𝑔 𝐼𝑉𝑀/𝑘𝑔 

 
176904 𝑚𝑔 𝐼𝑉𝑀

5252800000 𝑘𝑔 𝑠𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜𝑠
= 0,0000337 𝑚𝑔 𝐼𝑉𝑀/𝑘𝑔 =  0,0337 µ𝑔 𝐼𝑉𝑀/𝑘𝑔 

 
  
Dimensiones del área de estudio  
Superficie total de establecimientos 65,66 km2 = 65660000 m2 
Volumen de los primeros 5 cm de 

sedimento 
0,05 m x 65660000 m2 = 3283000 m3  

Masa de sedimentos** 3283000 m3 x 1600 kg/m3 = 5252800000 kg 
  

*dosis recomendada para bovinos (Halley et al., 1989). 

** Dato de densidad de sedimentos de acuerdo con Colombo et al. (2021). 

Muestreo ambiental 

Variabilidad ambiental y fisonomía de los sitios de muestreo 

 Los sitios de muestreo mostraron un alto grado de variabilidad en cuanto a su 

composición vegetal a gran escala, presencia de agua, línea de costa y altura del albardón (Figura 

22) a lo largo de los muestreos.  
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Figura 22- Variabilidad de los sitios de muestreo a lo largo de los muestreos. “Zanjón Acosta”: noviembre 
de 2018 (a) y agosto de 2019 (b); “El árbol”: noviembre de 2018 (c) y agosto de 2019 (d); “Paraná Viejo”: noviembre 
de 2018 (e) y agosto de 2019 (f). 

Captura de juveniles de sábalo 

Se capturaron alrededor de 50 ejemplares de P. lineatus juveniles (3,0-6,0 cm de Long. 

Estándar) en las lagunas adyacentes a los corrales ganaderos de la isla El Espinillo únicamente 

en diciembre de 2016. Al momento de las capturas la profundidad de la laguna era de entre 0,5 

a 1,0 m y se encontraba plenamente conectada con el cauce principal del río Paraná. Las 

capturas exitosas fueron hechas en su totalidad con red de arrastre. 
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Parámetros fisicoquímicos de los sitios muestreados 

Los valores promedio registrados de los parámetros fisicoquímicos de los sitios de 

muestreo están en la tabla 2. 

Tabla 2-Parámetros fisicoquímicos de los sitios de muestreo. 

  Fechas de muestras 

  nov-18 ago-19 

Temperatura (°C) 26,6±0,8 16,2±1,3 

Conductividad (µS/cm) 67,5±3,5 116,7±5,8 

pH 6,6±0,1 6,9±0,1 

Oxígeno disuelto (mg/L) 7,4±0,3 50,0±0,0 

 

Concentración ambiental de la ivermectina 
En la tabla 3 se reportan los niveles de IVM encontrados en los distintos compartimentos 

ambientales.  

Tabla 3- Concentración ambiental de la IVM encontrada en los distintos compartimentos ambientales. 

  Fechas de muestras 

  dic-16 ene-17 nov-18 may-19 ago-19 

Fracción soluble - ND ND ND ND 

MPS (µg/kg) - ND ND 298,5 ND 

Sedimentos (µg/kg) - ND ND ND ND 

Músculo de peces (µg/kg) D - - - - 
“D”: detectable no cuantificable; “ND”: no detectable; “-“: indica ausencia de muestras 

No se detectó IVM en sedimentos o en agua superficial proveniente de los sitios de 

muestreo. Se detectaron concentraciones cuantificables de IVM en el material particulado en 

suspensión en mayo de 2019 en el sitio denominado “Zanjón Acosta” (Tabla 3). 

En las muestras de músculos de peces juveniles se detectó la presencia de IVM pero los 

niveles fueron bajos y no permitieron la cuantificación adecuada con el método utilizado (Tabla 

3). 

Discusión 

Variabilidad ambiental 

 A lo largo de las campañas de muestreo la variabilidad ambiental fue un factor clave y 

condicionante para la toma de muestras. Si bien los parámetros fisicoquímicos presentan una 



Lozano I. E. – Capítulo 1: Niveles de ivermectina en el ambiente 
 

 

52 
  

variabilidad estacional (ej.: la temperatura) el principal condicionante de la variabilidad 

observada parece ser el nivel hidrométrico.  

En el valle del Bajo Río Paraná, los cuerpos de agua lénticos y el área de paisaje llano 

circundante son fuertemente afectados por las fluctuaciones del nivel del agua del régimen 

hidrológico del Paraná (Bonetto, 1975; Neiff, 1990). A medida que aumenta la descarga del río 

durante la primavera y el verano y el nivel del agua supera los 3 m (Del Barco et al., 2012), los 

humedales y las cuencas poco profundas se inundan y los lagos dentro de las islas del valle 

adquieren plena conectividad. Esta situación de mayor conectividad de los cuerpos de agua 

pudo observarse en los muestreos realizado durante noviembre de 2018 y en diciembre de 

2016. Por el contrario, el muestreo de agosto de 2019 coincidió con un período de aguas bajas. 

El muestreo en condiciones de aguas altas de 2016 fue coincidente con el fenómeno climático 

de “El Niño Oscilación Sur” (ENOS), durante el cual las precipitaciones fueron abundantes y el 

nivel hidrométrico incrementó de manera significativa por encima de los niveles esperados. El 

ENOS afecta las descargas de agua de los ríos en todo el mundo por su influencia en los patrones 

de lluvia (Depetris et al., 1996; Poveda y Mesa, 1997; Camilloni y Barros, 2003). Por otro lado, el 

muestreo realizado en 2016 fue el único donde se reportaron capturas de juveniles de sábalo. 

La presencia de juveniles en las lagunas de la planicie de inundación y los eventos hidrológicos 

de aguas altas asociadas al ENOS ya han sido reportados en esta región (Lozano et al., 2019). 

Estimación teórica de la concentración ambiental de ivermectina 

 Las PEC de IVM obtenidas en esta tesis son coherentes con las reportadas por otros 

autores. Kövecses y Marcogliese (2005) estimaron valores de hasta 0,042 µg IVM/kg en 

sedimentos de lagunas próximas a sitios de cría de ganado vacuno. No obstante, en una 

evaluación de riesgo ambiental sobre la IVM en distintos tipos de suelos y usos pecuarios, Liebig 

et al. (2010) estimaron concentraciones en suelo y sedimentos que van desde los 0,33 a los 6,22 

µg IVM/kg dependiendo del tipo e intensidad de la actividad ganadera. Estos últimos valores de 

PEC para IVM en sedimentos son un orden de magnitud mayor a los reportados en esta tesis.  

Es importante destacar que la estimación realizada en esta tesis consideró una única 

aplicación anual de IVM. En la región en estudio, para ser eficientes con los recursos de pastoreo, 

los ganaderos locales han implementado una serie de prácticas que incluyen la inyección 

sistemática y frecuente de ganado con IVM. Esto implica que el PEC obtenido podría estar 

subestimando el número de aplicaciones y por lo tanto la concentración de IVM. En muchos 

casos esta aplicación se realiza sin una prescripción veterinaria adecuada (Quintana et al., 2019; 

Mesa et al., 2020). Por otro lado, muchos productores provenientes de otras provincias de la 
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región realizan la invernada (el engorde) de sus animales en las islas por lo que esos animales 

no se encuentran registrados en el departamento de Victoria. Este hecho puede impactar en el 

número total de animales en determinado momento del año, afectando al cálculo de IVM 

liberada al ambiente. 

Concentración ambiental de la ivermectina en el sistema isla El 

Espinillo-La Invernada 

Debido a las características hidrofóbicas ya descriptas para la IVM, era esperable no 

detectar niveles cuantificables en la fracción soluble del agua. Este resultado es compatible con 

lo reportado por otros autores (Mesa et al., 2020; Liebig et al., 2010; Kövecses y Marcogliese, 

2005). Por el contrario, y a raíz del PEC calculado, era esperable detectar IVM en las muestras 

de sedimentos, principalmente por la elevada cantidad de materia orgánica e hidrofobicidad de 

este compartimento ambiental.  

Mesa et al. (2020) reportó niveles elevados de IVM en sedimentos (entre 1,5 y 17,1 

µg/kg) en una localidad ubicada a 150 km al norte de nuestro sitio de muestreo, en la ciudad de 

Diamante. El sitio analizado por los autores también comprende una serie de islas con 

establecimientos ganaderos sobre la planicie de inundación del río Paraná. El diseño 

experimental en este caso consideró una serie de aplicaciones de IVM de dosis y momento de 

aplicación previamente conocidos. Si bien los autores analizaron de manera diferencial las 

muestras de heces y sedimentos es posible que, dada la elevada densidad de ganado en la región 

estudiada, una fracción de las muestras de sedimentos contenga heces de ganado y por lo tanto 

mayores niveles de IVM de lo esperado. 

Si bien no se detectaron niveles de IVM en los sedimentos, se detectaron valores 

particularmente elevados de IVM en el MPS. El sitio donde fue detectada la IVM (“Zanjón 

Acosta”) es un arroyo interno que escurre sus aguas desde una laguna interna de la isla El 

Espinillo próxima a los corrales hacia el cauce principal del río Paraná Viejo. Al momento del 

muestreo, la hacienda se encontraba en la isla y las aguas próximas al ganado escurrían en este 

arroyo. 

Cuerpos de agua con altos niveles de materia orgánica en suspensión, como los ríos 

Paraná y Uruguay de la cuenca del Río de la Plata (Bergamino et al., 2017; Drago, 2007), podrían 

reportar concentraciones más altas de IVM debido a su alta hidrofobicidad. En este sentido, 

Mesa et al. (2020) reportaron valores de 1,24 ng/g IVM en MPS en lagos de planicie de 
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inundación del río Paraná adyacentes a zonas de cría de ganado. Sin embargo, los niveles 

reportados por estos autores son significativamente más bajos a los encontrados en esta tesis. 

En cuanto a la detección de IVM en músculo de juveniles de sábalos y, aunque los niveles 

hallados fueron bajos, fue posible identificar el compuesto. A pesar del hábito trófico iliófago de 

P. lineatus es probable que el tiempo de exposición de esos juveniles a los sedimentos o aguas 

contaminados con IVM fuera bajo. P. lineatus es una de las pocas especies de peces que 

obtienen su nutrición de los sedimentos y la biopelícula bentónica (también conocidos como 

peces comedores de lodo o iliófagos) (Bowen, 2021). La dieta de esta especie es una biopelícula 

bentónica floculante compuesta por bacterias, algas y materia orgánica no viva presente en los 

sedimentos (Bowen, 2021). Estos hábitos tróficos podrían ser una vía directa para la ingesta de 

IVM de los sedimentos. 

Un juvenil de sábalo capturado en el mes de diciembre en la región puede tener una 

edad máxima de 3 meses, de los cuales solo un mes estuvo en contacto con la planicie de 

inundación (Lozano et al., 2019). Sin embargo, debido a su rápido crecimiento en este estadio 

de desarrollo, la cantidad de materia transformada en biomasa puede ser elevada, afectando 

directamente a la incorporación de IVM al músculo y eventualmente a los lípidos. En este 

contexto, los efectos de una exposición experimental a IVM en sedimentos y aguas con 

concentraciones ambientales fue evaluado en el capítulo correspondiente. 
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Introducción 

El uso de los ensayos biológicos en laboratorio 
Tanto la evidencia biológica como la química son necesarias para evaluar el riesgo para 

los ecosistemas de manera efectiva. La capacidad de detectar un compuesto en el ambiente no 

garantiza que se puedan predecir sus efectos biológicos. Por otro lado, el hecho de no detectar 

una sustancia química liberada en el ambiente no excluye su potencial presencia y sus 

potenciales efectos (Cairns y Pratt, 1989). Cuando interactúan varias sustancias químicas, la 

integración de los efectos en un sistema biológico es una evidencia confiable para predecir o 

detectar impactos adversos (Cairns y Pratt, 1989). 

Para evaluar los efectos perjudiciales potenciales de un contaminante sobre la biota, es 

necesario establecer una relación cuantitativa reproducible entre la exposición a las sustancias 

químicas y alguna medida de daño al organismo o grupo de organismos bajo investigación. La 

mayoría de los datos toxicológicos ambientales actuales provienen de ensayos de laboratorio 

controlados (Peluso, 2021). Los ensayos biológicos de laboratorio o bioensayos son 

herramientas de diagnóstico adecuadas para determinar el efecto de agentes físicos y químicos 

sobre organismos de prueba bajo condiciones experimentales específicas y controladas. Estos 

efectos pueden ser tanto de inhibición como de magnificación, evaluados por la reacción de los 

organismos, tales como muerte, crecimiento, proliferación, multiplicación, cambios 

morfológicos, fisiológicos o histológicos (Castillo, 2004). 

Los efectos de un contaminante pueden manifestarse a diferentes niveles, desde 

estructuras subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o 

comunidades. Por tanto, la toxicidad será la capacidad de una sustancia para ejercer un efecto 

nocivo sobre un organismo o la biocenosis, y dependerá tanto de las propiedades químicas del 

compuesto como de su concentración, según sea la duración y frecuencia de la exposición al 

tóxico, y su relación con el ciclo de vida del organismo; las pruebas podrán ser de tipo agudo o 

crónico. El potencial nocivo de una sustancia puede ser contrarrestado por el sistema biológico 

a través de diferentes estrategias, tales como reacciones metabólicas de detoxificación, 

excreción de tóxicos, etcétera. Por tanto, la toxicidad aparente evaluada en un ensayo biológico 

es el resultado de la interacción entre la sustancia y el sistema biológico (Castillo, 2004). 

Los bioensayos cumplen dos objetivos principales. El primero está vinculado a enfoques 

mecanísticos que, debido a que utilizan niveles biológicos de organización más bajos y pueden 

evaluar una gran cantidad de parámetros, brindan una mejor comprensión de los mecanismos 

ecotoxicológicos (Boudou y Ribeyre, 1997). El segundo objetivo, desde un punto de vista más 

aplicado, es predecir la toxicidad de productos químicos puros o efluentes en base al uso de una 
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especie o una batería de pruebas de una sola especie, llevándose a cabo en el laboratorio bajo 

condiciones controladas (requisitos de control de calidad bajo procedimientos operativos 

estandarizados). Los bioensayos de laboratorio son un procedimiento común para evaluar la 

toxicidad a nivel de organismo, en una gran variedad de especies y en los principales niveles 

ecológicos o tróficos (es decir, desde bacterias hasta peces y desde descomponedores hasta 

consumidores finales) (Piva et al., 2011). La mayoría de los estudios regulatorios, establecidos 

para estimar el riesgo involucrado en la comercialización de un nuevo producto químico o en la 

evaluación de riesgo ambiental, se basan en estas metodologías (Bartell et al., 1992). 

Los biomarcadores como herramienta para evaluar la exposición a 

contaminantes ambientales 
En el ambiente acuático, la exposición de los organismos vivos a xenobióticos y otro 

contaminantes da lugar a interacciones entre el sistema químico y el biológico, que pueden 

producir alteraciones bioquímicas y/o respuestas adaptativas (Burkina, 2014). De esta forma 

pueden promoverse efectos sobre la biota sin llegar a ser evidentes hasta que los cambios se 

manifiestan a nivel poblacional o ecosistémico, momento en el que pudiera ser demasiado tarde 

para tomar medidas adecuadas. Una estrategia que permite determinar el impacto de estos 

contaminantes, sobre todo en concentraciones bajas o subletales, así como sus potenciales 

efectos, es el uso de biomarcadores o señales de alerta temprana (Fent, 2004; Linde-Arias et al., 

2008).  

Un biomarcador es una característica que se mide y evalúa objetivamente como indicador 

de procesos biológicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacológicas a la 

exposición a sustancias químicas ambientales (van der Oost et al., 2003). Estas características o 

respuestas observadas, obtenidas en un bioensayo sobre el organismo afectado, son conocidas 

frecuentemente como toxicological endpoints o puntos finales toxicológicos (Hartl, 2002) y son 

considerados como medidas de toxicidad. Tradicionalmente los biomarcadores han sido 

divididos en tres categorías, según WHO (1993) y a la revisión de van der Oost et al. (2003), los 

podemos clasificar en: 

● Biomarcadores de exposición: permiten detectar y medir sustancias exógenas, sus 

metabolitos o el producto de interacción a nivel molecular o celular dentro del 

organismo expuesto al agente xenobiótico, indicando que el organismo ha estado 

expuesto a una determinada clase de compuestos. 

● Biomarcadores de efecto: incluyen mediciones bioquímicas, fisiológicas u otras referidas 

a las alteraciones que pudieran producirse dentro de los tejidos o en fluidos biológicos 
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de los organismos, las cuales pueden asociarse al establecimiento de un posible daño 

en la salud, indicando que tanto la exposición como los efectos adversos han ocurrido. 

● Biomarcadores de susceptibilidad: indican la habilidad inherente o adquirida de los 

organismos de responder a la exposición de compuestos xenobióticos específicos, 

incluyendo factores genéticos y cambios en receptores, los cuales alteran la 

susceptibilidad de los individuos frente a dicha exposición. 

De esta manera, los biomarcadores representan herramientas clave para estimar las 

consecuencias ecológicas de la contaminación antrópica de los ecosistemas acuáticos. Sin 

embargo, no existe un único biomarcador que pueda proporcionar un diagnóstico completo de 

los efectos de la exposición a los contaminantes en un organismo (Burkina, 2014). En 

consecuencia, se recomienda el uso de una batería de biomarcadores complementarios 

(enfoque multinivel) para comprender cómo responde un organismo a la exposición a un 

contaminante. Este enfoque multinivel, en donde diferentes respuestas biológicas pueden 

evaluarse desde un nivel molecular hasta comportamental, es esencial para determinar el 

estado general de salud del organismo (Lozano et al., 2021). Además, este enfoque permite la 

extrapolación de la relación entre respuestas en diferentes niveles de organización biológica 

(Lee y Choi, 2006). Entre los principales biomarcadores utilizados en estudios con peces se 

encuentran los de estrés oxidativo, disrupción endocrina, efectos genotóxicos, 

comportamentales, hematológicos y cambios histopatológicos, entre otros (Hook et al., 2014; 

Colin et al., 2016; Davico et al., 2020; Götte et al., 2020). 

Biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo 
Al ingresar los contaminantes en los vertebrados acuáticos, estos son sometidos   a 

procesos toxicocinéticos, incluida la absorción, distribución, biotransformación y excreción. La 

biotransformación es un término específico que se utiliza para describir la transformación 

bioquímica de sustancias químicas en un organismo vivo para protegerlo contra los posibles 

efectos tóxicos de un xenobiótico (Burkina, 2014). Las reacciones metabólicas de los fármacos y 

otros contaminantes ocurren principalmente en el hígado y han sido divididas en dos categorías: 

reacciones de fase I (biotransformaciones hidrolíticas, reductoras y oxidativas) y reacciones de 

fase II (conjugaciones), seguidas de excreción (Figura 23). 

Las reacciones de fase I generalmente agregan uno o más grupos polares funcionales (-

OH, -NH2, -SH, -COOH) a una toxina, lo que permite que tenga lugar la reacción de fase II 

(Williams, 1963). Estas reacciones son catalizadas por el grupo de enzimas de la familia 

citocromo P450 (CYP450) y otras enzimas asociadas con el retículo endoplásmico liso 

(oxigenasas, enzimas que eliminan el oxígeno reducido, enzimas hidrolíticas y otras) (Nebert et 



Lozano I. E. – Capítulo 2: Efectos de la ivermectina en juveniles de sábalo 

 

62 
  

al., 2004; Lynch y Price, 2007). Si los metabolitos de las reacciones de la fase I son lo 

suficientemente solubles en agua, pueden excretarse fácilmente en esta instancia. Los 

productos de la fase II son más solubles en agua que el compuesto original, por lo que son 

excretados con mayor facilidad y generalmente carecen de actividad farmacológica y toxicidad 

en los organismos (McDonnell et al., 2013). La fase II de detoxificación involucra por lo general 

una conjugación bioquímica, en la cual varias enzimas en el hígado unen moléculas o grupos 

funcionales como ácido glucurónico, sulfato, glicina y otros aminoácidos a la sustancia tóxica. La 

reacción de conjugación neutraliza los tóxicos y los productos intermedios reactivos que quedan 

de la fase I de detoxificación. Las vías de fase II, como la metilación y la acetilación, frenan o 

atenúan la actividad biológica, mientras que la conjugación de glutatión (GSH) facilita la 

excreción del conjugado hidrosoluble, mecanismo que protege al cuerpo contra compuestos o 

metabolitos químicamente reactivos (Liska et al., 2006; Burkina et al., 2013). 

 

Figura 23- Vías de detoxificación hepática (Fase I y Fase II) (modificado de Liska et al. 2006). 

Como parte del proceso de detoxificación mediado por p450, como puede observarse 

en la figura 23, la reducción parcial del oxígeno da lugar a la producción de especies intermedias 

reactivas como el radical superóxido (O2
•−), el oxígeno singlete (1O2), el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y el radical hidroxilo HO•) (Asada y Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; 

Halliwell y Gutteridge, 2015), denominadas especies reactivas de oxígeno (EROs). Todos los 

organismos aerobios producen EROs, a través de su metabolismo normal, a partir de la cadena 

de transporte de electrones mitocondriales en (i) el complejo I (NADH deshidrogenasa) y (ii) 

entre la ubiquinona y el complejo III (Brookes, 2005). El radical superóxido suele ser la primera 

ERO en formarse, lo que eventualmente lleva a la formación de peróxido de hidrógeno (H2O2) y 

posteriormente a radicales hidroxilo, los cuales son, químicamente, las más dañinas de las EROs 
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(Asada y Takahashi, 1987; Cadenas, 1989; Fridovich, 1998; Halliwell y Gutteridge, 2015). Si bien 

no es una especie radical, el H2O2 puede atravesar fácilmente las membranas y tiene una vida 

media más prolongada que la mayoría de las especies radicales derivadas del oxígeno. En 

presencia de iones metálicos con valencia variable, el H2O2 reacciona con ellos (a través de la 

reacción de Fenton) formando el radical hidroxilo altamente reactivo, el cual es capaz de extraer 

electrones y protones de las macromoléculas (ácidos nucleicos, proteínas, lípidos y 

carbohidratos) con las que entra en contacto, generando así más electrones desapareados y 

especies radicales (Birnie-Gauvin et al., 2017). 

Debido a que las EROs se generan y eliminan continuamente, su concentración es un 

parámetro dinámico, es decir, que se establece un estado estacionario de concentraciones de 

EROs. Esto quiere decir que, en situaciones normales, la cantidad de EROs producida es 

prácticamente igual a la eliminada. Sin embargo, por diferentes razones (ej.: exposición a 

contaminantes), la concentración de EROs puede cambiar y provocar una alteración del estado 

redox que se denomina estrés oxidativo. El estrés oxidativo es una situación en la que la 

concentración de EROs en estado estacionario aumenta de forma transitoria o crónica, 

pudiendo alterar el metabolismo celular y su regulación y dañando los constituyentes celulares 

(Lushchak, 2011, 2016). En otras palabras, cuando el aumento en la producción de las EROs 

supera la capacidad de un organismo para contrarrestar a las especies reactivas con sus propios 

sistemas de defensa antioxidantes, se establece un estado de estrés oxidativo (Ahmad et al., 

2000). 

Los organismos utilizan tanto antioxidantes enzimáticos (superóxido dismutasas, 

catalasas y peroxidasas) como no enzimáticos (p. ej., vitaminas y glutatión), para contrarrestar 

los efectos tóxicos de las EROs (Cadenas, 1997; Valko et al., 2007). Los antioxidantes neutralizan 

los radicales libres al ceder uno de sus propios electrones. La enzima superóxido dismutasa 

(SOD) elimina el radical libre superóxido (O2
-) al convertirlo en peróxido de hidrógeno (Fridovich, 

1998; Huang et al., 2000; Halliwell y Gutteridge, 2015) que, a su vez, puede ser eliminado con la 

acción de la enzima catalasa (CAT) o glutatión peroxidasa (GPx) (Modesto y Martínez, 2010). 

El glutatión es un antioxidante no enzimático de bajo peso molecular presente en las 

células y es una importante molécula tiólica que además desempeña funciones de 

detoxificación, regulación e inmunidad celular (Marán et al., 2009). El glutatión se encuentra en 

dos formas: el monómero de glutatión reducido (GSH) y el dímero, disulfuro de glutatión (GSSG). 

Por lo tanto, la relación entre GSH y GSSG puede utilizarse como indicador del estado de estrés 

oxidativo del organismo, ya que esta relación está determinada por una combinación de las tasas 

de eliminación de H2O2 por parte de GPx, que cataliza la oxidación de GSH a GSSG (Marán et al., 
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2009). El GSSG luego es reducido a GSH por la enzima glutatión reductasa (GR) a expensas del 

NADPH, que es reciclado por la ruta de las pentosas fosfato (Krall et al., 1991). Cuando las células 

tienen alto poder reductor, es decir en condiciones sin estrés oxidativo, la relación GSH/GSSG es 

mayor a 1. Esto significa que, en condiciones normales, el GSH reducido es la forma más 

frecuente de glutatión y constituye hasta el 98 % de las formas de glutatión disponibles (Kosower 

y Kosower, 1978; Owen, 2010). 

La glutatión-S-transferasa (GST) es una enzima de conjugación de fase II durante la 

biotransformación (Nimmo, 1987). Protege eficazmente las células contra una serie de 

compuestos hidrofóbicos y electrofílicos, incluidos los productos intermedios y finales de la 

peroxidación lipídica y los xenobióticos, mediante reacciones de conjugación con los grupos -SH 

(Modesto y Martínez, 2010). La conjugación de los compuestos con glutatión forma ácidos 

mercaptúricos, los cuales pueden ser excretados posteriormente (Boyland y Chasseaud, 1969). 

Los ácidos grasos poliinsaturados y los colesteroles posee patrones de oxidación 

similares, produciendo hidroperóxidos debido a la disponibilidad de grupos metileno bis-alílicos. 

Los hidrógenos bis-alílicos son muy reactivos con los radicales de oxígeno y se oxidan 

rápidamente a los productos primarios de la peroxidación lipídica (Niki, 2009). La 

descomposición de los ácidos grasos polinsaturados durante el proceso de peroxidación lipídica 

induce daños estructurales y químicos en las membranas celulares (Livingstone, 2001; Amiard-

Triquet et al., 2013). Durante el proceso de peroxidación lipídica se produce la formación de 

diferentes compuestos y el daño a la membrana puede evaluarse en la fase intermedia del 

proceso (Hermes-Lima et al., 1995) o en la fase final del proceso (Amiard-Triquet et al., 2013). El 

producto final mauoritario de la peroxidación lipídica, el malondialdehído (MDA), reacciona con 

el ácido tiobarbitúrico (TBA) para formar un complejo MDA-TBA que puede ser medido y 

cuantificado y es utilizado como biomarcador (Ohkawa et al., 1979; Oakes y Van Der Kraak, 

2003). 

En la figura 24, se representan las reacciones químicas correspondientes a las defensas 

antioxidantes más relevantes. 
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Figura 24- Esquema de los principales mecanismos de defensa antioxidantes enzimáticos y no 
enzimáticos. SOD: superóxido dismutasa, CAT: catalasa; GPx: glutatión peroxidasa; GR: glutatión reductasa; GST: 
glutatión-S-transferasa; G6PD: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; 6PGD: 6-fosfogluconato deshidrogenasa; 
NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleótido Fosfato-Oxidasa; GSH: glutatión reducido; GSSG: glutatión oxidado; 4-
NHE: 4-hidroxinonenal (producto de la peroxidación lipídica); MDA: Malondialdehido (producto de la peroxidación 
lipídica). (modificado de Scarcia, 2013; McDonnell-Dowling y Kelly, 2017). 

Las alteraciones de cada una de estas enzimas durante la defensa antioxidante se 

utilizan como biomarcadores de estrés oxidativo (Moraes et al., 2009). Numerosos estudios han 

evaluado la actividad (o los niveles) de las enzimas SOD, CAT, GR, GPx y GST y los niveles de TBARS 

en organismos acuáticos, particularmente en peces, como marcadores sensibles de trastornos 

fisiológicos (Stoliar y Lushchak, 2012; Lushchak, 2016; Birnie-Gauvin et al., 2017). 

Biomarcadores de neurotoxicidad 
Existen otros biomarcadores bioquímicos para evaluar los efectos de los contaminantes 

en los organismos. La actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) se utiliza ampliamente como 

método de detección rápida de la toxicidad de ciertos plaguicidas y contaminantes (Dutta y 

Arends, 2003; Silva Filho et al., 2004). La AChE es una enzima que cataliza la hidrólisis de la 

acetilcolina en colina y acetato en el espacio sináptico (Moraes et al., 2009) (Figura 25). Cuando 

se produce la inhibición de la actividad de la AChE, el neurotransmisor acetilcolina (ACh) no se 

hidroliza en las sinapsis nerviosas y las uniones neuromusculares, provocando una cantidad 

anormal de ACh en estos sitios, lo que conduce a una sobreactivación del tejido muscular (Roex 

et al., 2003). Esta reducción de AChE puede afectar la locomoción y el equilibrio en los 

organismos expuestos pudiendo afectar la alimentación y el metabolismo (Roex et al., 2003), los 

reflejos de escape y el comportamiento reproductivo (Saglio y Trijasse, 1998; Bretaud et al., 

2000; dos Santos Miron et al., 2005). 
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Figura 25- Metabolismo de ACh por AChE. La ACh es parcialmente hidrolizada por la AChE en colina y 
acetato en el espacio sináptico. La colina libre regresa a las neuronas presinápticas a través de un transportador de 
colina. Luego sigue la combinación con un complejo de acetato y acetil coenzima A (CoA) para resintetizar la ACh 
mediante la colina acetil transferasa, liberando una molécula de CoA. La ACh penetra en la vesícula y luego sale 
por exocitosis para iniciar una nueva circulación. 

Biomarcadores comportamentales 
El análisis del comportamiento proporciona una perspectiva única que vincula la 

fisiología y la relación de un organismo con su entorno (Little y Brewer, 2001). El 

comportamiento es una secuencia de acciones cuantificables, que operan a través de los 

sistemas nerviosos central y periférico (Keenleyside, 1979), y la manifestación acumulativa de 

procesos genéticos, bioquímicos y fisiológicos esenciales para la vida, como la alimentación, la 

reproducción y la evitación de depredadores (Kane et al., 2005). El comportamiento permite que 

un organismo se ajuste a los estímulos externos e internos para enfrentar mejor el desafío de 

sobrevivir en un entorno cambiante. El comportamiento también es el resultado de 

adaptaciones a las variables ambientales. Por lo tanto, comportamiento surge de la interacción 

acumulativa de una variedad de factores bióticos y abióticos que representan la respuesta de 

un animal a factores internos (fisiológicos) y externos (ambientales, sociales), que relacionan un 

organismo con otro (Gerhardt, 2007) (Figura 26). 
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Figura 26- Diagrama de los tipos de respuesta que surgen a partir de un estímulo ambiental (modificado 
de Scott y Sloman, 2004). 

La utilización del comportamiento como biomarcador presenta una serie de beneficios: 

(1) El comportamiento es un marcador integral de múltiples niveles de organización biológica 

(Little, 1990; Weis et al., 2001; Scott y Sloman, 2004; Kane et al., 2005; Weis, 2013) ; (2) El 

comportamiento es uno de los marcadores más sensibles del impacto de la exposición a 

contaminantes, ya que se observan cambios sustanciales en el comportamiento a 

concentraciones consideradas subletales (Little, 1990; Dell'Omo, 2002; Zala y Penn, 2004; 

Gerhardt, 2007; Hellou, 2011; Weis, 2013). De hecho, el comportamiento es de 10 a 1000 veces 

más sensible que la mortalidad como parámetro de punto final (Gerhardt, 2007; Hellou, 2011). 

En algunos casos (por ejemplo, peces), los puntos finales comportamentales pueden ser tan 

sensibles como los biomarcadores bioquímicos y fisiológicos (Passino-Reader et al., 1995; 

Triebskorn et al., 1997). (3) Por último y más importante, el comportamiento es considerado un 

marcador de alerta temprana (Hellou, 2011). 

Dado que el comportamiento sirve como vínculo entre los procesos fisiológicos y 

ecológicos, resulta ideal para estudiar los efectos de los contaminantes ambientales. Los peces 

son un excelente modelo en este sentido, ya que muchos comportamientos de peces 
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ecológicamente relevantes se observan y cuantifican fácilmente en un entorno controlado 

(Scott y Sloman, 2004). 

El comportamiento natatorio es el biomarcador comportamental más evaluado en los 

estudios de toxicología en peces (Little y Finger, 1990). Los cambios en el comportamiento 

natatorio causados por la exposición subletal a contaminantes pueden afectar la capacidad de 

los peces para alimentarse, evitar la depredación o reproducirse (Little y Finger, 1990). 

La neurotoxicidad se observa con frecuencia en los cambios en la forma, la frecuencia o 

la postura de los movimientos de natación, y los cambios suelen ocurrir mucho antes que la 

mortalidad (Little y Finger 1990; Little y Brewer 2001). En esta línea, las exposiciones subletales 

a metales y plaguicidas han demostrado alteraciones en los comportamientos de natación y 

sirven como modelos para factores de estrés adicionales (Kleerekoper et al., 1972; Brewer et al. 

1999; Allin y Wilson, 2000; Kwak et al., 2002). Por ejemplo, en alevines de la trucha de arroyo 

(Salvelinus fontinalis) expuestos a concentraciones de aluminio (300 mg.L-1) en condiciones 

ácidas (pH ≤ 6,1), el desarrollo de las respuestas locomotoras, la frecuencia de los movimientos 

de natación y la duración de la actividad se inhibieron significativamente antes de que se 

observaran efectos sobre la supervivencia o el crecimiento (Cleveland et al. 1991). 

Los estudios del movimiento de los peces suelen implicar videografía y cuantificación de 

los parámetros de movimiento (Kane et al., 2005). Los puntos finales (o endpoints) de 

movimiento están diseñados para discernir alteraciones en los patrones generales de natación 

en respuesta a la exposición a factores estresantes (Kane et al., 2005). Los criterios de valoración 

del comportamiento cuantificados a través del análisis del movimiento suelen incluir la distancia 

total recorrida, la velocidad, la aceleración, los ángulos de giro y la frecuencia, el tiempo 

dedicado a la natación, así como la distribución horizontal y vertical de los individuos (Little y 

Finger, 1991; Kane et al., 2005). Las mediciones del comportamiento de natación generalmente 

se limitan al laboratorio. En el laboratorio, los cambios sutiles que surgen de la exposición 

pueden confirmarse mediante comparaciones con controles o con respuestas observadas 

durante un período previo a la exposición (Kane et al., 2005). 

Además de los efectos observables que los contaminantes producen sobre la natación, 

se han estudiado efectos en comportamientos más complejos como la interacción depredador-

presa (Scott y Sloman, 2004). Los depredadores pueden afectar a las especies presa en diferente 

grado, dependiendo en gran medida de la capacidad de la presa para evitar la depredación 

(Vamosi y Schluter, 2002). Por lo tanto, los contaminantes ambientales que alteran la capacidad 

de las presas para evitar depredadores podrían afectar potencialmente a las comunidades 
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acuáticas (Scott y Sloman, 2004). La capacidad de evasión de depredadores de los peces a 

menudo se altera en respuesta a la exposición a sustancias tóxicas subletales y la literatura 

contiene numerosos ejemplos de supervivencia reducida en presas expuestas sujetas a un 

depredador (Scott y Sloman, 2004). De hecho, se ha demostrado que muchos metales y 

contaminantes orgánicos aumentan la susceptibilidad a la depredación (Hatfield y Anderson, 

1972; Kania y O'Hara, 1974; Sullivan et al., 1978; Schneider et al., 1980; Little et al., 1990; Weis 

y Weis, 1995; Carlson et al., 1998; Zhou y Weis, 1998, 1999). Más aún, se ha demostrado que 

algunos contaminantes alteran la capacidad de respuesta de los peces durante las últimas 

etapas de un evento de depredación, al alterar la capacidad de escape de los individuos o la 

capacidad de formar cardúmenes (Scott y Sloman, 2004; Lozano et al., 2021). 

Biomarcadores histológicos 
Los cambios histológicos han sido ampliamente utilizados como biomarcadores en la 

evaluación de la salud de los peces expuestos a contaminantes, tanto en laboratorio (Wester y 

Canton, 1991; Thophon et al., 2003) como en estudios de campo (Hinton et al., 1992; Schwaiger 

et al., 1997; Teh et al., 1997). Una de las grandes ventajas del uso de biomarcadores 

histopatológicos en el monitoreo ambiental es que esta categoría de biomarcadores permite 

examinar órganos diana específicos, incluyendo branquias, riñón e hígado, que son responsables 

de funciones vitales como la respiración, la excreción y la acumulación y la biotransformación 

de xenobióticos en los peces (Gernhofer et al., 2001). Otra ventaja de este tipo de 

biomarcadores es que, al menos en algunos órganos, se ha demostrado que presentan una 

buena relación dosis-respuesta (Au, 2004).  Por otro lado, las alteraciones que se encuentran en 

estos órganos suelen ser más fáciles de identificar que las funcionales (Fanta et al., 2003), y 

sirven como señales de advertencia de daño a la salud animal (Hinton y Laurén, 1990). Estas 

alteraciones son fácilmente reconocibles y pueden indicar, idealmente, una condición 

patológica, reflejando también la severidad y duración de los eventos de contaminación 

(Fonseca et al., 2016). Además, aunque no pueden revelar la identidad de la sustancia tóxica, 

los biomarcadores histopatológicos pueden identificar el tipo de contaminación a través de su 

modo de acción, lo que respalda aún más el uso de biomarcadores histopatológicos como 

indicadores confiables de contaminación ambiental (Colin et al., 2016). 

Las branquias de los peces son muy sensibles a los cambios químicos y físicos en el medio 

ambiente acuático (Fonseca et al., 2016). Debido a su gran superficie y al contacto directo con 

el agua (Figura 27), las branquias son fácilmente dañadas por numerosos xenobióticos, incluso 

en bajas concentraciones, siendo el primer órgano diana de los contaminantes ambientales 

(Karlsson, 1983; Mallatt, 1985; Laurent y Perry, 1991; Mazon et al., 2002; Pandey et al., 2008). 
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Figura 27- Esquema de la circulación del agua y contaminantes ambientales a través de las branquias 
donde se da el intercambio gaseoso y de sustancias con el sistema circulatorio. 

Los cambios histológicos en las branquias de los peces son considerados biomarcadores 

valiosos de estrés ambiental en los ecosistemas acuáticos (Barišić et al., 2015; Cruz et al., 2015; 

Pereira et al., 2013). En la figura 28 se encuentran ilustradas las lesiones más comunes en 

branquias de peces para la especie Salmo gairdneri. 
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Figura 28- Lesiones branquiales (Salmo gairdneri). a: laminilla secundaria normal. b-f: laminillas 
lesionadas. Las lesiones enumeradas están numeradas del 1 al 14. 1: desprendimiento epitelial; 2: necrosis; 3 fusión 
lamelar (laminilla c+d); 4: hipertrofia de células epiteliales; 5: hiperplasia del epitelio respiratorio; 6: ruptura 
epitelial y hemorragia; 7: secreción mucosa; 8: aneurisma lamelar; 9: congestión vascular; 10: proliferación de 
células mucosas; 11: células ricas en mitocondrias dañadas; 12: proliferación de células ricas en mitocondrias; 13: 
infiltración de leucocitos en el epitelio; 14A: seno sanguíneo dilatado; 14B: seno sanguíneo contraído. Abreviaturas: 
bl: lámina basal; cc: célula rica en mitocondrias; e: células epiteliales lamelares típicas; lbs: seno sanguíneo lamelar; 
ma: canal marginal; mu: célula mucosa; pi: célula de pilar; rbc: eritrocito (modificado de Mallat, 1985). 

Biomarcadores hematológicos 
Los parámetros hematológicos son importantes para evaluar el estado fisiológico de los 

peces. Sus cambios dependen de la especie, la edad, el momento del ciclo de vida, el estado de 

madurez y las condiciones de salud (Blaxhall, 1972; Wedemeyer et al., 1983; Golovina y 

Trombicky, 1989; Zhiteneva et al., 1989;  olovina, 1996; Luskova, 1997; Vosylienė, 1999; Hrubec 

et al., 2001). De acuerdo con Fernandes y Mazon (2003) estos parámetros están estrechamente 

relacionados con la respuesta del animal al ambiente, de este modo, el medio donde viven los 

peces ejerce cierta influencia sobre las características hematológicas (Kori-Slakpere, 1985; 

Gabriel et al., 2004). La estrecha relación de los parámetros hematológicos del animal con el 

ambiente permite evaluar el estado fisiológico de los peces y se ha utilizado para la detección 
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de cambios fisiopatológicos en diferentes condiciones de estrés (Nussey, 1995). De esta manera, 

estos parámetros pueden proveer información diagnóstica sustancial una vez que los valores de 

referencia son establecidos bajo condiciones estandarizadas (Rey Vázquez, 2012). La evaluación 

hematológica comprende el recuento de glóbulos rojos, la determinación del hematocrito, la 

concentración de hemoglobina, los índices hematimétricos derivados de los anteriores, como el 

volumen corpuscular medio; la hemoglobina corpuscular media, y la concentración de 

hemoglobina corpuscular media, entre otros (Campbell, 2004). 

La respuesta frente al estrés implica también una serie de cambios fisiológicos, incluida 

la alteración de la composición sanguínea y los mecanismos inmunitarios (Rey Vázquez et al., 

2020). Los estudios que analizan los cambios en los parámetros hematológicos y los evalúan 

como biomarcadores asociados al estrés hemodinámico inducido por contaminantes 

ambientales proveerán información diagnóstica sustancial una vez establecidos los valores de 

referencia (Rey Vázquez, 2012). 

Los elementos de la serie roja, por ejemplo, pueden aumentar o disminuir su número y 

volumen, así como el hematocrito y los niveles de hemoglobina citoplasmática, dependiendo de 

los factores ambientales que estén actuando. El número de eritrocitos puede aumentar 

rápidamente como resultado de la contracción del bazo (Caldwell y Hinshaw 1994) y de este 

modo nuevas células se descargan a la circulación en pocos minutos (Houston et al., 1996). En 

caso de estrés por hipoxia se suelen observar células circulantes en división (Murad et al., 1993). 

Las alteraciones del ambiente también impactan en el sistema inmune de los peces y 

consecuentemente afectan a su resistencia a las enfermedades (Cuesta et al., 2011). 

La aplicación de técnicas hematológicas ha resultado de utilidad en el ámbito de la 

biología pesquera a la hora de diagnosticar la salud de los peces (Blaxhall, 1972) y evaluar las 

respuestas frente al estrés (Soivio y Oikari, 1976), incluidas las debidas a concentraciones 

subletales de contaminantes (McKim et al., 1970; Iwama et al., 1976). De esta manera, el uso de 

técnicas hematológicas ha ido ganando importancia en las investigaciones toxicológicas y de 

monitoreo ambiental (Rey Vázquez y Lo Nostro, 2014). Distintos estudios han utilizado a la 

hematología como biomarcador de exposición a plaguicidas (Girón-Pérez et al., 2008; Velisek et 

al., 2009; Modesto y Martinez, 2010), a metales (Vosylienė, 1996a, 1996b; Witeska, 2005; Hoyle 

et al, 2007) y otros agentes estresantes (déficit nutricional, manejo en criaderos, agentes 

infecciosos y ambientales) (Vosylienė y Kazlauskienë, 1999; Clauss et al., 2008). 
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Biomarcadores isotópicos 
Las relaciones de isotopos naturales estables de carbono (13C/12C o δ13C), nitrógeno 

(15N/14N o δ15N), azufre (34S/32S o δ34S), hidrógeno (2H/1H o δH) y oxígeno (18O/16O o δ18O) se han 

convertido en herramientas de gran utilidad y popularidad para rastrear las fuentes de materia 

orgánica en los ecosistemas (Jardine et al., 2006).  

En particular, los análisis de relaciones isotópicas estables de δ13C y δ15N son una 

herramienta muy útil para rastrear los hábitos alimentarios de los organismos (Banas et al., 

2009). La diferencia en δ15N entre el consumidor y su presa se conoce como Δ15N. El nitrógeno 

en la proteína de los consumidores generalmente está enriquecido en 15N en un 3–5‰ en 

relación con el nitrógeno de la presa (es decir, Δ 15N = 3–5‰). Este enriquecimiento de isótopos 

pesados de nitrógeno parece ser causado por el fraccionamiento isotópico que ocurre con la 

transaminación durante el catabolismo de proteínas (Doucett et al., 1999). Este aumento 

permite determinar el nivel trófico de un animal en una red trófica (DeNiro y Epstein, 1981; Post, 

2002). A menudo, la similitud isotópica relativa de la relación 13C/12C entre la dieta y el 

consumidor (Δ 13C = 0–1‰; DeNiro y Epstein, 1978; Post, 2002) permite identificar la fuente de 

la dieta de un animal (Jardine et al., 2005). 

En el campo de la ecotoxicología, los análisis de isótopos estables son utilizados con 

mayor frecuencia para dilucidar el comportamiento de los contaminantes (bioconcentración y 

biomagnificación) a través de las redes tróficas (Borga et al., 2001; Binelli y Provini, 2003; 

McIntyre y Beauchamp, 2007). Sin embargo, otras aplicaciones como biomarcadores han 

surgido a lo largo de los años.  

Estudios sobre fisiología vegetal han proporcionado evidencia de cambios en el 

enriquecimiento de δ15N en tejidos vegetales debido a factores de estrés ambiental. El 

enriquecimiento en 15N en agujas de la pícea Noruega (Picea abies) de un bosque en declive se 

atribuyó al inicio del “catabolismo y reasignación de nitrógeno” ( ebauer y Schulze, 1991). Bajo 

la exposición al ozono, las plantas de trigo común (Triticum aestivum) muestran un aumento en 

δ15N (Hofmann et al., 1997). En animales, Shaw-Allen et al. (2005) hallaron que los hígados de la 

garza Egretta thula, alimentadas con dietas contaminadas con mercurio, mostraron una mayor 

δ15N, mientras que el músculo de esas aves mostró una δ15N más baja en comparación con las 

aves alimentadas con dietas control. Los autores sugirieron entonces la utilización de la variación 

de δ15N como un biomarcador de estrés químico, entre otras cosas, debido a que los efectos se 

observaron con concentraciones de contaminantes más bajas que las que inducen respuestas 

con otros biomarcadores convencionales como las metalotioneínas y el glutatión.  
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En los peces aún son escasos los trabajos que utilizan los análisis isotópicos como un 

biomarcador de estrés químico (Banas et al., 2009; Jardine et al., 2006). En los peces, los análisis 

de isótopos estables generalmente se realizan sobre el músculo blanco (Banas et al., 2009). Es 

sabido que la movilización, reorganización y catabolismo de las reservas de lípidos y proteínas 

almacenadas en el músculo, que ocurren durante la inanición, aumentan el enriquecimiento 

isotópico en los tejidos (Doucett et al., 1999). Por lo tanto, estudiar las relaciones isotópicas 

frente a contaminantes con potenciales efectos en el metabolismo de músculo, lípidos y 

proteínas puede aportar nuevas evidencias ecotoxicológicas desde el punto de vista 

bioenergético. 

Los biomarcadores y el efecto de la escala: enfoque multinivel o de respuesta 

múltiple 
Dado que los efectos de las sustancias contaminantes en los organismos pueden 

manifestarse en uno o varios niveles diferentes de organización biológica, un biomarcador único 

y aislado no es suficiente para reflejar el estado de salud de un organismo, por lo que utilizar 

una gran batería de biomarcadores de diferentes niveles de organización es más apropiado para 

evaluar los efectos toxicológicos de los xenobióticos (Adams et al., 1989; Beliaeff y Burgeot, 

2002). El “Concepto de Respuesta Múltiple” (Depledge, 1994), que recomienda estudiar y 

vincular biomarcadores en diferentes niveles de organismos y suborganismos, sigue siendo 

relevante y debe aplicarse en la investigación ecotoxicológica siempre que sea posible. Este 

enfoque implica medir un conjunto de respuestas al estrés seleccionadas en cada uno de varios 

niveles de organización biológica para evaluar los efectos del estrés subletal en los peces, servir 

como señales de alerta temprana de estrés y obtener información sobre las relaciones causales 

entre los factores estresantes y los efectos que se manifiestan en niveles más altos de 

organización biológica (Adams et al., 1989). Los tipos de respuestas al estrés medidos con este 

enfoque van desde los niveles biomolecular/bioquímico hasta la población y la comunidad y se 

segregan a lo largo de gradientes tanto de relevancia toxicológica y ecológica como de tiempo 

de respuesta (Figura 29). Los biomarcadores que reflejan el estado de salud de los peces en los 

niveles de organización más bajos responden con relativa rapidez al estrés y tienen una gran 

relevancia toxicológica; aquellos que reflejan condiciones de salud en niveles de organización 

más altos responden lentamente al estrés y tienen menor relevancia toxicológica, pero son más 

relevantes ecológicamente (Adams et al., 1989). 



Lozano I. E. – Capítulo 2: Efectos de la ivermectina en juveniles de sábalo 

 

75 
  

 

Figura 29- Niveles de respuesta biológica al estrés por contaminantes en los diferentes niveles de 
organización biológica ilustrando la continuidad de estas respuestas a lo largo de gradientes de tiempo de 
respuesta y relevancia toxicológica y ecológica (modificado de Adams et al., 1989 y Gerhardt, 2007). 

Por ejemplo, mientras los biomarcadores de estrés oxidativo e isotópicos forman parte 

de los niveles más bajos de organización biológica, los biomarcadores histopatológicos 

presentan una localización intermedia (Adams et al., 1989). Los cambios histológicos se 

observan a mediana escala de tiempo en respuesta a factores de estrés subletales (Johnson et 

al., 1993). Por otro lado, el comportamiento es la reacción visible de un organismo frente a un 

estímulo ambiental a nivel de organización del individuo (Gerhardt, 2007). Al presentar una 

importante componente bioquímica y, a su vez, tener consecuencias en la población, el 

comportamiento puede considerarse como un biomarcador altamente integrador (Little, 1990; 

Janssen et al., 1993; Dell'Omo, 2002), debido a su transversalidad entre los diferentes niveles de 

organización. 

Este enfoque multiescalar, incluyendo el análisis de varios niveles de organización 

biológica, será el aplicado en el presente capítulo y será el hilo conductor con el capítulo 3.  

El valor de los peces como bioindicadores de contaminación 
Los peces constituyen algo más de la mitad del total de especies de vertebrados 

vivientes, al mismo tiempo representan la clase de vertebrados más diversa con unas 35.000 

especies descriptas hasta el momento (Froese y Pauly, 2022). Esta diversidad taxonómica se 

refleja en una diversidad de formas corporales, estilos de vida y fisiología que también reflejan 

la gran diversidad de los sistemas acuáticos que habitan estos organismos (Rand, 2008). Al 

mismo tiempo, los peces son un recurso valioso para el hombre, representan un elemento 

importante en la economía de muchos países ya que las pesquerías comerciales no son sólo 
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importantes para países industrializados sino también para aquellos en vías de desarrollo (Nagel 

e Isberner, 1998).  

Los peces son uno de los grupos más utilizados como indicadores de contaminación en 

estudios ecotoxicológicos (Hartl, 2002; van der Oost et al., 2003; Rand, 2008; Cazenave et al., 

2009). De acuerdo con Markert (1994) un bioindicador es un organismo (o una parte de un 

organismo o una comunidad de organismos) que contiene información sobre la calidad del 

medio ambiente. Los peces poseen una serie de ventajas en cuanto a su conocimiento básico e 

integral en el área de la toxicología, fisiología e histología. Estos organismos acuáticos presentan 

una mayor facilidad en cuanto a la aplicación de métodos diferentes que permiten evaluar la 

severidad de los impactos de los contaminantes, desde respuestas compensatorias a nivel 

molecular y ultraestructural (sirviendo como indicador de alerta temprana) hasta cambios 

subletales y patológicos como señales de alarma y con potenciales efectos en la población y 

consecuencias irreversibles para todo el ecosistema (Chovanec et al., 2003). Algunos 

biomarcadores son indicadores de estrés inespecífico, otros responden a un grupo de sustancias 

tóxicas con atributos comparables y sólo unos pocos biomarcadores son muy específicos de la 

sustancia. Debido a sus complejos requisitos de hábitat, los peces constituyen un indicador 

crucial de la integridad ecológica de los sistemas acuáticos a diferentes escalas, desde el 

microhábitat hasta la cuenca. La aptitud de las especies de peces tanto a nivel individual (p. ej., 

rendimiento del crecimiento) como a nivel de población (p. ej., estructura de la población) está 

determinada por la conectividad de diferentes elementos del hábitat en un amplio contexto 

espacio-temporal (Chovanec et al., 2003). Por lo tanto, los peces utilizados como bioindicadores 

representan una buena herramienta de seguimiento, monitoreo y evaluación de la 

contaminación en la gestión de cuerpos de agua. 

Metodología 

Obtención de los ejemplares 
Especie: Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836) 

 

Figura 30- Juvenil de sábalo (Long. Estándar= 5 cm) y adulto (Long. Estándar = 35 cm). 
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Los ejemplares utilizados provinieron de desoves inducidos en la estación de acuicultura 

del Instituto de Ictiología del Nordeste (INICNE), Facultad de Veterinaria, Universidad Nacional 

del Nordeste (UNNE, Argentina) y de la empresa piscicultora “Pez Campero”.  

En todos los casos, los peces fueron recibidos en nuestro laboratorio con una edad de 

entre 2 y 30 días post fecundación. Durante los primeros días de desarrollo y hasta la reabsorción 

total del vitelo, las larvas y postlarvas fueron alimentadas con huevos decapsulados y larvas 

nauplii de Artemia sp. hasta alcanzar el estadio juvenil (Figura 30) en condiciones de bioterio 

(Figura 31). 

 

Figura 31- Sábalos aclimatados en acuarios del Lab. de Ecotoxicología Acuática en el bioterio central de la 
FCEyN. 

A continuación, se presentan los procedimientos generales y los diseños experimentales 

que se llevaron a cabo a lo largo de la tesis. En las secciones correspondientes se detallará el 

diseño empleado en cada uno de los ensayos, así como los biomarcadores evaluados y las 

técnicas empleadas en las determinaciones analíticas en las distintas matrices. 

Se realizaron cuatro tipos diferentes de bioensayos de exposición: 1) toxicidad letal 

aguda en agua, 2) exposición ex vivo, 3) toxicidad subletal subcrónica en agua y 4) toxicidad 

subletal subcrónica en agua y sedimentos fortificados. 

Estabilidad de la ivermectina en condiciones experimentales 
Previo a la realización de los bioensayos de exposición de IVM en agua, se estudió la 

cinética de la IVM en agua en las condiciones experimentales (decaimiento). Para ello, se 

dispusieron tres acuarios experimentales con 6 L de agua declorada a 25-26 °C con aireación 

constante y un fotoperíodo de 12/12. A dos de los acuarios se les adicionó una alícuota de 

solución madre de IVM en metanol hasta alcanzar una concentración final en cada acuario de 

0,5 y 0,05 mg/L. Luego del adicionado de las alícuotas, los acuarios fueron homogenizados y se 

tomaron dos muestras de 200 ml de agua de cada acuario. Otras dos muestras de 200 ml de 

agua fueron tomadas de cada acuario a las 24, 48 y 72 h de inicio del ensayo de decaimiento 
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(Figura 32). Las muestras fueron almacenadas en frascos de vidrio ámbar y procesadas en el 

mismo día en los laboratorios del departamento de Química Analítica, Gerencia Química de la 

Comisión Nacional de Energía Atómica (CNEA), bajo la coordinación de la Dra. Paola Babay.  

Para ello, las muestras se concentraron mediante extracción en fase sólida (SPE) en 

cartuchos Hypersep C18 (Thermo Scientific, EE. UU.), seguido de elución con metanol antes de 

la inyección en HPLC. La concentración de IVM se midió mediante HPLC de fase inversa acoplada 

a detector UV (Accela, Thermo Scientific, EE. UU.) de acuerdo a Shurbaji et al. (2010). La columna 

empleada fue una Kinetex C18 100A - 100 mm × 4,6 mm, tamaño de partícula de 2,6 μm 

(Phenomenex, EE. UU.). La fase móvil estaba compuesta por 56 % de acetonitrilo/36 % de 

metanol/7,5 % de agua, con 0,5 % de ácido acético. La elución se realizó con un caudal de 1 

ml/min. El detector se fijó a 245 nm. Para la cuantificación, se construyeron curvas de calibración 

para las áreas de los picos, a partir de la inyección de soluciones estándar preparadas 

diariamente agregando cantidades conocidas de IVM al agua de control y procesadas de la 

misma manera que las muestras. Para cada conjunto de muestras duplicadas, se calcularon las 

desviaciones media y estándar después de la interpolación del área del pico cromatográfico IVM 

en la curva de calibración (R2=0,99) (ver Anexo 1 para información más detallada). 

Con la información obtenida de la concentración de IVM a lo largo del tiempo se 

estableció el tiempo de recambio total del medio que asegure mantener estable la 

concentración de IVM a lo largo de los bioensayos. 
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Figura 32- Diseño experimental del ensayo de caída de IVM en condiciones experimentales. 

Aclimatación de los ejemplares 
Los peces utilizados en cada ensayo fueron seleccionados al azar y sometidos a un 

período de aclimatación de al menos una semana en condiciones de laboratorio con 

temperatura y fotoperíodo acordes a las condiciones del ensayo posterior (Figura 33). Durante 

este período se suministró diariamente alimento comercial Otohime B1 (contenido proteico 

51%, grasas 11%, fibra 3%, Marubeni Nisshin Feed, Japón). 
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Figura 33- Juveniles de sábalo aclimatándose en acuarios experimentales previo al inicio de bioensayo. 

1) Toxicidad letal aguda de la ivermectina en agua 
Se evaluó la toxicidad letal aguda de la IVM siguiendo el protocolo Fish, Acute Toxicity 

Testing, Test Guideline No. 203 (OECD, 2019). Los peces fueron expuestos a concentraciones 

crecientes de IVM durante un período de 48 horas, en condiciones semiestáticas (recambio total 

del medio diario) en acuarios de 1 litro con agua declorada (Figura 34). Los ejemplares utilizados 

fueron postlarvas de 22 días de vida postdesove (Long. Estándar=8,67±0,95 mm). Dada la 

hidrofobicidad de la IVM se utilizó como vehículo metanol, por lo que la toxicidad del vehículo 

también fue evaluada. 

La solución madre de IVM (500 mg/L) se preparó disolviendo 0,1250 g de IVM (99,8%, 

Saporiti, Argentina) en 250,00 mL de metanol (p.a., 99,8%, Biopack). Se prepararon diluciones a 

partir de la solución madre hasta alcanzar el volumen final de cada acuario. Las diferencias en la 

concentración del vehículo entre tratamientos fueron compensadas con el agregado de metanol 

hasta obtener una concentración de final de 0,01 %v/v en todos los tratamientos. 

Hacia el final del ensayo, se registraron las mortalidades y las anomalías visibles 

relacionadas como la apariencia y el comportamiento. Se determinó finalmente las 

concentraciones que provocaron la mortalidad del 50% de los peces expuestos (CL50) con la 

metodología PriProbit (Sakuma, 1998), la concentración de efectos no observables (NOEC) y la 

concentración más baja de efectos observables (LOEC). 
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Figura 34- Esquema del diseño y tratamientos empleados en el ensayo de toxicidad letal aguda de la IVM 
en agua. 

2) Exposición ex vivo de branquias  
La exposición de branquias se llevó a cabo en base a la metodología descrita para peces 

de agua dulce por Britto et al. (2012), con modificaciones propuestas por Santillán Deiú et al. 

(2021a). Este tipo de ensayo de corta duración funciona como una herramienta preliminar para 

la evaluación toxicológica y un primer acercamiento a los efectos bioquímicos de los 

contaminantes como la IVM. Los juveniles de sábalo (Long. Estándar= 6,7±0,3 cm; Peso=5,9±0,6 

g) fueron sedados por criosedación en baño de agua y hielo y sacrificados por decapitación. 

Inmediatamente se extrajeron los arcos branquiales y se colocaron 4 hemibranquias en cada vial 

de incubación, los cuales contenían 20 ml de una solución salina para peces de agua dulce 

(Santillán Deiú et al., 2021a) compuesta por: 125 mM NaCl; 2.5 mM KCl; 0.94 mM MgSO4; 30 

mM NaHCO3; 1 mM NaH2PO4; 1.25 mM CaCl2; 10 mM glucosa, a pH 7.4. Además de la solución 

de incubación, cada vial fue asignado al azar a cada uno de los tratamientos: Control, Control de 

vehículo (0,01 % v/v de metanol), IVM 1 (5 µg/L), IVM 2 (50 µg/L) y IVM 3 (500 µg/L). El diseño 

experimental se detalla en la Figura 35. 
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Figura 35- Esquema del diseño experimental ex vivo con branquias de Prochilodus lineatus. 

El tiempo total de exposición fue de 1 hora, a 25±1 °C y con agitación constante a 100 

rpm. Todas las soluciones (solución de incubación y de IVM) se prepararon en el día, al momento 

previo de iniciar el ensayo, y la exposición al tratamiento correspondiente fue inmediata a la 

disección de las branquias. Pasado el tiempo de exposición, las branquias fueron retiradas 

cuidadosamente, secadas en papel absorbente y almacenadas a -80 °C en tubos Eppendorf hasta 

la posterior evaluación de biomarcadores. El ensayo constó de 6 réplicas por tratamiento. 

 

3) Toxicidad subletal subcrónica de la ivermectina en agua 
Juveniles de P. lineatus (N=24; 5,39±0,90 cm de longitud estándar; 4,60± 2,34 g de peso 

total) fueron expuestos individualmente a concentraciones nominales de IVM de 0 (control), 0,5 

μg/L y 1,5 μg/L durante 15y 30 días en acuarios de 6 L (figura 36). También se realizó en paralelo 

un tratamiento control del vehículo (metanol 0,001% v/v). Las concentraciones experimentales 

se seleccionaron en función de las concentraciones ambientales previamente reportadas (Mesa 

et al., 2020; Kövecses y Marcogliese, 2005) y por debajo del valor CL50 obtenido previamente 

para postlarvas (ver ensayo Toxicidad letal aguda de la ivermectina en agua). 
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Figura 36- Esquema del diseño experimental de Toxicidad subletal subcrónica de la IVM en agua. 

Con el fin de facilitar la captura de imágenes para la evaluación comportamental y 

disminuir el contacto visual de los peces entre los tratamientos, las paredes de los acuarios 

fueron cubiertas con papel adhesivo blanco opaco (Figura 37). El ensayo fue semi-estático, con 

renovación total del medio de los tratamientos y los controles cada 48 h. Los peces fueron 

alimentados con Otohime B1 (contenido proteico 51%, grasas 11%, fibra 3%, Marubeni Nisshin 

Feed, Japón).ad libitum una vez por día por la mañana (aproximadamente 10:00 AM). Al finalizar 

el ensayo, los acuarios fueron filmados frontalmente para los análisis comportamentales. A 

continuación, los peces fueron anestesiados por criosedación en baño de agua y hielo, medidos, 

pesados y se les extrajeron las muestras de sangre a través de punción del pedúnculo caudal. 

Luego, se sacrificaron por decapitación para la extracción del hígado, branquias, encéfalo y 

músculo. Las determinaciones hematológicas se realizaron en el momento, y los restantes 

tejidos fueron almacenados a -80 °C hasta su posterior procesamiento. En el caso de las 

branquias, se conservó la mitad del aparato branquial (4 hemibranquias, lado derecho) de cada 

pez en fijador de Bouin por 24 h seguido de un enjuague con agua destilada y posterior 

almacenamiento en etanol 70 % v/v hasta el procesamiento histológico. 

 ontrol  ontrol ve  culo
(metanol 0 001   v v)

 V  baja
(0    g  )

 V  alta
(1    g  )

 Tiempo de exposición: 15 y 30 días 

 n: 1 pez por acuario

 N: 6 réplicas por tratamiento

 Volumen acuario: 6 litros

 Temperatura:25‐26 °C

 Fotoperíodo: 12/12

 Recambio total del medio cada 48 horas

 Aireación constante

 ondiciones 
e  erimentales
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Figura 37- Disposición de acuarios experimentales con laterales y fondo blancos. 

4) Toxicidad subtletal subcrónica en agua y sedimentos fortificados 
En este ensayo se evaluó el efecto producido por la exposición a sedimentos fortificados 

(del inglés spiked) con dos concentraciones ambientales de IVM en juveniles de sábalo. 

Para realizar este experimento se obtuvo sedimento superficial de un humedal de bajo 

impacto antrópico ubicado en el arroyo Las Flores (Luján, provincia de Buenos Aires, Argentina). 

El sedimento de este sitio ha sido utilizado previamente por otros autores (Santillán Deiú et al., 

2021b; Scarcia et al., 2014; Peluso et al., 2013). En el laboratorio, los restos de hojarasca y 

macrofauna fueron removidos manualmente y el sedimento fue secado a temperatura 

ambiente. Posteriormente, el sedimento seco fue finamente molido y tamizado con una malla 

de 1190 μm de apertura. El sedimento tamizado se colocó en recipientes de vidrio ámbar y se 

asignó a uno de tres tratamientos: sedimentos de control y sedimentos fortificados con 2 μg de 

IVM/kg (IVM baja) y 20 μg de IVM/kg (IVM alta). Los sedimentos fortificados se prepararon en 
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un mortero de vidrio mezclando el estándar analítico de ivermectina (99,8%, Saporiti, Argentina) 

disuelto en etanol con un inóculo inicial de sedimento y, luego de homogeneizado, se transfirió 

a recipientes de vidrio color ámbar (Figura 38). Este procedimiento se repitió hasta que se 

fortificó todo el sedimento de cada tratamiento. El contenido de carbono orgánico del 

sedimento fue de alrededor del 5% y la composición del sedimento fue caracterizada 

previamente por Scarcia et al. (2014) con la siguiente distribución granulométrica: arena 61%, 

arcilla 12% y limo 27%. Las concentraciones evaluadas (IVM baja y alta) se seleccionaron 

considerando los niveles máximos informados en el medio ambiente (Mesa et al., 2020). 

 

Figura 38- Fotografías del proceso de fortificado de sedimento y armado final del acuario de exposición. 

Posteriormente a la preparación de los sedimentos, se realizaron los bioensayos 

estáticos de exposición a sedimentos en acuarios de vidrio que contenían 44 L de agua de red 

no clorada y 6 kg de sedimento control (Control) o sedimento fortificado con ivermectina (IVM 

baja y IVM alta). Después de agregar el sedimento a los acuarios, se permitió que el sistema se 

estabilizara durante 24 h antes de agregar animales. Los peces se distribuyeron aleatoriamente 

a cada tratamiento experimental (n = 8 pseudoréplicas) y permanecieron expuestos durante 14 

días bajo aireación y fotoperiodo constantes (12/12); no se suministró alimento durante el 

ensayo. En la figura 39 se presenta un esquema del diseño experimental. Para evaluar la 

partición de la IVM en los diferentes compartimentos ambientales (agua, sedimento y material 

particulado en suspensión), se realizó una prueba similar simultáneamente en acuarios sin peces 

para ambas concentraciones (IVM baja y IVM alta).  

Los parámetros de calidad del agua, incluidos la temperatura, el oxígeno disuelto, el pH 

y la conductividad, se monitorearon periódicamente con una sonda multiparamétrica Hanna Hi 

9812-5 (pH, temperatura y conductividad) y un oxímetro Hanna Hi9147. 
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Para la cuantificación de IVM, se recolectaron muestras de agua (200 mL) y sedimento 

(15 g) de todos los tratamientos y acuarios a las 24 h (después de la estabilización del sistema) 

y 14 días (final del experimento). Las muestras de agua se pasaron a través de un filtro de nylon 

previamente pesado de 0,45 µm de poro para obtener la fracción de material particulado en 

suspensión (MPS). Las muestras de agua filtrada, MPS y sedimentos se almacenaron a -20 °C 

hasta su cuantificación. Después de 14 días de exposición, los peces fueron anestesiados por 

criosedación en baño de agua y hielo (1–2 °C) y fueron medidos y pesados antes de la disección. 

Luego, se sacrificaron por decapitación para la extracción del hígado, branquias, encéfalo y 

músculo. Los órganos disectados fueron almacenados a -80 °C hasta su procesamiento. 

En el caso de las branquias, se conservó la mitad del aparato branquial (4 hemibranquias, 

lado derecho) de cada pez en fijador de Bouin por 24 h seguido de un enjuague con agua 

destilada y posterior almacenamiento en etanol 70 % v/v hasta el procesamiento histológico. 

Debido a las dificultades logísticas en torno a la filmación de acuarios con una alta carga 

de sedimentos y elevada turbidez, no fueron evaluados parámetros asociados al 

comportamiento natatorio. 

 

Figura 39- Esquema del diseño experimental del bioensayo de toxicidad subtletal subcrónica en agua y 
sedimentos fortificados con IVM. 
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Biomarcadores evaluados 
A continuación, se detalla la metodología de todos los biomarcadores evaluados en los 

distintos bioensayos agrupados por tipo y nivel de organización. Es importante mencionar que 

no todos los biomarcadores descriptos fueron evaluados en todos los bioensayos por igual. 

 

Factor de condición 
El factor de condición (FC) de los peces experimentales se estimó de acuerdo con 

Bagenal y Tesch (1978) a partir de la siguiente relación: 

𝐹𝐶 = (
𝑃

𝐿𝑎) × 100 

Donde P: es el peso corporal del pez en gramos; L: longitud del pez en centímetros y a: 

el coeficiente isométrico obtenido de la ecuación longitud-peso de la especie previamente 

calculada por Llamazares Vegh et al. (2014). 

 

Índice hepatosomático 
Se evaluó el índice hepatosomático (IHS) de acuerdo con Sloof et al. (1983): 

𝐼𝐻𝑆 = (
𝑃𝐻

𝑃
) × 100 

Donde PH: es el peso del hígado en gramos y P: es el peso corporal del pez en gramos. 

 

Biomarcadores bioquímicos de biotransformación y de estrés oxidativo 
Las muestras de tejidos almacenadas a -80°C fueron homogeneizadas individualmente 

para obtener la fracción soluble libre de mitocondrias (FPM) con buffer PMS a pH=7,4 (0,1M 

NaH2PO4; 0,15M KCl; 1mM EDTA; 1mM DTT; 10% v/v glicerol) utilizando homogenizador de 

teflón hasta obtener desintegración total del tejido (Nilsen et al., 1998). Alícuotas del 

homogenato inicial se utilizaron para la cuantificación de los niveles de peroxidación lipídica. El 

resto de los homogenatos obtenidos se centrifugaron a 10000g durante 20 min, a 4 °C, se 

descartó el pellet y se separó la FPM para ser utilizada posteriormente en la determinación de 

los distintos biomarcadores bioquímicos. Las distintas alícuotas de la FPM fueron almacenadas 

a -80°C hasta su utilización.  

 

Glutatión-S-transferasa 

Se determinó la actividad enzimática de la glutatión-S-transferasa (GST) de acuerdo con 

Habig et al. (1974), utilizando como sustrato el 1-cloro-2,4-dinitrobenceno (CDNB) el cual es 
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conjugado por las diferentes isoformas de la GST en presencia del glutatión reducido (GSH) 

formando GS-dinitrobenceno (GS-DNB) según la ecuación: 

 

Las alícuotas de FPM fueron incubadas en buffer fosfato de sodio pH=6,5 (0,1 M) 

conteniendo 10 mM GSH y CDNB 20 mM. La formación de GS-DNB se cuantifica 

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 340 nm. La actividad enzimática se 

expresó como nmoles de GS-DNB formados por minuto por mg de proteínas. El coeficiente de 

extinción molar utilizado fue 9,6 mM-1 cm-1. 

 

Glutatión reducido 

Se cuantificaron los niveles de glutatión reducido (GSH) de acuerdo con el protocolo de 

Ellman (1959). El grupo SH del GSH reacciona con el ácido Ditionitrobenzoico (DTNB) de la 

siguiente manera: 

 

El producto TNB por ruptura del puente S-S en el DTNB se detecta con un máximo de 

Absorbancia a 412 nm. La concentración de GSH se calcula a partir de una curva de calibración 

con concentraciones conocidas de GSH estándar. 
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Catalasa 

La actividad enzimática de la catalasa (CAT) se determinó siguiendo el método de 

Beutler (1982) el cual se basa en monitorear la descomposición del peróxido de hidrógeno (H2O2) 

en el tiempo a una longitud de onda de 240 nm. La reacción que cataliza esta enzima es la 

siguiente: 

 

Las alícuotas de FPM fueron incubadas a 30 °C en tampón para CAT a pH= 8 (Tris Base 

1M+EDTA 5 mM) conteniendo H2O2 2 mM, registrándose los cambios en la absorbancia cada 15 

segundos durante 3 minutos. La actividad de la CAT fue expresada como μmoles de H2O2 

consumidos por minuto por mg de proteínas totales. El coeficiente de extinción utilizado fue 

0,071 mM-1 cm-1. 

 

Peroxidación lipídica 

Los niveles de peroxidación lipídica (LPO) fueron determinados por medio de la reacción 

del ácido tiobarbiturico (TBARS por las siglas en inglés Thiobarbituric acid reactive substances) 

con los productos finales de la peroxidación lipídica bajo condiciones de acidez y alta 

temperatura, generando un cromógeno que fue medido por fluorometría. Se siguió la 

metodología propuesta por Ohkawa et al. (1979) y Oakes y van der Kraak (2003). De esta forma 

se tomó una porción de tejido (hígado, encéfalo o branquias) se homogeneizó con buffer PMS 

(Nilsen et al., 1998) con un factor de dilución de 8 para encéfalo y 10 para branquias e hígado.  

El homogenato diluido fue añadido a la mezcla de reacción conteniendo: 8,1% SDS; ácido 

acético 20% (pH=3,5); TBA 0,8% y 200 μl BHT, se incubó en un baño termostatizado a 95 ºC 

durante 1h. Luego de enfriar los tubos se agregó agua MilliQ, n-butanol (99.4%) y se mezcló por 

inversión. Por último, se centrifugó a 2000 g durante 10 min, a 15 ºC y se extrajo la fase orgánica. 

Sobre esta fase se evaluó por fluorometría la presencia del cromógeno con una longitud de onda 

de excitación de 515 nm y 553 nm de emisión. La concentración de los productos finales de la 

peroxidación lipídica fue expresada como nmoles TBARS por g de tejido y se usó 

tetramethoxypropane (TMP) como estándar externo. 

 

Capacidad antioxidante frente a radicales peroxilos 

La capacidad antioxidante frente a los radicales peroxilo (ACAP por las siglas en inglés 

Antioxidant capacity againts peroxyradicals) se evaluó de acuerdo con el protocolo propuesto 

por Amado et al. (2009). Esta metodología está basada en la detección de EROs por fluorometría 
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(ex/em: 485/520 nm) empleando como sustrato diacetato de 2′,7′-diclorofluoresceína (H2DCF-

DA). Las alícuotas de FPM de los diferentes órganos (branquias, hígado y encéfalo) se expusieron 

a radicales peroxilo generados por descomposición térmica (35 °C) de 2,2′-azobis (2 

metilpropionamidina) diclorhidrato (ABAP, 4 mM). La capacidad antioxidante total contra los 

radicales peroxilo se estimó como la diferencia entre el contenido de EROs con y sin ABAP (Figura 

40). 

 

Figura 40- (a) Diagrama de flujo de la metodología empleada para la medición de la capacidad 
antioxidante frente a radicales peroxilo mediante la determinación de la concentración de especies reactivas de 
oxígeno (EROs) en ausencia y presencia de ABAP (diclor idrato de 2  2′-azobis 2 metilpropionamidina). H2DCF-DA: 
diacetato de 2′ 7′-diclorofluoresceína. H2D  : 2′ 7′-diclorofluoresceína. DCF: H2DCF oxidado. (b) Resultados de una 
ejecución típica que muestra registros de fluorescencia a lo largo del tiempo con y sin ABAP. (modificado de Amado 
et al., 2009). 

Valores altos de fluorescencia relativa indican una baja capacidad antioxidante, ya que 

se obtuvieron altos niveles de fluorescencia después de agregar ABAP, lo que refleja una baja 

competencia para neutralizar los radicales peroxilo (Amado et al., 2009). 
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Biomarcadores bioquímicos de neurotoxicidad 

Acetilcolinesterasa 
La actividad de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se determinó en alícuotas de 

encéfalo y músculo de acuerdo con el protocolo de Ellman (1961) con algunas adaptaciones. La 

AChE hidroliza ésteres de colina (acetiltiocolina) en tiocolina, la cual reacciona con el reactivo de 

Ellman (DTNB) generando TNB mediante la siguiente reacción: 

 

Las alícuotas de FPM de músculo y encéfalo fueron incubadas a 25 °C en buffer Fosfato 

de sodio 0,1 M (pH= 7,4) conteniendo reactivo de Ellman (DTNB, 0.01 M) registrándose los 

cambios en la absorbancia a 412 nm cada 30 segundos durante 2 minutos La actividad de AChE 

fue expresada como nmoles de sustrato hidrolizados por minuto por mg de proteínas totales. El 

coeficiente de extinción utilizado fue 13,6 mM-1cm-1 

 

Concentración de proteínas en la fracción soluble libre de mitocondrias 
El contenido de proteínas de la FPM de los órganos almacenados a -80 °C fue 

determinado por medio del método de Lowry et al. (1951) utilizando seroalbúmina bovina como 

estándar de referencia. El contenido de proteínas de cada FPM fue utilizado para expresar la 

actividad específica de las enzimas evaluadas. 

Biomarcadores comportamentales 
Al final de los bioensayos de exposición en agua, se analizó el comportamiento de 

natación grabando en video cada acuario durante 10 min (Figura 41) con una cámara Nikon 1 J2 

a 24 fps. 
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Figura 41- Disposición de la cámara para la filmación frontal de los acuarios experimentales. 

Los primeros 5 min se excluyeron del análisis porque se consideró un período de 

adaptación a la configuración de la cámara de video y el proceso de filmación. Cada acuario se 

marcó externamente en el cristal frontal a 3 alturas diferentes (inferior, media y superior) (Figura 

42).  

 

Figura 42- Vista frontal de un acuario experimental. En los laterales es posible ver las marcas que definen 
los estratos del acuario (inferior, medio y superior). 
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El tiempo de permanencia de cada pez en cada uno de los estratos del acuario se utilizó 

para calcular el tiempo de nado por estrato (uso de la columna de agua). También se estimó la 

velocidad de natación de rutina (NR) (Long. Estándar/s), la distancia total recorrida por cada pez 

(DTR) (m) y el tiempo total en actividad natatoria (TTA) (% del tiempo total y tiempo en 

segundos) Los análisis de video se realizaron con el software EthoVision XT (Noldus). La 

velocidad de natación de rutina se midió como la tasa media de desplazamiento de un pez 

individual durante una actividad sin disturbios y en ausencia de alimento (Fuiman et al., 1999). 

Se estudió también la respuesta de escape frente a un estímulo visual mediante un video 

de alta velocidad (400 fps). El estímulo visual fue una tarjeta plástica blanca (10 × 25 cm) con un 

círculo negro (9 cm de diámetro) que se balanceó sobre el acuario y que generó una respuesta 

de escape en el pez. El círculo negro imita la silueta frontal de un depredador atacante. Se 

registró la velocidad máxima de nado (VMN en Long. Estándar/s) desarrollada durante la 

respuesta de escape. El análisis de video de alta velocidad se realizó con el software Tracker 

5.1.5 (Brown, 2013). 

Biomarcadores histológicos  
Una vez removido el opérculo del lado derecho (en posición anatómica del animal, ver 

figura 35), se removieron los cuatros arcos y se los fijó en solución de Bouin por 24 h; 

posteriormente fueron transferidos a etanol 70 % v/v para su conservación. Posteriormente las 

piezas se deshidrataron en alcohol etílico de gradación creciente: 70°, 80°, 96°, 100° por 15 min 

cada. Luego se realizó un pasaje de 10 min. por xilol para aclaración, y se incluyeron en parafina 

Paraplast® (Fisherbrand, Fisher, Washington, E.E.U.U.; punto de fusión 56-58 ºC) por 4 h. Se 

realizaron cortes histológicos de 5 μm de espesor en microtomo de rotación (Leitz Wetzlar 1212 

Leica, Alemania). Las láminas se montaron en portaobjetos previamente gelatinizados p.a. 0,1% 

(Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE. UU.) para favorecer la adherencia y se colorearon con 

la coloración Tricrómica de Masson, Hematoxilina-Eosina o Azul Alcian (AB por las siglas en 

inglés, Alcian Blue) para detectar mucopolisacáridos ácidos; luego se procedió al montaje 

definitivo (DPX® Sigma) (ver Anexo 2 para más detalles de la metodología). 

Los preparados obtenidos de esta forma se observaron con un microscopio Nikon 

Microphot FX en busca de alteraciones histopatológicas debidas a la exposición. Los cortes se 

fotografiaron utilizando una cámara digital Nikon Coolpix 5400 acoplada al microscopio.  

Se identificaron cualitativamente histopatologías como ser alteraciones circulatorias 

producidas por los fluidos de la sangre y tejidos (ej. hemorragias, aneurismas); cambios 

regresivos que revelen disfunción del órgano/tejido (ej. atrofias, necrosis); cambios progresivos 

que indican aumento de la actividad celular (ej. hipertrofia, hiperplasia); procesos inflamatorios 
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asociados a otros patrones de reacción (ej. infiltraciones, tumores benignos o malignos) 

(modificado de Bernet et al. 1999). 

Biomarcadores hematológicos 
Al finalizar los ensayos de exposición en agua, aproximadamente 100-150 µL de sangre 

fueron obtenidos por punción del pedúnculo caudal con jeringa y aguja (27G 1/2) heparinizadas. 

Posteriormente las muestras de sangre fueron almacenadas en tubos Eppendorf previamente 

heparinizados hasta su procesamiento. Los análisis hematológicos se realizaron de acuerdo con 

Rey Vázquez y Guerrero (2007), con las modificaciones que se describen a continuación.  

Medición de glucemia 

Luego de la punción caudal, se obtuvo una primera gota de sangre para la medición de 

la glucosa utilizando una tira reactiva descartable (Accu-Chek® Performa, Roche). Esta medición 

de glucosa se basa en un sistema electroquímico que detecta corrientes eléctricas después de 

que la muestra de sangre reacciona químicamente con la tira reactiva. Cada una de las tiras 

reactivas poseen una variante mutante de la glucosa deshidrogenasa quinoproteica (Mut, Q-

GDH) de Acinetobacter calcoaceticus, recombinante en Escherichia. coli, que convierte la glucosa 

presente en la muestra de sangre en gluconolactona. Esta reacción crea una corriente eléctrica 

continua que es censada por el equipo y utilizada para estimar la concentración de glucosa en 

sangre (Nuntapaitoon et al., 2019). La concentración de glucosa fue expresada en mg/dL. 

El método utilizado fue inter calibrado en nuestro laboratorio con el método estándar 

de glicemia enzimática (Wiener Lab). En este método, la glucosa se determina luego de la 

oxidación enzimática en presencia de glucosa oxidasa. El peróxido de hidrógeno (H2O2) 

resultante reacciona bajo catálisis de la peroxidasa con fenol y 4-aminofenazona para producir 

una coloración de rojo-violeta quinoneimina que permite la cuantificación. Dado que se lograron 

cuantificaciones de glicemia similares entre ambos métodos, se prosiguió con las mediciones 

utilizando el kit rápido de Accu-Chek® Performa. 

Recuento de glóbulos rojos 

Dentro de las primeras 2 h después de la extracción de sangre, se realizó el recuento de 

glóbulos rojos (RGR) en cámara de Neubauer con el método propuesto por Natt-Herrick (1952). 

Se escurrieron 5 µL de sangre en 1 ml de solución de Natt-Herricks. Se tapó el tubo y se 

mezcló la sangre diluida por 2 minutos. Luego se cargó la cámara de Neubauer con una 

micropipeta y se dejó reposar unos minutos hasta no observar movilidad de los eritrocitos. Se 

realizó el recuento en microscopio óptico como indica la figura 43. 
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Figura 43- a) Vista frontal de cámara de Neubauer con la zona central marcada en rojo; b) Detalle en el 
que se observan los dos retículos grabados en la zona central c) Áreas de una de las dos grillas de una cámara de 
Neubauer donde debe realizarse el conteo de eritrocitos; d) detalle de la sección pequeña donde deben hacerse 
los conteos. 

 

Se contabilizan los eritrocitos de cada área (5 áreas) y se suman. Luego se contabilizan 

los eritrocitos de la segunda grilla de la cámara. Las dos sumas de eritrocitos se promedian para 

realizar el siguiente cálculo: 

𝑅𝐺𝑅 =
𝐸𝑟𝑖𝑡𝑟𝑜𝑐𝑖𝑡𝑜𝑠

𝐿
= 𝑁 ×

400

80
× 10 × 200 × 106  

Donde N: eritrocitos contados en 80 de los 400 cuadrados pequeños; 10: factor de 

volumen; 200: factor de dilución. 

Hematocrito 

Los valores del hematocrito (Ht%) se determinaron a través del micrométodo. Se cargó 

un capilar heparinizado hasta unos 5 mm por debajo de su límite. Luego, el extremo inferior del 

capilar fue sellado con ayuda de masilla plástica. Los capilares fueron centrifugados a 1409 g 

durante 5 minutos. El hematocrito se calculó como la proporción porcentual que ocupan los 

glóbulos rojos en el total de la columna del capilar ocupado con plasma (Figura 44).  
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Figura 44- Políptico de los principales pasos para la estimación del hematocrito. a) Obtención de muestra 
en Eppendorf heparinizado; b) carga del capilar; c) sellado del capilar con masilla plástica; d) Centrifugación del 
capilar; e) obtención de la fracción celular y plasma post centrifugación; f) cálculo del hematocrito mediante la 
relación glóbulos rojos/plasma. 

Concentración de hemoglobina 

La concentración de hemoglobina se determinó utilizando el método de la 

cianometahemoglobina propuesto por Houston (1990). La hemoglobina presente en la muestra 

se oxida a metahemoglobina en presencia de ferricianuro que a su vez se combina con iones 

cianuro a pH 7,2 convirtiéndose en cianometahemoglobina, un compuesto muy estable. Su 

absorbancia se midió espectrofotométricamente a 540 nm (hemogloWiener reactive, Wiener 

Lab.) y es directamente proporcional a la concentración de hemoglobina. Una alícuota de 10 μl 

de sangre se adicionó con micropipeta a 2,5 ml de reactivo hemolizante. Las muestras se 

centrifugaron para remover el material nuclear disperso. Luego se midió la absorbancia al 

espectrofotómetro contra el blanco del reactivo. 

La Hb se obtiene del siguiente cálculo: 

𝐻𝑏𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 = 𝑓 × (𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜) 

Con el factor 𝑓 =
𝐻𝑏𝐸𝑠𝑡

(𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝐸𝑠𝑡−𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎𝑏𝑙𝑎𝑛𝑐𝑜)
 

donde HbEst es la concentración en g/l de la hemoglobina correspondiente al lote de 

hemogloWiener Standard. 
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Índices hematimétricos 

A partir de los parámetros sanguíneos obtenidos se calcularon, según Ranzani-Paiva et al. 

(2013), los siguientes índices hematimétricos: 

● Hemoglobina corpuscular media (HCM): 

𝐻𝐶𝑀 (𝑝𝑔) =
𝐻𝑏 × 10

𝑅𝐺𝑅
 

● Concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM): 

𝐶𝐻𝐶𝑀(%) =
𝐻𝑏 × 100

𝐻𝑡%
 

● Volumen corpuscular medio (VCM): 

𝑉𝐶𝑀(𝑓𝐿) =
𝐻𝑡% × 10

𝑅𝐺𝑅
 

 

Biomarcadores isotópicos 

Determinación de señales isotópicas de carbono y nitrógeno 

Las muestras de músculo destinadas al análisis isotópico se secaron en un horno de 

laboratorio a 60°C durante 48 horas y fueron homogenizadas con un mortero. Cada muestra fue 

colocada en una cápsula pequeña de estaño y se utilizó 1 mg de peso seco para el análisis. 

Las proporciones de isótopos estables de nitrógeno y carbono se determinaron 

mediante un espectrómetro de masas de flujo continuo (Thermo Scientific DELTA V Advantage 

acoplado vía la interfaz ConFlo IV a un Analizador Elemental Flash 2000). Las concentraciones 

elementales de carbono y nitrógeno ([C]% y [N]%) se midieron en el Laboratorio de Isótopos 

Estables en Ciencias Ambientales (UTN- FRSR- CONICET). Las relaciones isotópicas se expresaron 

en notación delta estándar [δ valores (‰)] de acuerdo con la siguiente fórmula: 

𝛿𝑋 = [(
𝑅𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝑅𝑒𝑠𝑡á𝑛𝑑𝑎𝑟
) − 1] × 1000 

donde X es 13C o 15N y R la relación 15N/14N o 13C/12C de muestras o estándares 

internacionales (carbonato de piedra caliza belemnita Vienna Pee Dee, V-PDB, para carbono y 

aire atmosférico para nitrógeno). La precisión de medición fue <0,1 ‰ para δ13C y δ15N. El δ15N 

se calibró con respecto a las escalas AIR utilizando USGS40 y USGS41a y V-PDB para la calibración 

de δ13C. La incertidumbre de medición se determinó utilizando tres patrones internos: IRM-1 

(cafeína IECA 17, δ13C -33,02 ± 0,09 ‰, δ15N -2,02 ± 0,1 ‰), IRM-2 (colágeno IECA 17, δ13C -18,16 

± 0,9 ‰, δ15N +11,07 ± 0,08 ‰) e IRM-3 (sacarosa, δ13C -12,02 ± 0,09 ‰). La precisión para δ15N 

y para δ13C fue ± 0,08 ‰, ambas se determinaron mediante repetidas mediciones de los 

patrones de calibración, patrones de verificación y réplicas de muestra. La exactitud se estimó 
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en ± 0,11 para δ15N y ± 0,10 para δ13C con base en la diferencia entre los valores δ observados y 

conocidos de los estándares. La incertidumbre analítica total fue de ± 0,1 ‰ para δ15N y ± 0,09 

‰ δ13C. 

Tratamiento estadístico de los datos 
Para la presentación de los resultados de los distintos tratamientos y controles se optó 

por el diagrama de cajas y bigotes (Boxplot por sus siglas en inglés). El rectángulo abarca el rango 

(o intervalo) intercuartílico (RIC) de la distribución, representando el primer cuartil (25%) y el 

tercer cuartil (75%), conteniendo el 50% de las observaciones centrales. El valor de la mediana 

se representa como una línea continua dentro de la caja. En esta representación, los límites 

externos o “bigotes” contienen las observaciones con valores por fuera del primer y tercer 

cuartil. Los límites de los bigotes no superan 1,5 veces el RIC. 

Las diferencias entre los grupos de control y control vehículo (si correspondían) se 

evaluaron mediante la prueba t de Student. En todos los casos, se evaluó la normalidad y 

homogeneidad de varianza de los datos utilizando las pruebas de Shapiro Wilks y Bartlett, 

respectivamente. Para la comparación de medias entre los diferentes tratamientos se realizó un 

análisis de la varianza de una vía (ANOVA) con la prueba post hoc apropiada (test de Tukey). Para 

aquellas variables que no cumplieron el requisito de normalidad u homocedasticidad de 

varianzas, se empleó la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis seguido del test de 

comparaciones múltiples post hoc de Dunn. Las diferencias entre medias se consideraron 

significativamente diferentes cuando el valor p<0.05. Los análisis estadísticos se realizaron 

utilizando R (R Core Team, 2020). 

Dentro de la familia de marcadores comportamentales, las comparaciones entre el uso 

de la columna de agua entre tratamientos se evaluaron mediante un análisis multivariante de la 

varianza (MANOVA), donde las variables independientes son los grupos (tratamientos) y las 

variables dependientes son los predictores (tiempo (s) de permanencia en cada uno de los 

estratos). La normalidad multivariada se evaluó con la prueba de Mardia. La equivalencia de las 

matrices de covarianza (conocida como “homocedasticidad multivariada”) se evaluó con la 

prueba M de Box. 

Con el fin de obtener una interpretación holística de los efectos tóxicos generados por 

la IVM, se realizó un análisis discriminante lineal (ADL). En el ADL, las variables independientes 

(parámetros biológicos) son los predictores y las variables dependientes son los grupos 

(tratamientos). En este estudio se aplicó el ADL para explicar la contribución de las variables 

continuas originales (respuestas de biomarcadores) por grupo de biomarcadores 
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(hematológicos, bioquímicos y comportamentales). Para explicar la importancia relativa de las 

variables explicativas individuales en las funciones discriminantes, se calculó el índice de 

potencia de cada variable (Hair et al., 2010).  

Además, se realizó un análisis de validación cruzada basado en la distancia mínima de 

Mahalanobis a la media del grupo para evaluar la correcta asignación de los individuos a cada 

tratamiento. La distancia de Mahalanobis se calcula a partir de la matriz de covarianza agrupada 

dentro del grupo, lo que proporciona un clasificador discriminante lineal. La validación cruzada 

se utilizó para comprobar la capacidad predictiva de la función discriminante. Para establecer el 

sesgo del análisis de clasificación cruzada, se realizó una prueba kappa de Cohen, que estima la 

mejora sobre la probabilidad de las tasas de clasificación porcentual corregidas (Titus et al., 

1984). Este último análisis permite evaluar si los resultados del análisis de validación cruzada 

son diferentes a los obtenidos por azar utilizando la escala de la tabla 4. 

Tabla 4- Tabla para la interpretación del valor obtenido para la prueba Kappa de Cohen.  

Valor de Kappa de Cohen Categorización de la concordancia 

0 No hay concordancia 

0,01-0,2 Pobre concordancia 

0,21-0,40 Concordancia justa 

0,41-0,60 Concordancia moderada 

0,61-0,80 Concordancia substancial 

0,81-0,99 Concordancia casi perfecta 

1 Concordancia perfecta 

 

Todos los análisis multivariantes se realizaron con el software Past 3.26 (Hammer et al., 

2001). 

Resultados 

Estabilidad de la ivermectina en condiciones experimentales 
La tasa de recuperación del método de extracción fue del 84,73±7,40 %; el límite de 

cuantificación y el límite de detección fueron de 0,01 mg/L y 0,005 mg/L, respectivamente. 

Las concentraciones medidas de IVM en muestras replicadas de agua tomadas a las 0, 

24, 48 y 72 h de los acuarios que contenían 0,05 y 0,5 mg/L de IVM se indican en la Tabla 5. Las 

concentraciones medidas en el tiempo 0 fueron del 88 % y el 72 % de las concentraciones 

nominales (0,05 y 0,5 mg/L respectivamente). Después de 24 h, las concentraciones medidas 

aumentaron un 13,9 % y un 2,7 % por encima de las concentraciones nominales. A las 48 h la 
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concentración medida rondaba el 50% de la concentración original, estableciéndose 48 h como 

tiempo razonable para la renovación total del medio durante el experimento. No se detectó IVM 

en muestras del acuario de control. 

Tabla 5- Resultados del ensayo de caída de las concentraciones de ivermectina en condiciones 
experimentales. Concentraciones reales de IVM en agua a las 0 h, 24 h, 48 h y 72 h posterior al agregado de alícuota 
inicial de solución madre de IVM. 

Tiempo (h) 0,05 mg/L   0,5 mg/L 

Concentración real 

(mg/L) 

% 

  

Concentración real 

(mg/L) 

% 

0 0,044 ± 0,004 88,0  0,360 ± 0,033 72,1 

24 0,057 ± 0,012 113,9  0,513 ± 0,087 102,7 

48 0,025 ± 0,009 51,0  0,281 ± 0,028 56,2 

72 0,014 ± 0,006 27,9   0,214 ± 0,031 42,9 

Los valores indican el promedio ± la desviación estándar de las concentraciones reales registradas en dos 
muestras tomadas de un mismo acuario experimental. El % indica los valores para las concentraciones medidas 
expresadas como porcentaje de la concentración nominal. 
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Toxicidad letal aguda de la ivermectina en agua 
No se registró mortalidad en ninguno de los acuarios control y control vehículo. En todos 

los tratamientos con IVM se observaron signos de aletargamiento en los peces. En las 

concentraciones más altas de IVM se observó pérdida del equilibrio y nado lateralizado. 

La mortalidad registrada en los diferentes tratamientos se presenta en la tabla 6. 

Tabla 6- Mortalidad registrada en el ensayo de toxicidad letal aguda de la ivermectina en agua para la 
estimación del LC50 de 48 h.  

  Concentraciones IVM ensayadas (µg/L) 

  Control Control vehículo 0,5 1 2,5 5 

Número de sobrevivientes 

Réplica 1 5 5 5 0 0 0 

Réplica 2 5 5 5 5 3 0 

Réplica 3 5 5 5 5 4 0 

 Total vivos 15 15 15 10 7 0 

 Total muertos 0 0 0 5 8 15 

 

La CL50 de 48 horas de postlarvas de P. lineatus estimada por el método PriProbit fue de 

1,7492 µg/L (IC 95%: 1,2959-2,3846) (Figura 45). Los valores de NOEC y LOEC obtenidos 

experimentalmente fueron de 0,5 y 1,0 µg IVM/L respectivamente. 

 

Figura 45- Curva de mortalidad obtenida en el ensayo de toxicidad letal aguda de la ivermectina en agua. 
Las líneas punteadas indican la intersección donde ocurre el 50% de la mortalidad y su respectiva concentración 
estimada (escala logarítmica). 
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Exposición ex vivo de branquias de Prochilodus lineatus 
No se observaron diferencias significativas entre el control y el control vehículo de 

metanol (0,01% v/v) (p>0,05), por lo que todas los contrastes y análisis fueron realizados con el 

tratamiento control de vehículo. 

En la figura 46 se muestran los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores 

evaluados en este bioensayo. No se observaron diferencias significativas entre el control y los 

tratamientos (test de Tukey, p>0,05) con IVM para ninguno de los parámetros analizados. 

 

Figura 46- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en branquias de P. lineatus sometidas a tres concentraciones de ivermectina diferentes: 5, 50 
y 500 µg/L. 

 

El análisis de discriminante lineal (ADL) fue realizado incluyendo todos los 

biomarcadores evaluados en las branquias (Figura 47). El ordenamiento de los datos utilizando 

la función discriminante no reveló diferencias entre los tratamientos y el control, mostrando un 

alto grado de solapamiento entre los grupos. 
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Figura 47- Análisis de discriminante lineal agrupando por tratamientos e incluyendo todos los 
biomarcadores evaluados. El área celeste representa el Control y los colores verde, amarillo y rojo representan los 
tratamientos de 5, 50 y 500 µg/L de ivermectina respectivamente. 

 

En análisis de clasificación reportó un 58,33% de asignación correcta de las muestras a 

su respectivo tratamiento, con un coeficiente kappa de Cohen de 0,44 indicando una diferencia 

moderada o justa con respecto a lo obtenido por azar. 

El análisis de los índices de potencia (Tabla 7) mostró que la actividad de la enzima CAT 

y la capacidad antioxidante contra radicales peroxilos (ACAP) juegan un rol dominante en el 

análisis discriminante. 

Tabla 7- Resultados del análisis de discriminante con los biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo 
en branquias de P. lineatus. 

Parámetro 

Pesos de la primera 

función 

discriminante 

Pesos de la segunda 

función 

discriminante 

Pesos de la tercera 

función 

discriminante Índice de potencia 

GSH 0,0062553 0,00050056 0,0059492 0,00002 

GST -0,042148 -0,0066488 0,0027273 0,00089 

TBARs -0,0087064 0,012853 0,042596 0,00012 

ACAP 0,10613 0,29514 -0,30334 0,04057 

CAT -1,8412 1,1018 0,60165 2,15140 
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Toxicidad subletal subcrónica de la ivermectina en agua: 15 días de 

exposición 
Durante los experimentos, no se registró mortalidad en ninguno de los tratamientos con 

IVM o controles. No se observaron diferencias significativas entre el control y el control del 

vehículo para los biomarcadores comportamentales, morfométricos, hematológicos o 

bioquímicos. Por lo tanto, todas las comparaciones y contrastes estadísticos se realizaron con 

los datos de control del vehículo. Debido a una serie de dificultades logísticos y de 

envejecimiento de las muestras a raíz de la pandemia del virus SARS-CoV-2, los hígados de los 

diferentes tratamientos no fueron evaluados en este experimento, como así tampoco los niveles 

del antioxidante GSH. 

Índices fisiológicos y morfométricos 
El factor de condición (FC) mostró valores subóptimos (≤1) durante todo el experimento 

(Tabla 8). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos IVM y 

el control del vehículo para los tiempos ensayados. El índice hepatosomático (IHS) mostró una 

tendencia a aumentar con las concentraciones de IVM no significativas (Tabla 8). 

Tabla 8- Factor de condición (FC) e índice hepatosomático (IHS) de juveniles de P. lineatus registrado al 
final del experimento de 15 días de exposición a ivermectina en agua. 

Índice Control 
IVM (0,5 

µg/L) 

IVM (1,5 

µg/L) 

FC 0,94 ± 0,05 0,92 ± 0,03 0,91 ± 0,03 

IHS 1,08 ± 0,22 1,26 ± 0,28 1,25 ± 0,22 

Los valores indican la media ± error estándar. 

 

Biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo 
Los niveles de actividad de la enzima GST en las branquias mostraron una disminución 

significativa en la concentración más baja de IVM en comparación con el grupo de control (test 

de Tukey, p = 0,022) (Figura 48). Los niveles de actividad de las enzimas antioxidantes y 

detoxificantes de CAT y GST (excepto el mencionado), ACAP y los niveles de peroxidación lipídica 

(TBARS) en encéfalo y branquias no mostraron diferencias significativas en comparación con el 

grupo de control en ninguno de los tratamientos (Figura 48 y 49). 
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Figura 48- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en branquias tras una exposición de 15 días a dos concentraciones de IVM. *indica diferencias 
significativas frente al control (test de Tukey, p<0,05). 

 

 

Figura 49- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en encéfalo tras una exposición de 15 días a dos concentraciones de IVM. 
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Una tendencia no significativa de aumento (p > 0,05) en la actividad de AChE se asoció 

con el aumento de las concentraciones de IVM (Figura 50). 

 

Figura 50- Boxplot de los resultados obtenidos para la actividad de la enzima acetilcolinesterasa cerebral 
evaluados en encéfalo tras una exposición de 15 días a dos concentraciones de IVM. 

Biomarcadores comportamentales: comportamiento natatorio 
Se observaron efectos asociados al tratamiento con IVM en el comportamiento de 

natación (Figura 51). Los peces tratados con la concentración más baja de IVM tuvieron una 

disminución significativa (p= 0,046) en la velocidad durante la respuesta de escape en 

comparación con el grupo de control. Los peces tratados con la concentración más alta de IVM 

tuvieron un ligero decaimiento en la proporción de tiempo en actividad, la velocidad de natación 

de rutina y la distancia total recorrida; sin embargo, todas estas diferencias no fueron 

significativas (p ≥ 0,05). El uso de la columna de agua de los peces tratados con IVM no fue 

significativamente diferente del grupo de control (Figura 52). 
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Figura 51- Boxplot de los resultados obtenidos para la natación de rutina, velocidad de escape y distancia 
total recorrida de juveniles tras una exposición de 15 días a dos concentraciones de IVM. El histograma muestra la 
proporción porcentual del tiempo en actividad natatoria por tratamiento. *indica diferencias significativas frente 
al control (test de Tukey, p<0,05). 

 

Figura 52- Proporción porcentual del tiempo de permanencia en cada estrato del acuario de los juveniles 
expuestos a dos concentraciones de IVM. 
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Biomarcadores hematológicos 
Los parámetros hematológicos y los índices asociados no mostraron diferencias 

significativas entre las concentraciones de IVM y los grupos control (Tabla 9). 

 

Tabla 9- Parámetros hematológicos de juveniles expuestos 15 días a dos concentraciones de IVM. 

Índice Control IVM (0,5 µg/L) IVM (1,5 µg/L) 

Glucemia (mg/dL) 38,5 ± 6,9 35,0 ± 3,3 37,7 ± 4,6 

Ht% 18,33 ± 2,69 18,2 ± 1,1 15,2 ± 2,1 

Hb (g/dL) 5,39 ± 1,58 7,24 ± 1,88 4,29 ± 1,17 

RGR (x106/ µL) 1,36 ± 0,47 1,53 ± 0,14 0,89 ± 0,38 

VCM (fL) 189,8 3± 50,28 119,52 ± 14,43 422,39 ± 182,68 

HCM (pg) 4,36 ± 0,611 4,73 ± 1,19 9,42 ± 3,66 

CHCM (%) 26,05 ± 5,38 42,09 ± 13,09 23,16 ± 3,47 

Los valores indican la media ± error estándar. 

Análisis discriminante (estadística multivariada) 
Se realizó un ADL por separado para cada conjunto de biomarcadores (hematológicos, 

comportamentales y bioquímicos/estrés). Usando las funciones discriminantes, el 

ordenamiento de los datos bioquímicos y de comportamiento mostró diferencias entre el 

control y los tratamientos, a pesar de la ocurrencia de superposiciones entre las concentraciones 

de IVM (Figura 53). Los marcadores hematológicos mostraron una alta superposición entre 

controles y tratamientos. 
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Figura 53- Ordenamiento de los datos del análisis discriminante lineal (ADL) que representan el efecto 
general para cada conjunto de biomarcadores de estrés bioquímico/oxidativo (encéfalo y branquias), hematología 
y comportamiento. Área gris grupo control; área azul: baja concentración de  V  (0   μg  ) y área roja: alta 
concentración de  V  (1   μg  ). 

Se observaron valores elevados en el análisis de clasificación cruzada correcta para los 

parámetros bioquímicos/estrés en encéfalo (91,67 %) seguido de branquias (83,33 %) con un 

valor Kappa alto (Kappa>0,81, clasificación correcta, casi perfecta) (Tabla 10). Los datos de 

comportamiento mostraron un porcentaje global de clasificación cruzada correcta del 77,78% 

frente al 33,33% de concordancia obtenida por el azar (Kappa= 0,66, sustancialmente correcta). 

El conjunto de parámetros hematológicos mostró el porcentaje más bajo de clasificación 

cruzada correcta (66,67 %) con un valor de Kappa bajo (Kappa = 0,5) que indica un nivel 

moderado de concordancia no aleatoria.  

El índice de potencia mostró que ACAP y CAT, en encéfalo y branquias, desempeñaron 

un papel dominante en el análisis discriminante con los biomarcadores bioquímicos/de estrés.  

En cuanto a los marcadores comportamentales, la natación de rutina (NR) desempeñó 

el papel principal en el análisis discriminante mostrando el índice de potencia más alto. En el 

caso de los biomarcadores hematológicos, HCM y Hb fueron los que jugaron un mayor papel en 

el análisis discriminante entre tratamientos (Tabla 10). 
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Tabla 10- Resultados del análisis discriminante del conjunto de datos de biomarcadores 
bioquímicos/estrés (encéfalo y branquias), hematológicos y de comportamiento. 

Grupo de 

biomarcadores   Parámetro 

Pesos de la 

primera función 

discriminante 

Pesos de la 

segunda función 

discriminante 

Índice de 

potencia 

% de 

clasificación 

correcta 

Hematológicos 

 Glucosa 0,029112 -0,015714 0,0007 

66,67 

 Ht% -0,23193 -0,044226 0,0449 

 Hb 0,12981 1,4101 0,3553 

 RGR 1,91E-12 -3,07E-12 0,0000 

 VCM -0,014407 0,013862 0,0002 

 HCM 1,0499 -0,95337 1,0691 

 CHCM -0,16649 -0,14779 0,0267 

Bioquímicos y de 

estrés 

Encéfalo 

GST 0,079743 0,016858 0,0038 

91,67 
TBARs 0,071555 0,082535 0,0058 

ACAP 14,115 -3,6565 121,4523 

CAT -1,4293 -0,61023 1,3438 

Branquias 

GST 0,038743 -0,057857 0,0022 

83,33 
TBARs -0,064529 -0,049355 0,0035 

ACAP 4,3839 3,4436 16,5173 

CAT -3,0126 -1,7141 6,8232 

Comportamentales 

 NR 7,2275 1,5586 48,3110 

77,78 
 DTR -0,0065027 4,30E-05 0,0000 

 VMN -0,10156 -0,043887 0,0097 

  TTA 0,012019 -0,0070739 0,0001 

 

Toxicidad subletal subcrónica de la ivermectina en agua: 30 días de 

exposición 
Durante los experimentos, no se registró mortalidad en ninguno de los tratamientos con 

IVM o controles. No se observaron diferencias significativas entre el control y el control del 

vehículo para los biomarcadores comportamentales, morfométricos, hematológicos, 

bioquímicos o isotópicos. Por lo tanto, todas las comparaciones y contrastes estadísticos se 

realizaron con los datos de control del vehículo. 

Índices fisiológicos y morfométricos 
El factor de condición (FC) mostró valores subóptimos (≤1) durante todo el experimento 

(Tabla 11). Sin embargo, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos IVM 

y el control del vehículo. El índice hepatosomático (IHS) no mostró diferencias entre los 

tratamientos (Tabla 11). 
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Tabla 11- Factor de condición (FC) e índice hepatosomático (IHS) de juveniles de P. lineatus registrado al 
final del experimento de 30 días de exposición a ivermectina en agua. 

Índice Control IVM (0,5 µg/L) IVM (1,5 µg/L) 

FC 0,68 ± 0,01 0,73 ± 0,02 0,70 ± 0,01 

IHS 0,63 ± 0,08 0,63 ± 0,08 0,62 ± 0,06 

Los valores indican la media ± error estándar. 

Biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo 
Los niveles de actividad de la enzima CAT en las branquias mostraron un aumento 

significativo en la concentración más baja de IVM en comparación con el grupo de control (test 

de Dunn, p = 0,002) (Figura 54). Los niveles de actividad del resto de las enzimas detoxificantes 

GST y antioxidantes CAT (excepto el mencionado), ACAP, los niveles de peroxidación lipídica 

(TBARS) y los niveles de antioxidantes no enzimáticos (GSH) en branquias, encéfalo e hígado no 

mostraron diferencias significativas en comparación con el grupo de control en ninguno de los 

tratamientos (Figura 54, 55 y 56). 

 

Figura 54- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en branquias tras una exposición de 30 días a dos concentraciones de IVM. *indica diferencias 
significativas frente al control (test de Dunn, p<0,05). 
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Figura 55- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en encéfalo tras una exposición de 30 días a dos concentraciones de IVM. 
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Figura 56- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en hígado tras una exposición de 30 días a dos concentraciones de IVM. 

No se observaron diferencias significativas ni tendencias en la actividad de AChE entre 

los distintos tratamientos y el control (Figura 57). 

 

Figura 57- Boxplot de los resultados obtenidos para la actividad de la enzima acetil colinesterasa cerebral 
evaluados en encéfalo tras una exposición de 30 días a dos concentraciones de IVM. 
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Biomarcadores comportamentales: comportamiento natatorio 
No se observaron efectos asociados al tratamiento con IVM en el comportamiento de 

natación para ninguno de los marcadores evaluados (Figura 58). 

El uso de la columna de agua de los peces tratados con IVM no fue significativamente 

diferente del grupo de control (Figura 59). 

 

Figura 58- Boxplot de los resultados obtenidos para la natación de rutina, velocidad de escape y distancia 
total recorrida de juveniles tras una exposición de 30 días a dos concentraciones de IVM. El histograma muestra la 
proporción porcentual del tiempo en actividad natatoria por tratamiento. 

 

 

Figura 59- Proporción porcentual del tiempo de permanencia en cada estrato del acuario de los juveniles 
expuestos a dos concentraciones de IVM. 
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Biomarcadores histológicos 
Los animales del grupo control presentaron branquias y epitelio branquial de estructura 

normal (Figura 60). El epitelio interlamelar no superó los tres estratos de altura. Se observaron 

células clorhídricas, células mucosas y elementos sanguíneos. 

Las patologías más evidentes fueron observadas en aquellos peces expuestos a la 

concentración más alta de IVM (1,5 µg/l). Se observaron aneurismas, congestión sanguínea en 

filamentos primarios (hemorragias), desorganización del epitelio interlamelar y de las laminillas 

secundarias (telangiectasias). Todas consideradas anomalías de origen circulatorio (Figura 61). 

 

Figura 60- Cortes transversales de branquia de P. lineatus. Se observan branquias representativas de 
animales del grupo control con típica organización branquial. Coloración H-E. A: 100x. B: 600x. ca: cartílago; cc, 
célula clorhídrica; er, eritrocito; LP, lamela primaria; LS, lamela secundaria. 

 

Figura 61- Cortes transversales de branquia de P. lineatus expuestos a la concentración más alta de IVM 
(1,5 ug/l). Se evidencian aneurismas, congestión sanguínea en filamentos primarios y telangiectasias en las lamelas 
secundarias. Coloración H-E. A: 100x; B y C: 400x; D: 600x. ca: cartílago; cc, célula clorhídrica; er, eritrocito; LP, 
lamela primaria; LS, lamela secundaria. 
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Biomarcadores hematológicos 
Los parámetros hematológicos y los índices asociados no mostraron diferencias 

significativas entre las concentraciones de IVM y los grupos control (Tabla 12). 

Tabla 12- Parámetros hematológicos de juveniles de P. lineatus expuestos 30 días a dos concentraciones 
de IVM. 

Índice Control IVM (0,5 µg/L) IVM (1,5 µg/L) 

Glucemia (mg/dL) 39,8 ± 3,9 34,7 ± 4,0 37,8 ± 4,6 

Ht% 24,17 ± 3,27 24,33 ± 1,36 25,00 ± 3,42 

Hb (g/dL) 9,94 ± 1,02 10,35 ± 1,39 11,06 ± 0,39 

RGR (x106/ µL) 2,28 ± 0,39 2,50 ± 0,10 2,46 ± 0,24 

VCM (fL) 113,97 ± 27,96 101,71 ± 7,80 116,72 ± 10,26 

HCM (pg) 4,68 ± 0,54 4,13 ± 0,47 4,63 ± 0,38 

CHCM (%) 50,86 ± 13,98 41,24 ± 5,58 40,30 ± 3,00 

 

Biomarcadores isotópicos: señales isotópicas de carbono y nitrógeno 
Las firmas δ15N y de δ13C no fueron significativamente diferentes entre los tratamientos 

con IVM y el control (Figura 62). Tampoco se observaron diferencias entre el cociente C/N 

(Figura 46). 

 

Figura 62-  o  lot de δ15N  de δ13C y relación C/N de tejido muscular de juveniles de sábalo sometidos a 
dos concentraciones de IVM y un control. 
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Análisis discriminante (estadística multivariada) 
Se realizó un ADL por separado para cada conjunto de biomarcadores (hematológicos, 

comportamentales y bioquímicos/estrés). Usando las funciones discriminantes, el 

ordenamiento de los datos bioquímicos de branquias y los datos de comportamiento y 

mostraron diferencias entre el control y los tratamientos, a pesar de la ocurrencia de 

superposiciones (Figura 63). Los marcadores hematológicos y bioquímicos de hígado y encéfalo 

mostraron una alta superposición entre controles y tratamientos. 

 

Figura 63- Ordenamiento de los datos del análisis discriminante lineal (ADL) que representan el efecto 
general para cada conjunto de biomarcadores de estrés bioquímico/oxidativo (branquias, encéfalo e hígado), 
hematología y comportamiento. Área gris: grupo control; área azul: baja concentración de  V  (0   μg  ) y área 
roja: alta concentración de  V  (1   μg  ). 

Se observaron los mayores valores en el análisis de clasificación cruzada correcta para 

los parámetros bioquímicos/estrés en branquias (77,78 %) seguido de comportamiento (72,22 

%) con un valor Kappa de 0,67 (concordancia substancial) y 0,58 (concordancia moderada) 

respectivamente (Tabla 13). Los datos bioquímicos de encéfalo e hígado y los hematológicos 

mostraron un porcentaje global de clasificación cruzada correcta del 61,11% frente al 33,33% de 

concordancia obtenida por el azar (Kappa= 0,42, concordancia moderada). El índice de potencia 

mostró que, en las branquias, la actividad de CAT desempeñó un papel dominante en el análisis 

discriminante con los biomarcadores bioquímicos/de estrés. En el hígado y el encéfalo, ACAP 
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fue uno de los parámetros que más contribuyó en el análisis discriminante. A su vez, en el 

encéfalo, la actividad de CAT tuvo un rol predominante en el ordenamiento de los datos 

bioquímicos. En cuanto a los marcadores comportamentales, la natación de rutina (NR) 

desempeñó el papel principal en el análisis discriminante mostrando el índice de potencia más 

alto. En el caso de los biomarcadores hematológicos, HCM y Hb fueron los que jugaron un mayor 

papel en el análisis discriminante entre tratamientos (Tabla 13). 

Tabla 13- Resultados del análisis discriminante del conjunto de datos de biomarcadores 
bioquímicos/estrés (branquias, encéfalo e hígado), hematológicos y de comportamiento. 

Grupo de 
biomarcadores   Parámetro 

Pesos de la 
primera 
función 
discriminante 

Pesos de la 
segunda 
función 
discriminante 

Índice de 
potencia 

% de 
clasificación 
correcta 

Hematológicos 

  Glucosa -0,063672 0,0075351 0,0037 

61,11 

 Ht% -0,13062 -0,08667 0,0162 

 Hb 1,7621 0,096186 2,8229 

 RGR -5,32E-12 2,30E-12 0,0000 

 VCM 0,023832 0,033663 0,0006 

 HCM -3,7426 0,72207 12,7782 

  CHCM -0,06939 -0,0019366 0,0044 

Bioquímicos y de 
estrés 

Encéfalo 

GSH -0,0035317 -0,0060447 0,0000 

61,11 

GST -0,010042 -0,13429 0,0022 

TBARs -0,11399 0,11472 0,0130 

ACAP 0,66353 0,11873 0,3901 

CAT -0,59252 0,50567 0,3399 

Branquias 

GSH 0,01676 -0,018919 0,0003 

77,78 

GST 0,11417 0,026677 0,0113 

TBARs -0,067246 0,043349 0,0041 

ACAP 0,16859 0,10487 0,0260 

CAT 1,1753 0,16636 1,1899 

Hígado 

GSH 0,0026061 -0,0026517 0,0000 

61,11 

GST -0,0097962 0,086362 0,0012 

TBARs 0,0013316 -0,018939 0,0001 

ACAP 0,24573 0,18227 0,0565 

CAT 0,030249 0,0060853 0,0008 

Comportamentales 

 NR -2,473 29,88 328,2673 

72,22 
 DTR 0,61617 -7,38E-01 0,4394 

 VMN 0,19185 -0,062524 0,0249 

  TTA -0,041788 -0,035374 0,0016 

 

Toxicidad subtletal subcrónica en agua y sedimentos fortificados 
No se registró mortandad durante el período de mantenimiento y aclimatación. Solo un 

ejemplar del tratamiento de IVM alta (20 µg/kg) murió durante la última semana del 

experimento. 
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Parámetros de calidad del agua 
Todos los parámetros fisicoquímicos del agua fueron similares a los del período de 

aclimatación y se mantuvieron constantes durante todo el experimento (Tabla 14). No se 

observaron diferencias entre los tratamientos control (C) y IVM (bajo y alto) y entre acuarios con 

y sin peces, excepto para OD (Tabla 14). 

Tabla 14- Parámetros del agua medidos en acuarios con y sin peces en condiciones de control o expuestos 
a concentraciones de IVM. 

 Acuario con peces  Acuario sin peces 

 
Control 

IVM baja IVM alta  
Control 

IVM baja IVM alta 

 (2 µg/Kg) (20 µg/Kg)  (2 µg/Kg) (20 µg/Kg) 

Temperatura (°C) 24,4 ± 1,7 24,0 ± 0,6 23,8 ± 0,4  23,2 ± 0,1 23,2 ± 0,1 23,1 ± 0,1 

OD (mg/L) 8,0 ± 0,5 6,5 ± 1,4 7,5 ± 0,5  0,6 ± 0,5 0,6 ± 0,5 0,6 ± 0,5 

pH 9,2 ± 0,1 9,1 ± 0,1 9,2 ± 0,1  8,9 ± 0,2 8,9 ± 0,1 8,9 ± 0,3 

Conductividad (µS/cm) 762 ± 48 832 ± 27 804 ± 25  914 ± 107 891 ± 97 937 ± 126 

 

Análisis químico 
Las concentraciones nominales y medidas de IVM en agua, sedimentos y SPM en cada 

acuario se presentan en las tablas 15 y 16. 

En acuarios con y sin peces, las concentraciones de IVM en sedimentos medidas después 

de 24 h de exposición fueron del 25 % de la concentración nominal en el tratamiento de IVM 

baja y alrededor del 75-90 % en el tratamiento de IVM alta. Luego de 14 días de exposición, los 

niveles de IVM en ambos tratamientos no cambiaron significativamente (p>0.05) (tabla 15 y 16). 

Las concentraciones detectadas en MPS de acuarios con IVM baja mostraron niveles de 

IVM por debajo del 1 % de la concentración nominal analizada durante 24 h y 14 días. En el 

tratamiento de IVM alta, los niveles de IVM en MPS fueron alrededor del 0,5% de la 

concentración nominal a las 24 h con y sin peces. A los 14 días, la concentración de IVM en MPS 

disminuyó al 0,2 % y al 0,3 % de la concentración nominal en acuarios con y sin peces, 

respectivamente (tablas 15 y 16). 

No se detectó IVM en las muestras de agua filtrada (fracción soluble) en ninguno de los 

tratamientos al inicio o al final del ensayo con o sin peces. 
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Tabla 15- Concentraciones de ivermectina en agua, sedimentos y material particulado en suspensión 
(MPS) en acuarios sin peces. 

  24 h  14 días 

 Sedimentos  MPS  Agua  Sedimentos  MPS  Agua 

 
(µg/kg) 

peso seco 
 

(µg/kg) 
peso 
seco 

 (µg/L)  
(µg/kg) 

peso seco 
 

(µg/kg) 
peso 
seco 

 (µg/L) 

Control <LD  <LD  <LD  <LD  <LD  <LD 

IVM baja* 0,52  0,017  <LD  0,54  0,017  <LD 

IVM alta** 16,35  0,122  <LD  14,92  0,059  <LD 

<LD: por debajo del límite de detección (0,2 µg/kg). *2 µg/kg y **20 µg/kg son concentraciones nominales 
respectivamente 

 

Tabla 16- Concentraciones de ivermectina en agua, sedimentos y material particulado en suspensión 
(MPS) en acuarios con peces. 

 24 h  14 días 

 Sedimentos  MPS  Agua  Sedimentos  MPS  Agua 

 
(µg/kg) 

peso seco 
 

(µg/kg) 
peso 
seco 

 (µg/L)  
(µg/kg) 

peso seco 
 

(µg/kg) 
peso 
seco 

 (µg/L) 

Control <LD  <LD  <LD  <LD  <LD  <LD 

IVM baja* 0,52  0,028  <LD  0,54  <LD  <LD 

IVM alta** 15,99  0,103  <LD  18,05  0,033  <LD 

<LD: por debajo del límite de detección (0,2 µg/kg). *2 µg/kg y **20 µg/kg son concentraciones nominales 
respectivamente 

Índices fisiológicos y morfométricos 
Después de 14 días de exposición, el factor de condición (FC) mostró valores subóptimos 

(≤1) en todos los tratamientos. No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos 

fortificados con IVM y el control. El índice hepatosomático (HSI) mostró una tendencia no 

significativa a disminuir con las concentraciones de IVM (Tabla 17). 

Tabla 17- Factor de condición (FC) e índice hepatosomático (IHS) de juveniles de P. lineatus registrado al 
final del experimento de 14 días de exposición a ivermectina en sedimentos. 

 Control IVM baja (2 µg/Kg) IVM alta (20 µg/Kg) 

FC 0,65 ± 0,03 0,63 ± 0,03 0,61 ± 0,05 
HSI 0,56 ± 0,04 0,48 ± 0,05 0,43 ± 0,04 

Los valores indican la media ± error estándar. 

Biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo 
La defensa antioxidante no enzimática (contenido de GSH) mostró una disminución 

significativa en el tejido branquial (Figura 64) en el tratamiento con IVM baja (test de Tukey, 

p<0,05), y también en el tejido hepático en ambos tratamientos con IVM (test de Dunn, p<0,05) 

(Figura 66). Se observó un aumento significativo en la actividad CAT hepática (test de Tukey, 
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p<0,05) en el tratamiento con baja IVM (Figura 66). Los valores de ACAP en tejido branquial 

mostraron una disminución significativa para ambas concentraciones ensayadas de IVM (test de 

Tukey, p<0,05) (Figura 64).  

El tratamiento con la concentración más baja de IVM mostró un aumento significativo 

(test de Tukey, p<0,05) en los parámetros de daño de lípidos (TBARs) en el encéfalo en 

comparación con el control (Figura 65). 

Los niveles de ACAP en el hígado mostraron una disminución significativa en la 

concentración más baja de IVM (test de Tukey, p<0,05) (Figura 66). 

 

Figura 64- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en branquias tras una exposición de 14 días a dos concentraciones de IVM en sedimentos. 
*indica diferencias significativas frente al control (test de Tukey, p<0,05). 
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Figura 65- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en encéfalo tras una exposición de 14 días a dos concentraciones de IVM en sedimentos. 
*indica diferencias significativas frente al control (test de Tukey, p<0,05). 

 

Figura 66- Boxplot de los resultados obtenidos para los distintos biomarcadores bioquímicos y de estrés 
oxidativo evaluados en hígado tras una exposición de 14 días a dos concentraciones de IVM en sedimentos. *indica 
diferencias significativas frente al control (test de Tukey, p<0,05). ** indica diferencias significativas frente al 
control (test de Dunn, p<0,05). 
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La actividad de la AChE muscular mostró una disminución significativa (test de Tukey, 

p<0,05) en ambos tratamientos con IVM en comparación con el grupo control (-57,7 % y -55,3 

%; IVM baja y alta respectivamente) (Figura 67). En el encéfalo no se observaron cambios en la 

actividad de la AChE (Figura 67). 

 

Figura 67- Boxplot de los resultados obtenidos para la actividad de la enzima acetil colinesterasa 
evaluados en encéfalo y músculo tras una exposición de 14 días a dos concentraciones de IVM en sedimentos. * 
indica diferencias significativas frente al control (test de Tukey, p<0,05). 

Biomarcadores isotópicos: señales isotópicas de carbono y nitrógeno 
Las firmas δ15N y de δ13C no fueron significativamente diferentes entre los tratamientos 

con IVM y el control (Figura 68). Tampoco se observaron diferencias entre el cociente C/N 

(Figura 52). 

 

Figura 68-  o  lot de δ15N  de δ13C y relación C/N de tejido muscular de juveniles de sábalo sometidos a 
dos concentraciones de IVM en sedimentos y un control. 
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Análisis discriminante (estadística multivariada) 
Se realizó un ADL para cada órgano (branquias, encéfalo e hígado) por separado para 

cada conjunto de biomarcadores bioquímicos y de estrés oxidativo. Usando las funciones 

discriminantes, el ordenamiento de los datos bioquímicos de hígado y branquias mostraron 

diferencias entre el control y los tratamientos, a pesar de la ocurrencia de superposiciones en el 

caso de las branquias (Figura 69). Los marcadores de encéfalo mostraron una alta superposición 

entre controles y tratamientos. 

 

Figura 69- Ordenamiento de los datos del análisis discriminante lineal (ADL) que representan el efecto 
general para cada conjunto de biomarcadores de estrés bioquímico/oxidativo de branquias, encéfalo e hígado. 
Área gris: gru o control; área azul: baja concentración de  V  (2 μg kg) y área roja: alta concentración de IVM (20 
μg kg). 

Se observaron los mayores valores en el análisis de clasificación cruzada correcta para 

los parámetros bioquímicos/estrés de hígado (100 %), con un valor de Kappa de 1 (concordancia 

perfecta). El análisis de clasificación en branquias también arrojó un alto porcentaje (87,5 %) con 

un valor Kappa de 0,81 (concordancia casi perfecta) (Tabla 18). Los datos bioquímicos de 

encéfalo un porcentaje global de clasificación cruzada correcta del 65,5% frente al 33,7% de 

concordancia obtenida por el azar (Kappa= 0,43, concordancia moderada). El índice de potencia 

mostró que, en los tres órganos, ACAP desempeñó un papel dominante en el análisis 

discriminante con los biomarcadores bioquímicos/de estrés. Además de ACAP, en el encéfalo y 

las branquias, la actividad de CAT fue uno de los parámetros que más contribuyó en el análisis 

discriminante (Tabla 18). 
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Tabla 18- Resultados del análisis discriminante del conjunto de datos de biomarcadores 
bioquímicos/estrés de branquias, encéfalo e hígado. 

Tejido Parámetro 
Pesos de la primera 
función discriminante 

Pesos de la segunda 
función discriminante 

Índice de 
potencia 

% de 
clasificación 
correcta 

Branquias 

GSH 0,0067621 0,0030967 0,0000 

87,5 

GST 0,048721 0,025346 0,0022 

TBARs -0,021558 0,046665 0,0006 

ACAP 0,85308 -0,11378 0,6606 

CAT 0,22673 0,81154 0,1084 

      

Encéfalo 

GSH -0,0005152 -0,010409 0,0000 

65,5 

GST 0,075112 -0,01592 0,0052 

TBARs 0,11309 0,043015 0,0119 

ACAP 0,80699 -1,3137 0,7383 

CAT 0,83107 1,7531 0,8838 

      

Hígado 

GSH -0,032638 0,004746 0,0010 

100 

GST 0,039673 0,069199 0,0017 

TBARs -0,0077157 -0,00975 0,0001 

ACAP -0,096159 -0,28378 0,0117 

CAT 0,048245 0,00092536 0,0022 

Discusión 
 

Concentración de ivermectina en condiciones experimentales: agua y 

sedimentos 
Durante el ensayo de estabilidad de IVM en agua, la disminución inicial de la 

concentración de IVM en el tiempo 0 podría atribuirse a la adsorción en la superficie de vidrio 

de los acuarios. Según Krogh et al. (2008), la desorción de IVM a sustratos como el vidrio puede 

ocurrir después de cierto tiempo, siendo que el principal mecanismo de unión y sorción de la 

IVM es de naturaleza iónica. En este experimento, este efecto se observó luego de las primeras 

24 h, acercándose a las concentraciones nominales. Después de las 48 h, como lo han informado 

varios autores (Rath et al., 2016; Prasse, et al., 2009; Krogh et al., 2008), el decaimiento de la 

concentración de IVM era esperable. La elección de 48 h como tiempo total de renovación fue 

coherente con estos hallazgos. 

Es esperable que, en las condiciones del ensayo de sedimentos fortificados, la IVM se 

absorberá fuertemente en el sedimento debido a sus valores de Koc altos, que se reportan en 

el rango de 1,26 × 104 a 1,57 × 104 (Halley et al., 1989; Bloom y Matheson, 1993). Dada la 

naturaleza hidrofóbica de IVM, tenderá a unirse a la materia orgánica presente principalmente 

en los sedimentos, por lo que debería formar agregados altamente concentrados dentro del 
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sustrato (Daoud et al., 2018). Además, no se observó una disminución significativa de la 

concentración de IVM en los sedimentos, lo que demuestra que la IVM es persistente en los 

sedimentos durante el tiempo del experimento. Las diferencias observadas entre la 

concentración nominal y real pueden obedecer principalmente a la variabilidad del método de 

extracción observada en las determinaciones analíticas y a la cercanía de las concentraciones 

bajas con los límites de cuantificación. Estas diferencias se mantuvieron en los ensayos en 

presencia y ausencia de peces. Estos resultados son similares a los informados por Prasse et al. 

(2009), Mougin et al. (2003) y Davies et al. (1998) para IVM en suelos y sedimentos donde los 

tiempos de vida media fueron >100 días. Sin embargo, Tolls (2001) no pudo atribuir la afinidad 

del suelo de IVM exclusivamente a su lipofilicidad. A pesar de la sorción a través de la unión 

hidrofóbica, se han sugerido otros mecanismos de sorción, por ejemplo, la unión específica de 

IVM al suelo mediante la formación de complejos o aductos con materia inorgánica inmóvil del 

suelo (Oppel et al., 2004). Estas hipótesis están respaldadas por datos de cromatografía líquida-

espectrometría de masas (LC-MS), donde la IVM podría formar aductos con cationes como sodio 

o amonio (Ali et al., 2000). 

También se detectaron pequeñas cantidades de IVM (1% de las concentraciones 

nominales) en MPS que provenían de sedimentos resuspendidos del fondo. La falta de 

diferencias significativas en la concentración de IVM en acuarios con o sin peces indica que la 

presencia de peces no fue determinante en la partición de IVM en las diferentes matrices 

abióticas. Cabe mencionar que las concentraciones de IVM en agua en todos los casos estuvieron 

por debajo del límite de detección, lo que indica que la transferencia de IVM desde el sedimento 

hacia el agua no fue evidente. Este patrón también coincidió con los resultados informados por 

Mesa et al (2020) donde el sedimento y el estiércol de ganado en las llanuras aluviales fueron 

los reservorios más importantes de IVM. 

Efectos de la ivermectina sobre los biomarcadores 
Hoy en día, se recomienda una batería de biomarcadores para evaluar los efectos 

potenciales de los xenobióticos sobre las funciones y procesos celulares, el comportamiento o 

el daño celular (Götte et al., 2020). Los diseños experimentales ensayados resultaron útiles para 

establecer los principales efectos de la IVM en P. lineatus en diferentes escenarios y tiempos de 

exposición. 

La exposición a IVM en agua permitió evaluar una batería amplia de biomarcadores en 

diferentes niveles de organización biológica, permitiendo establecer, a través de la estadística 

multivariada, el grupo o familia de biomarcadores que evidenciaron las mayores respuestas. En 
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este sentido, los biomarcadores bioquímicos y de comportamiento mostraron efectos 

significativos incluso en las concentraciones más bajas ensayadas. 

En cuanto al tiempo de exposición, podemos concluir que, dado que no se observaron 

efectos significativos en casi todos los marcadores a los 30 días de exposición (con excepción de 

GST en branquias), los efectos evidenciados a los 15 días parecen ser transitorios, aunque la 

prolongación exacta de esa transitoriedad permanece desconocida. Podemos asumir que los 

peces se encuentran bajo un estrés metabólico durante los primeros 15 días, pero luego existe 

algún tipo de reajuste o compensación. Otros autores han observado también esta 

transitoriedad en los efectos metabólicos o de estrés oxidativo luego de la exposición de peces 

a distintos factores de estrés como el cobre (McKim et al., 1970) o la hiperoxia (Lushchak et al., 

2005). 

Además de los efectos del tiempo de exposición, la vía de exposición también parece 

haber tenido efectos diferenciales. En general, la toxicidad de un compuesto está fuertemente 

influenciada no solo por la cantidad de ese compuesto disponible para un organismo, sino por 

diversos factores como, por ejemplo, la concentración de oxígeno, el hábitat, la temperatura y 

la disponibilidad de alimento (Harkey et al., 1994). Esto es coherente con los resultados 

obtenidos donde, a iguales tiempos de exposición (15 días), los sedimentos fortificados con IVM 

reportaron efectos en un mayor número de biomarcadores de estrés oxidativo que la exposición 

a IVM a través del agua. Estas diferencias podrían explicarse por los hábitos tróficos del sábalo. 

La dieta iliófaga de esta especie consiste en una biopelícula bentónica compuesta por bacterias, 

algas y materia orgánica no viva presente en los sedimentos (Bowen, 2021). Estos hábitos 

tróficos podrían ser una vía de ingreso de IVM más directa y en mayor cantidad que el agua a 

través de las branquias conteniendo IVM en solución. 

Efectos de la ivermectina sobre los biomarcadores de estrés oxidativo 
Diferentes estudios muestran, y se ha establecido, que la exposición a xenobióticos 

induce el aumento de EROs desencadenando aumento de respuestas antioxidantes para su 

neutralización. La intensidad y duración de la exposición puede llevar a la alteración del 

equilibrio entre EROs, defensas y daño oxidativo (Lushchak, 2011). Birnie-Gauvin et al. (2017) 

sugirieron que los contaminantes del agua, como IVM, pueden aumentar el daño oxidativo y 

reducir la efectividad de los sistemas antioxidantes en los peces. Por lo tanto, en esta tesis, 

TBARs, ACAP, CAT, GSH y GST fueron elegidos como biomarcadores representativos de una 

variedad de vías bioquímicas importantes en los peces (daño oxidativo, respuesta antioxidante 

y biotransformación). 
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La alteración del equilibrio dinámico entre la producción y la eliminación de EROs puede 

conducir a procesos de peroxidación de los lípidos y daños a los constituyentes celulares 

vinculados a cambios en los sistemas antioxidantes (Stara et al., 2013). La reacción de los 

productos de la peroxidación lipídica con el ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) es uno de los 

estimadores más utilizados de la peroxidación lipídica causada por estrés oxidativo (Oakes y Van 

Der Kraak, 2003). Nuestros resultados sugieren que, incluso a una concentración baja, IVM causó 

daño oxidativo en el tejido cerebral, como lo demuestra el aumento de los niveles de 

peroxidación de lípidos detectados por TBARS en el ensayo de sedimentos. Sin embargo, la 

concentración más alta de IVM no promovió la peroxidación lipídica. Efectos similares fueron 

reportados por Ogueji et al. (2020) en tejidos hepáticos del bagre Clarias gariepinus. Estos 

autores registraron un aumento significativo de la LPO tras 48, 72 y 96 h de exposición a 9 μg/L 

de IVM. Los mismos autores demostraron que las concentraciones más altas de IVM y el tiempo 

de exposición no promovían daño a lípidos por peroxidación. Por su parte, puede mencionarse 

que Ezenwaji et al. (2017) reportaron una reducción en LPO en tejidos de hígado y branquias de 

C. gariepinus expuestos a concentraciones más altas de IVM (0,15 a 0,9 mg/L) durante la 

duración del experimento (96 h). Sin embargo, una comparación directa debe hacerse con 

cautela ya que, en ambos trabajos, los autores evidenciaron peroxidación lipídica a tiempos 

significativamente más cortos de exposición y a concentraciones más altas que las evaluadas en 

esta tesis. 

Las GST son enzimas de fase II del sistema de biotransformación. Pueden catalizar la 

conjugación de GSH a centros electrofílicos de muchos compuestos tóxicos endógenos o 

exógenos, generados por la exposición a IVM (Özaslan et al., 2018). Durante los procesos de 

detoxificación de EROs, el GSH se convierte en glutatión oxidado (GSSG) y, por lo tanto, se vuelve 

menos disponible para la conjugación con GST. En el presente trabajo, los niveles de GSH en los 

tejidos branquiales y hepáticos disminuyeron después de la exposición a la concentración más 

baja de IVM en sedimentos. Además, la concentración más alta de IVM también mostró una 

caída significativa de los niveles de GSH en el tejido hepático Esta caída sugiere que se ha 

ejercido una respuesta de biotransformación, en la que el GSH se utiliza para la conjugación de 

la IVM mediada por GST. Este proceso de biotransformación de la IVM podría explicar la 

ausencia de daño oxidativo en estos tejidos. Por otro lado, una reducción de los niveles de GSH 

sugiere una disminución en la componente no enzimática del sistema de defensa antioxidante 

del organismo. A pesar de estos resultados, con excepción de lo observado en el hígado en el 

ensayo de sedimentos en la concentración más baja de IVM, la disminución de los niveles de 

GSH parece no haber afectado significativamente la actividad de GST en ninguna concentración 
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o tejido, contrario a lo observado por Oliveira et al. (2016) y Serafini et al. (2019). Sin embargo, 

la respuesta fisiológica completa del organismo al fármaco siempre es difícil de predecir; la 

“ventana de inducción” del  ST puede haber ocurrido días antes o aún estar por ocurrir (Oliveira 

et al., 2016). 

CAT es una enzima antioxidante implicada en la respuesta a EROs, más concretamente 

frente al peróxido de hidrógeno (H2O2). En la exposición a sedimentos, la actividad de CAT en el 

tejido hepático aumentó después de la exposición a la concentración más baja de IVM. La 

actividad de CAT puede haber aumentado debido a la presencia intracelular del H2O2 (Campos-

Shimada et al., 2018). Ogueji et al. (2020) también detectaron un aumento en la actividad CAT 

hepática en C. gariepinus asociado con la exposición a IVM. Estos autores sugirieron que el 

aumento puede ser un ajuste para defender a los organismos de la toxicidad de los radicales 

libres inducida por IVM (Ogueji et al., 2020). Además, en el análisis multivariado, la actividad de 

CAT mostró un índice de potencia alto en los tejidos cerebrales y branquiales, lo que indica que 

CAT desempeñó un papel importante en el análisis de clasificación cruzada correcta. 

Se detectó una disminución significativa en los niveles de fluorescencia relativa en el 

estudio de ACAP, tanto en las branquias para las dos concentraciones de IVM como en el hígado 

en la concentración más baja de IVM. Por otro lado, ACAP juega un papel clave en el análisis de 

clasificación cruzada correcta, mostrando el índice de potencia más alto en todos los tejidos. 

Autores anteriores (Amado et al., 2009; Vinagre et al., 2003), sugirieron que una disminución en 

los niveles de fluorescencia relativa en la técnica de ACAP puede interpretarse como una 

competencia antioxidante aumentada y podría atribuirse a un tipo de respuesta compensatoria. 

Serafini et al. (2019) informaron una disminución similar en los niveles de ACAP después 

de una exposición aguda del bagre Rhamdia quelen a otra avermectina semisintética, la 

eprinomectina. Estos autores encontraron resultados similares en tejido hepático con la mayor 

concentración de eprinomectina (3,976 μg/L) y demostraron que esta respuesta no regresaba a 

los niveles de control después del período de recuperación de 48 h. 

Las alteraciones de la actividad de la AChE en los peces se utilizan con frecuencia como 

biomarcadores y se conocen como un método rápido para las evaluaciones ecotoxicológicas 

(Umar y Aisami, 2020; Fu et al., 2018). En este estudio se observó una inhibición significativa de 

la actividad de AChE muscular en ambos tratamientos con IVM en sedimentos. La inhibición de 

AChE es, de hecho, un biomarcador tradicional de plaguicidas organofosforados, piretroides, 

metales pesados y carbamatos (Brodeur et al., 2017; Modesto y Martinez, 2010; Monserrat et 

al., 2002; Fulton y Key, 2001). La sensibilidad de AChE puede variar significativamente entre 
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especies; siendo el cerebro y el musculo los tejidos con frecuencia más evaluados (Sancho et al., 

2000). Hasta donde sabemos, este es el primer informe de inhibición de AChE en tejido muscular 

de peces expuestos a IVM. Un factor importante para considerar es que la butirilcolinesterasa 

muscular en peces puede hidrolizar en cierta medida el sustrato de AChE (Albendín et al., 2017), 

por lo que la actividad registrada de AChE en músculo puede integrar la respuesta de una 

variedad de colinesterasas distintas. Es importante señalar que la acumulación de acetilcolina 

por reducción de la actividad enzimática puede afectar las respuestas de escape y el 

comportamiento reproductivo de los peces (Bretaud et al., 2000; Saglio y Trijasse, 1998), 

interfiriendo directamente en la supervivencia de la especie (Modesto y Martínez, 2010). 

Efectos de la ivermectina sobre biomarcadores comportamentales 
Los efectos generales de IVM en el rendimiento de natación de los peces se detectaron 

mediante análisis discriminante. Específicamente, la natación de rutina y la velocidad máxima 

de escape parecieron ser los indicadores más afectados incluso con la concentración más baja 

de IVM en agua (0,5 µg/L). Como mencionan Weis y Candelmo (2012), estos parámetros podrían 

estar directamente relacionados con la capacidad de escapar/evitar depredadores y, por lo 

tanto, el impacto ecológico de los cambios en este comportamiento sería aún mayor. La 

disminución en la capacidad para evitar a los depredadores puede aumentar las tasas de 

mortalidad y afectar el tamaño y la estructura de tamaño de la población. Las presas expuestas 

a contaminantes como la IVM pueden fallar en la detección de depredadores, correr más riesgos 

al dejar el refugio para encontrar comida y tener un bajo rendimiento de arranque rápido, 

resistencia reducida, incapacidad para la formación de cardúmenes, patrones de actividad 

alterados y aumento de la visibilidad (hiperactividad), todo lo que conduce a mayor 

vulnerabilidad de los depredadores (Scott y Sloman, 2004). 

Aunque estos estudios brindan información importante sobre las exposiciones a 

contaminantes que podrían tener efectos ecológicos, no arrojan luz sobre los posibles 

mecanismos de comportamiento a través de los cuales los contaminantes podrían alterar los 

sistemas de interacción depredador-presa. La evasión a depredadores implica un conjunto 

complejo de comportamientos. Las respuestas conductuales a las primeras señales de 

advertencia de riesgo de depredación (ya sea química o visual) pueden verse afectadas por una 

interrupción de los sistemas sensoriales o la motivación para responder adecuadamente (Scott 

y Sloman, 2004). 

Los efectos de IVM en el rendimiento de natación de los peces también se observaron 

en estudios anteriores. Oliveira et al. (2016) y Domingues et al. (2016) reportaron alteraciones 

de comportamiento en D. rerio incluyendo movimiento lento y nado errático con períodos de 
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parálisis en concentraciones entre 0.25 a 200 µg/L. Efectos similares fueron informados por Bard 

y Gadbois (2007) y Mladineo et al. (2006) en evaluaciones a corto plazo de los efectos 

conductuales de IVM en Fundulus heteroclitus (Linnaeus, 1766) y Sparus aurata (Linnaeus, 

1758), respectivamente. En ambos estudios, los peces expuestos mostraron alteraciones en el 

comportamiento, incluidos letargo, cambios posturales y pérdida de actividad. Además, la 

administración de IVM a través del alimento a juveniles de Salmo salar (Linnaeus, 1758) provocó 

efectos similares: movilidad reducida y mayor tiempo para completar la alimentación (Ucan-

Marin et al., 2012). Estos cambios de comportamiento son similares a los descritos para los 

agentes anticolinérgicos, lo que sugeriría que la AChE también puede verse afectada. Si bien, en 

nuestras condiciones experimentales, los resultados de AChE cerebral no permitieron establecer 

tal asociación, si lo hizo en cambio la actividad de AChE muscular en el ensayo de sedimentos. 

Alternativamente, en los vertebrados, la IVM se dirige a los canales de cloruro del receptor 

GABA, lo que lleva a la hiperpolarización del potencial de membrana y a la reducción de la 

transmisión nerviosa (Stevens y Breckenridge 2001). Dado que los canales del receptor GABA se 

encuentran principalmente en el sistema nervioso central y dado que la barrera 

hematoencefálica en los peces no parece ser lo suficientemente efectiva para evitar que la IVM 

se acumule en el cerebro, como sugiere Horsberg (2012), Katharios et al. (2004) y Høy et al. 

(1990), una posible explicación de estos efectos es que la IVM puede llegar al cerebro, afectando 

el sistema nervioso central y, en consecuencia, provocando cambios de comportamiento. 

Efectos de la ivermectina sobre biomarcadores hematológicos 
Los parámetros hematológicos se pueden utilizar como índices del estado de salud para 

detectar la posible respuesta al estrés en los peces (Oliveira et al., 2019). Pocos estudios han 

considerado parámetros hematológicos para analizar los efectos toxicológicos de IVM. Katharios 

et al. (2002) informaron una disminución en el hematocrito y un aumento en los niveles de 

glucosa y hemoglobina con dosis altas de IVM inyectadas por vía intraperitoneal (100-800 µg/Kg 

de peso corporal) en S. aurata. Peng et al. (2012) estudiaron la influencia de IVM en los 

parámetros sanguíneos de Carassius auratus después de la administración oral. Sin embargo, no 

encontraron efectos significativos asociados a la IVM en ningún parámetro sanguíneo, al igual 

que Madrid et al. (2021), que reportaron que altas concentraciones de IVM causaron efectos 

débiles o nulos en los parámetros sanguíneos en el pez amazónico Corydoras schwartzi Rössel, 

1963. De igual forma, los resultados obtenidos en el presente estudio no mostraron una 

respuesta significativa de los parámetros sanguíneos. de P. lineatus expuestos a IVM a las 

concentraciones ensayadas. Además, el análisis discriminante reporta el menor porcentaje de 



Lozano I. E. – Capítulo 2: Efectos de la ivermectina en juveniles de sábalo 

 

132 
  

clasificación correcta indicando que este grupo de biomarcadores no discrimina bien entre 

tratamientos. 

Integración de los efectos de la ivermectina sobre los biomarcadores 
Los resultados obtenidos del análisis de biomarcadores de comportamiento, 

hematología y bioquímica se integraron mediante análisis multivariado. Un biomarcador único 

y aislado no es suficiente para reflejar el estado de salud de un organismo, por lo que utilizar 

una gran batería de biomarcadores de diferentes niveles de organización es más apropiado para 

evaluar los efectos toxicológicos de los xenobióticos (Beliaeff y Burgeot, 2002). Para identificar 

la contribución del grupo de parámetros que fueron importantes para describir los efectos 

globales en P. lineatus, se utilizó una función discriminante con un análisis de clasificación 

cruzada correcta (Ghisi et al., 2017). En estos análisis, los biomarcadores bioquímicos en hígado 

y branquias mostraron el porcentaje más alto de clasificación correcta, seguidos por los 

biomarcadores comportamentales. Un alto valor de clasificación correcta indica que la mayoría 

de los individuos se clasificaron correctamente en sus tratamientos considerando estos 

conjuntos de datos por separado. Una confirmación de que la asignación correcta/exitosa fue 

significativamente más alta de lo probable por casualidad fueron los altos valores del estadístico 

Kappa de Cohen. Además, el interés radicó en encontrar los biomarcadores que jugaran un 

mayor papel en la discriminación, lo que se logró a través del índice de potencia. Este índice es 

una medida agregativa porque resume la información de las diferentes funciones canónicas. Un 

índice de potencia alto significa que estas variables son las que más contribuyen al análisis de 

discriminación entre los tratamientos. El ACAP y CAT mostraron elevados valores de este índice 

en diferentes ensayos, sugiriendo una alta contribución a los efectos. Entre los marcadores 

comportamentales, la natación de rutina y la velocidad de escape fueron los parámetros que 

más contribuyeron al análisis. Individualmente, estos parámetros no siempre mostraron 

diferencias significativas en el análisis ANOVA a pesar de mostrar tendencias no significativas. 

Representatividad de los diseños experimentales 
A pesar del uso a gran escala, las concentraciones ambientales de IVM en el agua son 

muy variables (Liebig et al. 2010). Ambas concentraciones ensayadas (0,5 y 1,5 µg/L) parecen 

ser altas en comparación con las concentraciones ambientales previstas (PEC) de 0,2–2,5 ng/L 

calculadas por Liebig et al. (2010) para aguas superficiales cercanas a sitios de pastoreo de 

animales. Además, Metcalfe et al. (2008) determinaron una PEC de 13 ng/L para aguas 

superficiales. Sin embargo, debido a que la IVM es altamente hidrofóbica, se elimina 

rápidamente de la fase acuosa y podría acumularse en la materia orgánica suspendida y/o en la 

columna de agua (Liebig et al., 2010; Kövecses y Marcogliese, 2005). En consecuencia, cuerpos 
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de agua con altos niveles de materia orgánica en suspensión, como los ríos Paraná y Uruguay de 

la cuenca del Río de la Plata (Bergamino et al., 2017; Drago, 2007), presentarían concentraciones 

más altas de IVM en el agua. En este sentido, y con valores más próximos a los ensayados en la 

presente tesis, Mesa et al. (2020) reportaron valores de 1,24 µg/Kg IVM en agua (en el material 

particulado en suspensión) de lagunas de la planicie de inundación del río Paraná adyacentes a 

zonas de cría de ganado. Como se mencionó anteriormente, estas llanuras aluviales juegan un 

papel clave en la dinámica poblacional y los procesos de reclutamiento de P. lineatus (Lozano et 

al., 2019). Por lo tanto, las concentraciones utilizadas en los ensayos subcrónicos con IVM en 

agua y el estadio seleccionado de P. lineatus para este experimento representan un escenario 

ambiental probable. 

Como se mencionara previamente, P. lineatus es una especie iliófaga que se nutre de 

los sedimentos y la biopelícula bentónica (Bowen, 2021). Estos hábitos tróficos podrían ser una 

vía directa para la ingesta de IVM de los sedimentos. En particular, el estudio con sedimentos 

contaminados tiene la intención de imitar lo que les ocurriría a los juveniles de P. lineatus si 

permanecen en las lagunas de la planicie de inundación donde se cría el ganado tratado con 

IVM. Considerando los sedimentos como fuente de contaminación y el hábito trófico de P. 

lineatus, los resultados del presente estudio son compatibles con un escenario de exposición 

natural y realista de IVM en ambientes acuáticos como los humedales. 
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Introducción 

Modelos poblaciones en biología pesquera 

Los modelos de evaluación pesquera son análisis demográficos diseñados para 

establecer los efectos de la pesquería en las poblaciones de peces y poder evaluar las 

consecuencias potenciales de políticas alternativas de administración del recurso (Methot y 

Wetzel, 2013). En pesquerías continentales neotropicales, la aplicación de estos enfoques ha 

sido escasa o nula. La necesidad de un manejo apropiado se vuelve evidente con el incremento 

de la pesca comercial, agravado por un escenario de limitada información técnica sobre la 

evaluación. 

Los métodos de evaluación de stock pesqueros que están basados en datos de captura 

por edad constituyen una de las principales herramientas para la evaluación y el diagnóstico del 

estado de stocks sujetos a explotación (Peltonen et al., 1999). Estos métodos incluyen al análisis 

virtual de poblaciones (VPA por las siglas en inglés Virtual Population Analysis) (Gulland, 1965, 

1983). VPA calcula la abundancia del stock basado en capturas numéricas de cada grupo de edad 

a lo largo de los años. Puede ser aplicado a stocks pesqueros altamente explotados. La 

información proveniente del VPA acerca de tendencias en el stock o variabilidad de las clases 

anuales, permite a los administradores una mejor capacidad al momento de modelar el estado 

previsto de los stocks en el futuro (Sparre y Venema, 1998) y establecer regulaciones adecuadas. 

Este enfoque es de especial importancia en especies con un reclutamiento inconsistente o 

episódico (Scarnecchia et al., 2014). 

El sábalo en las pesquerías argentinas 

Como ya se mencionara, el sábalo Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), es un pez 

caraciforme iliófago endémico de las cuencas de los ríos Paraná y Paraguay. De acuerdo con 

Sverlij et al. (1993), P. lineatus representa alrededor del 40%, 86% y 95% del total de capturas 

comerciales en los ríos Paraná, Río de la Plata y Uruguay respectivamente. Esta especie 

representa hasta el 60% de la biomasa de peces en las lagunas de la planicie de inundación de 

la baja cuenca del Río de la Plata (Bonetto et al., 1970, 1975, 1994; Tablado et al., 1988) y es la 

principal especie blanco de las pesquerías en la región (Quirós y Cuch, 1989; Baigún et al., 2008). 

Desde el punto de vista reproductivo, esta especie posee reclutamientos episódicos, 

evidenciados por la presencia de cohortes predominantes en las capturas (Espinach Ros et al, 

2008; Lozano et al., 2019). 

La información existente concerniente a la comercialización del sábalo se remonta al 

año 1925. Las capturas de sábalo, reflejadas por los volúmenes de exportación (Figura 70), 
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mostraron un fuerte incremento a partir de fines de la década del 90 con un máximo en 2004 

de 32.000 toneladas (t) de sábalo eviscerado, correspondientes a 36.000 t de pescado entero en 

el año 2004. En el marco de las medidas restrictivas de la exportación aplicadas desde fines de 

2006, las exportaciones fueron de 27.505 t en ese año, 17.491 t en 2007, 10.026 t en 2008, y, 

con excepción de 2019, se mantuvieron sin superar las 20000 t de acuerdo con las certificaciones 

de SENASA y los registros de Aduana. 

 

Figura 70- Capturas de sábalo en toneladas entre 1925 y 2019. No hay información disponible entre 1988 
y 1993, los datos a partir de 1994 corresponden solamente a las capturas para exportación. (Fuente: Balboni y 
Mantinian, 2021; SENASA y Administración Nacional de Aduanas). 

El impacto de los contaminantes en la dinámica poblacional 

Cuando se liberan contaminantes en los ambientes acuáticos, es posible que se 

produzcan efectos directos (tóxicos) en la biota acuática. Los efectos directos varían con la 

intensidad y la duración de la exposición a un tóxico, y se estudian con frecuencia, en parte, 

porque los criterios predictivos para estimar el riesgo y establecer los niveles permisibles de 

contaminación se basan en las respuestas de las especies a los contaminantes (Long et al., 1995). 

Estos criterios se derivan de pruebas de toxicidad de laboratorio que generalmente emplean 

especies modelo en exposiciones a un solo tóxico. Los efectos directos de las sustancias tóxicas 

suelen reducir la abundancia de los organismos (por el aumento de la mortalidad o la reducción 

de la fecundidad). La biota de un hábitat dado a menudo muestra una amplia gama de tolerancia 

a sustancias tóxicas específicas (por ejemplo, los insecticidas y los herbicidas se dirigen a 

organismos específicos en una comunidad que interactúa) con la consecuencia de que una 

sustancia tóxica puede ejercer efectos letales en algunas especies, pero no causar efectos 

observables en otras. Efectos subletales directos, por ejemplo, cambios en el comportamiento 

o estrés fisiológico, también son posibles (Fleeger et al., 2003). 
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En efecto, como se ha visto en el capítulo anterior, la capacidad de evasión a 

depredadores de los peces a menudo se altera en respuesta a la exposición a sustancias tóxicas 

subletales, y la literatura contiene numerosos ejemplos de supervivencia reducida en presas 

expuestas sujetas a un depredador (Scott y Sloman, 2004). 

Es razonable proponer que las alteraciones en los comportamientos normales de 

evitación de depredadores podrían alterar las relaciones acuáticas depredador-presa en los 

ecosistemas naturales y, por lo tanto, la estructura de la comunidad, al aumentar la 

susceptibilidad a la depredación de las poblaciones de peces presa. La capacidad de un pez para 

evadir el ataque de un depredador está determinada por la coordinación de numerosos 

parámetros bioquímicos, neurológicos, fisiológicos, morfológicos y de comportamiento 

(Domenici y Blake 2000), todos parámetros afectables por la presencia de contaminantes. Para 

algunos productos químicos, la mayor probabilidad de que un depredador pueda atrapar y 

consumir un pez presa contaminado también aumenta las posibilidades de que la contaminación 

pase a lo largo de la red trófica (Scott y Sloman, 2004).  

Este tipo de respuestas comportamentales a nivel individual pueden, a su vez, tener 

consecuencias a nivel poblacional al alterar los parámetros demográficos, como las tasas de 

natalidad, mortalidad y migración (Ford et al., 2021). La interacción entre el comportamiento 

individual y la dinámica de la población es compleja. En la búsqueda de maximizar la aptitud, los 

individuos pueden participar en comportamientos que son beneficiosos para ellos mismos pero 

que son potencialmente perjudiciales para la población (Haldane, 1932). Por el contrario, los 

cambios en la dinámica de la población también pueden afectar el comportamiento individual, 

por ejemplo, a través de efectos dependientes de la densidad sobre la búsqueda de alimento, la 

búsqueda de pareja, agresión y competencia (Kokko y López-Sepulcre, 2007; Robert et al., 2012). 

El objetivo del presente capítulo está en línea con el objetivo del eje ambiental de esta 

tesis a fin de analizar de forma integral el impacto de la IVM sobre la dinámica de reclutamiento 

de juveniles en las lagunas localizadas en la cuenca baja del Río Paraná. Este capítulo constituye 

un primer acercamiento a la evaluación de stocks pesqueros de Prochilodus lineatus en el bajo 

río Paraná mediante la aplicación de un modelo de VPA incluyendo los efectos de la IVM a través 

de biomarcadores comportamentales. 

Materiales y métodos 

Datos de captura 

Los datos de captura de P. lineatus fueron obtenidos a partir de las campañas de 

muestreo del proyecto “Evaluación biológica y pesquera de especies de interés deportivo y 
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comercial en el Río Paraná. Argentina” (Lozano, 2015) provenientes de cinco localidades 

diferentes en el río Paraná (Figura 71).  

Los datos analizados en esta tesis y plasmados en el informe de Lozano (2015) 

comprenden el período de análisis 2010-2014, con un total de doce campañas, a razón de dos o 

tres por año, con un promedio de nueve noches de pesca cada una, distribuidas en las distintas 

estaciones del año. Los peces fueron capturados utilizando dos baterías de redes agalleras 

caladas durante el atardecer y viradas la mañana siguiente (12 h aproximadamente). Cada 

batería de redes consistía en mallas de 12,5 metros de largo de 30, 40, 50, 60, 70, 80 mm de 

distancia entre nudos estirados; mallas de 25 metros de 90, 105, 120, 140, 160, 180 mm de 

distancia entre nudos estirados y trasmallos de 25 metros de 105, 120, 140, 160 y 180 mm de 

distancia entre nudos estirados. Cada pez fue contabilizado, medido, pesado y los otolitos lapilli 

fueron extraídos para la posterior estimación de la edad. En el presente trabajo se asume que 

este espectro de mallas captura con la misma eficiencia ejemplares del primer año de vida 

(juveniles y postlarvas) como los de edad máxima. 

 

Figura 71- Localidades de muestreo de sábalo en el río Paraná (Puntos negros). 
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Modelo de Poblaciones Virtuales (VPA)-Ingreso de datos 
Se ha utilizado la captura por unidad de esfuerzo (CPUE) como estimador de abundancia 

relativa de la población. Se define la CPUE como el número de peces capturados en una noche 

con la batería de redes utilizada. La CPUE anual promedio fue calculada para cada edad estimada 

de esta cohorte (Tabla 19). 

Para este trabajo solo se ha considerado a la cohorte 2009-2010, cuya edad fue estimada 

de sus otolitos lapilli (Lozano, 2015), por ser la cohorte mayoritaria en las capturas comerciales 

(más del 90% de las capturas) y de la que se cuenta con información precisa y confiable sobre la 

edad de los ejemplares dentro del período en que el proyecto fue llevado a cabo. 

Tabla 19- Valores de CPUE promedio anual para cada edad obtenida de las campañas de muestreo. 

  Edad (años) 
Año 1 2 3 4 5 

2010 80.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
2011 0.0 40.9 0.0 0.0 0.0 
2012 0.0 0.0 60.0 0.0 0.0 
2013 0.0 0.0 0.0 29.2 0.0 
2014 0.0 0.0 0.0 0.0 30.2 

 

Los datos de CPUE fueron considerados como datos de captura por edad en el modelo 

de VPA. 

El segundo input de datos para el VPA es la mortalidad natural (M). Este parámetro fue 

estimado siguiendo a Sparre y Venema (1998) y Cadima (2003) con la siguiente fórmula: 

𝑀 ≈
3

𝑡𝑚𝑎𝑥
 (1) 

Donde tmax es la mayor edad observada en el stock o la mayor edad registrada en la 

literatura para la especie de interés. El tmax para P. lineatus a partir de la información disponible 

en la literatura es de 26 años (Espinach Ros et al., 2008). Por lo tanto, el valor de M utilizado en 

este trabajo fue≈0,12. 

El tercer input de datos fue la “estimación inicial” acerca de la abundancia de los 

sobrevivientes de mayor edad. Este dato fue obtenido calculando la tasa de decrecimiento en la 

abundancia de una cohorte a través de los años (asumiendo que todas las clases anuales poseen 

la misma mortalidad a lo largo del tiempo). La fórmula utilizada fue: 
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Donde Zt es la tasa de mortalidad de la clase anual y Ct las capturas de una dada clase 

anual. El valor de Z se obtuvo gráficamente a través de una regresión lineal de los logaritmos 

naturales de la captura vs la edad. 

Con todos los input de datos para el VPA estimados, la abundancia (N) fue obtenida con 

la ecuación de proceso:  

2/

1,1,

M

t

M

tata eCeNN += ++
 (3) 

Donde Na,t es la abundancia para la edad “a” en el año “t”, Ct es el valor de captura en el 

año “t” y M la mortalidad natural.  

Y la abundancia de los ejemplares de mayor edad fue calculada con:  

 (4) 

Donde Ct,a son las capturas en el año “t” para la edad “a”, Zt,a la mortalidad total en el 

año “t” para la edad “a” y Ft,a es la mortalidad por pesca en el año “t” para la edad “a”.  

La matriz de mortalidad por pesca (F) fue construida a partir de la matriz de N con la 

siguiente fórmula: 
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,
,

  (5) 

Donde Ft,a es la mortalidad por pesca de la edad “a” en el año “t”. 

Inclusión de biomarcadores comportamentales en el VPA 

De todos los biomarcadores comportamentales, se seleccionó la velocidad de escape 

(VMN) por su vínculo directo con la tasa de mortalidad natural M (ecuación 1). Este parámetro 

surge a partir de la velocidad máxima de escape frente a un estímulo visual que emula el ataque 

de un depredador. Un comportamiento de escape alterado implica un menor rendimiento en la 

natación y, como consecuencia, un aumento en el riesgo de depredación (Jørgensen y Holt, 

2013). 
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Se consideró que los efectos de la caída en la velocidad de escape por la exposición a 

IVM se dan únicamente en el estadio juvenil, por lo que la M corregida será aplicada en el primer 

año de vida de la cohorte evaluada. Se considerará también el mayor efecto observado en la 

caída de la velocidad (caída de un 36,5% frente al control, ver capítulo 2 para efectos de la IVM 

en velocidad de escape a depredadores) y su potencial impacto en M (el peor escenario posible). 

La mortalidad natural tiene dos componentes principales: trófico y depredación (Vetter, 

1988). En este análisis se consideró, de manera conservadora, que ambos factores aportan un 

50% del valor de M. La corrección de M por los efectos de la IVM fue aplicada en la componente 

de depredación. Para la corrección de la componente de depredación del parámetro poblacional 

M se utilizó la caída máxima registrada en la velocidad de escape en los bioensayos de exposición 

a IVM relativizada al tratamiento control. De esta manera una caída de 30% con respecto al 

control aumenta un 30% la tasa de depredación (parámetro que representa en este modelo un 

50% de M). 

La población de sábalos fue evaluada en dos situaciones: juveniles sin exposición a IVM 

(sin efecto en M en el primer año) y juveniles con exposición a IVM (con efecto en M en el primer 

año). 

Resultados 

Estimación inicial de los parámetros 

La estimación de Z para la cohorte predominante fue obtenida gráficamente (Figura 72) 

y fue de Z≈0 228 . El primer año no fue eliminado del pool de datos de la regresión debido a 

que la metodología de muestreo puede capturar eficientemente los peces más jóvenes. 

 

Figura 72- Regresión lineal de los Ln de la CPUE vs la edad de los ejemplares. En el extremo inferior 
derecho del gráfico se presentan los resultados de la ecuación de ajuste. 
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La estimación inicial acerca de la abundancia (N) de los sobrevivientes de mayor edad 

fue llevada a cabo con la estimación de F de los peces de mayor edad. El valor de Z de 0,2284 

con un valor de M de 0,12 resulta en un valor de F de 0,1084 para los peces de 5 años de edad. 

Con la primera estimación de F, la abundancia de los peces de mayor edad fue calculado 

de la ecuación (4) resultando en una abundancia de 312 N (CPUE en 2014). 

Aplicación del VPA 

La estimación de la abundancia a lo largo de los años para la cohorte mayoritaria se 

muestra en la figura 73. La caída de la abundancia estimada con la CPUE desde 2010 es visible y 

clara.  

 

Figura 73- Abundancia de la cohorte 2009-2010 en las capturas a lo largo de los años (a) y población 
modelada con el VPA (b). 
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Modelado de la población con y sin efectos de la ivermectina 

Considerando los efectos de la IVM en la M solo en el primer año de vida, la abundancia 

inicial de la cohorte (CPUE=763,5) cae aproximadamente un 5% (CPUE=732,6). En la figura 74 se 

muestran las curvas de abundancia generadas por el VPA sin considerar y considerando los 

efectos de la IVM en la M. Además, se muestran las proyecciones de las estimaciones del VPA 5 

años hacia adelante (predicción) y 1 año hacia atrás (estimación de la abundancia inicial de la 

cohorte). 

 

Figura 74- Abundancia estimada (línea continua) y proyecciones (línea punteada) de la cohorte 2009-2010 
a través del VPA sin considerar los efectos de la IVM en M (azul) y considerando efectos de IVM en M (rojo). 

La variación en la mortalidad por pesca a lo largo de los años se muestra en la figura 75. 

No se observaron diferencias en la mortalidad por pesca en presencia o ausencia de IVM (con o 

sin corrección de M).  

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019

A
b

u
n

d
an

ci
a 

(C
P

U
E)

 

Año



Lozano I. E. – Capítulo 3: Efectos de la ivermectina en la población de sábalos 

 

168 
  

 

Figure 75- Mortalidad por pesca de P. lineatus estimada por el VPA a lo largo de los años analizados. 

Discusión 

Estado del stock pesquero del sábalo 

En el período analizado, la pesquería se enfoca casi en su totalidad en una sola cohorte 

(Lozano, 2015). La misma presenta un valor de mortalidad por pesca igual al de la mortalidad 

natural estimada global. La abundancia real de esta cohorte en 2015, en términos de la CPUE, 

es menor que la mitad de la abundancia en el primer año. En este contexto, la mortalidad por 

pesca de la población de sábalos en la cuenca baja del río Paraná no estaría mostrando una 

disminución relacionada con la disminución de la abundancia.  

El valor calculado empíricamente de Z fue ≈ 0,23. Este valor es bajo comparado con los 

reportados en otras especies del mismo género explotadas comercialmente en pesquerías 

neotropicales. Estimaciones previas de la mortalidad total para Prochilodus nigricans en el 

Amazonas central fueron de Z = 1,51 (Ruffino e Issac, 1995) y Z= 0,838 para esta misma especie 

en el Noreste de Ecuador (Silva y Stewart, 2006); Z = 1,51 para P. magdalenae en Colombia 

(Valderrama et al., 1993) y Z = 1,47 para P. platensis en Bolivia (Payne y Harvey, 1989). Una 

comparación preliminar de los valores de mortalidad obtenidos en el presente trabajo con la 

literatura disponible sugeriría que la explotación de P. lineatus, durante el período evaluado en 

el bajo Paraná, no estaría comprometiendo la integridad y la abundancia de la población. 

Incertezas y fuentes de variabilidad en el modelado 

Las grandes diferencias observadas en los valores de Z de P. lineatus con las otras 

especies de prochilodontidae en Sudamérica pueden ser consecuencia de las metodologías de 

estimación de edad. En la mayor parte de los estudios previos, las escamas fueron las estructuras 
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utilizadas para estimar la edad y las edades máximas reportadas no excedían los 10 años. En 

comparación con los otolitos, las escamas suelen reportar los niveles más bajos de precisión en 

la estimación de edades (Erickson, 1983; Libby, 1985; Boxrucker, 1986; Sharp y Bernard, 1988; 

Welch et al., 1993; Lozano et al., 2014). Las estimaciones precisas de la edad son fundamentales 

para una gestión pesquera adecuada (Lozano et al., 2014). La determinación adecuada de la 

edad permite calcular la tasa de crecimiento, la tasa de mortalidad y la productividad (Campana, 

2001), parámetros que son insumos de cualquier modelo poblacional. Las diferencias de edad 

observadas en otros prochilodontidae podrían afectar directamente a la estimación de 

mortalidad natural y por lo tanto al valor de Z, minimizando cualquier potencial efecto de los 

contaminantes en estos parámetros poblacionales. 

Fiabilidad y precisión del análisis virtual de poblaciones para la 

estimación de la abundancia de sábalo 

La proyección de la abundancia modelada y proyectada hasta 2019 con y sin efectos de 

la IVM sobre M resulta en una abundancia menor al 10% de la abundancia inicial. Estos 

resultados son coincidentes con lo reportado por Liotta y Arrieta (2020). En su informe técnico 

en el marco del proyecto “Evaluación biológica y pesquera de especies de interés deportivo y 

comercial en el Río Paraná. Argentina”, los autores reportan que la cohorte 2009-2010 

representa en el período 2018 a 2019 un 4,5% de las capturas en la cuenca baja del río Paraná. 

Esto significa que la predicción en cuanto a la abundancia de la cohorte 2009-2010 realizada 

cinco años antes de la última evaluación en 2020, sólo difirió en un 5,5%. Por lo tanto, la elección 

del modelo de VPA para las poblaciones explotadas comercialmente de sábalo parece ser el 

adecuado. 

Efectos de la ivermectina en la abundancia de la población 

La consideración de los efectos de la IVM sobre la capacidad de escape a depredadores 

y su potencial impacto en la mortalidad natural mostraron efectos en la abundancia en los 

primeros años de vida (el primer año y el retrocalculado). Esos efectos parecen desaparecer a lo 

largo de los años y compensarse. 

Sin embargo, es importante considerar que el proceso de reclutamiento de esta especie 

es marcadamente episódico y la supervivencia de los juveniles es un paso clave para el éxito de 

la cohorte (Lozano et al., 2019). Al colonizar los ambientes de la planicie de inundación, las larvas 

y juveniles son expuestos a los mayores niveles de IVM en el ambiente (Mesa et al., 2020), 

debido principalmente a la cercanía con la actividad ganadera. Por lo tanto, los peces se 

encuentran expuestos a los mayores niveles de IVM en el ambiente en la etapa clave del ciclo 
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de vida para el éxito de la cohorte. Es posible incluso que el VPA subestime los efectos que un 

impacto negativo en la supervivencia de los juveniles del primer año de vida pueda tener en el 

futuro y el éxito de la cohorte a largo plazo.  

Aunque los efectos de la IVM en los ejemplares adultos de la cohorte pueden estar 

presentes, estos pueden verse diluidos por la mortalidad por pesca y otros factores que actúen 

sobre la mortalidad total. Sin embargo, la presencia de IVM en adultos de sábalo puede tener 

implicancias desde el punto de vista de la seguridad alimentaria y la bromatología (European 

Commission N° 37/2010). En efecto se ha iniciado en nuestro país una red de seguridad 

alimentaria (RSA-CONICET) de alcance nacional que tiene como objetivo contribuir a la 

evaluación de riesgo en el ámbito de la seguridad alimentaria, donde este tipo problemáticas 

están siendo evaluadas. Recientemente Lajmanovich et al. (2023) han reportado la presencia de 

residuos de herbicidas polares en sábalos del río Salado (Santa Fe). Si bien la evaluación fue 

sobre plaguicidas, la RSA planifica incluir en la lista de contaminantes a monitorear a la IVM. 
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A continuación, se detallan los resultados principales y las conclusiones 

obtenidas para cada uno de los objetivos propuestos inicialmente para el presente 

trabajo de tesis doctoral. 

En el ambiente 
 

Objetivo 1: Cuantificar los niveles de ivermectina presentes en 

muestras de agua y sedimentos de las lagunas localizadas en la cuenca baja 

del Río Paraná 

Con los datos obtenidos en los muestreos ambientales se pusieron a punto una 

serie de técnicas de extracción y de cuantificación analítica que permitieron medir los 

niveles ambientales de la ivermectina. Las metodologías optimizadas para la medición 

en agua (fracción soluble), sedimentos y material particulado en suspensión fueron la 

extracción en fase sólida (SPE), QuEChERS en medio ácido y la extracción por sonicación, 

respectivamente. El material particulado en suspensión presentó niveles cuantificables 

de ivermectina, cuantificándose un máximo de 298,5 µg/Kg. Este objetivo fue abordado 

en el capítulo 1. 

Objetivo 2: Determinar los niveles de ivermectina presentes en 

ejemplares juveniles provenientes de las lagunas en estudio 

Se detectó el compuesto en músculo de juveniles provenientes de las lagunas de 

la planicie de inundación del Paraná próximas a áreas de cría de ganado. La técnica 

optimizada y utilizada para la detección de ivermectina en tejido muscular de sábalo fue 

la de QuEChERS en medio ácido, estableciéndose un límite de detección de 0,2 ppb y 0,5 

ppb para la cuantificación. Este objetivo fue desarrollado en el capítulo 1. 

Objetivo 3: Estimar el impacto de la IVM sobre la dinámica de 

reclutamiento de juveniles en las lagunas localizadas en la cuenca baja del Río 

Paraná 

Los modelos poblaciones escogidos pudieron ser aplicados sobre una población 

de sábalo sometida a presión pesquera. Se escogió un marcador comportamental como 

modificador directo de la mortalidad natural en el análisis virtual de poblaciones. Los 

efectos en la velocidad de escape provocados por la ivermectina y cuantificados en el 

laboratorio mostraron impacto en la población modelada. De la aplicación del modelo y 
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la modulación indirecta se concluye que la abundancia de sábalos podría verse afectada 

ante concentraciones ambientales y subtletales de ivermectina. Este objetivo fue 

desarrollado en el capítulo 3. 

En el laboratorio 
Objetivo 4: Establecer el valor de toxicidad letal aguda de la 

ivermectina (principio activo) en postlarvas de sábalo 

La evaluación de la toxicidad letal aguda (48 h) del principio activo ivermectina 

en postlarvas (primera etapa de juveniles) de sábalo fue establecida en 1,75 µg/L, 

ubicando al sábalo entre las especies de peces más sensibles a esta sustancia. Este 

objetivo fue desarrollado en el capítulo 2. 

Objetivo 5: Evaluar los efectos de la exposición subcrónica a IVM 

(principio activo) tanto en agua como en sedimentos sobre parámetros 

asociados a estrés oxidativo en ejemplares juveniles 

Se estudió una batería de biomarcadores bioquímicos en encéfalo, branquias e 

hígado. Los efectos pudieron cuantificarse en escenarios de exposición diferentes, en 

aguas y sedimentos y con diferentes tiempos de exposición (15 y 30 días). El hígado y las 

branquias, seguido por el encéfalo, presentaron alteraciones significativas. En cuanto al 

tiempo de exposición, los mayores efectos se observaron a los 15 días. Al incluir la vía 

trófica como vía de ingreso adicional de la IVM, el diseño de exposición a sedimentos 

fortificados reportó los mayores efectos. Este objetivo fue desarrollado en el capítulo 2. 

Objetivo 6: Determinar las alteraciones producidas por la exposición a 

IVM a nivel hematológico, inmunológico, neurológico e histológico en 

juveniles  

Se evidenciaron anomalías de origen circulatorio en los peces expuestos durante 

30 días a la concentración más alta de IVM (1,5 µg/L). En cuanto a la neurotoxicidad se 

observó una inhibición de la AChE muscular luego de 15 días de exposición a sedimentos 

fortificados con IVM (20 µg/kg). Este objetivo fue desarrollado en el capítulo 2. 

Objetivo 7: Estudiar el efecto de la exposición a IVM sobre el 

comportamiento de natación, alimentación y evasión en juveniles de sábalo 
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Se utilizó una batería de marcadores comportamentales. La velocidad máxima 

de natación frente a un estímulo fue incorporado al modelo poblacional utilizado en el 

capítulo 3. Este biomarcador resultó una herramienta robusta para la identificación de 

efectos de exposición subcrónicos y como parámetro a utilizar en modelos 

poblacionales que consideren a los contaminantes. En las exposiciones de 15 días a IVM, 

los biomarcadores comportamentales mostraron efectos significativos de manera 

global, evidenciados en los sucesivos análisis multivariados. Este objetivo fue 

desarrollado en el capítulo 2. 
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Análisis de las hipótesis propuestas 

“Se detecta ivermectina en los compartimentos ambientales: agua, sedimento 

y peces de la planicie de inundación de la baja cuenca del río Paraná”. 

Se confirmó la presencia de ivermectina en el sitio de estudio localizado en 

lagunas de la planicie de inundación de la baja cuenca del río Paraná. La ivermectina fue 

detectada en el material particulado en suspensión y en el tejido muscular de juveniles 

de sábalo. 

“La exposición a concentraciones ambientales de ivermectina en juveniles de 

sábalo produce efectos a nivel bioquímico, fisiológico y en el comportamiento 

natatorio”. 

Se observaron efectos en todos los niveles de organización evaluados: 

bioquímicos, fisiológicos y comportamentales. Las respuestas de los diferentes 

biomarcadores variaron en intensidad y relevancia en el impacto general en los distintos 

escenarios experimentales a los que se expuso a los juveniles de sábalo. 

“La presencia de ivermectina en las lagunas de la planicie de inundación de la 

cuenca del río Paraná afecta la dinámica de reclutamiento del sábalo”. 

Se exploró un potencial escenario de impacto de la ivermectina sobre la mortalidad 

natural y su posterior efecto en la población. En un escenario ambiental con altas 

concentraciones de ivermectina en las áreas de cría de sábalo en la planicie de 

inundación del río Paraná, las poblaciones naturales sometidas a presión pesquera 

pueden verse afectadas. Esta hipótesis aún debe confirmarse con nuevos diseños y 

modelados. 

 

 

 

       Dr. Fernando de la Torre 
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Decaimiento de la ivermectina en condiciones experimentales: 

análisis cromatográficos 

Curvas de calibración de solución de Ivermectina en metanol 
● Solución madre de ivermectina de50 ppm (50 mg/L) en metanol. 

● La curva de calibración se realizó a partir de una dilución de la solución madre original 

con los siguientes puntos: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 y 50 ppm. (Figuras A1 y A2) 

 

Figura A 1- Curva de calibración con soluciones estándar de ivermectina en metanol. 

 

Figura A 2- Cromatograma de las diferentes concentraciones de la curva de calibración. 
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Calibración del método de extracción de Ivermectina en agua 
Se realizaron una serie de diluciones de concentración conocida de la solución madre de 

IVM en agua milliQ para estimar el rendimiento del método de extracción de IVM en agua (Tabla 

A1 y Figura A3). El extracto final de IVM se encuentra concentrado unas 50 veces con respecto 

a la concentración original con el fin de mejorar su detección en las condiciones cromatográficas 

seleccionadas. 

Tabla A 1- Curva de extractos de ivermectina en agua y estimación del rendimiento de extracción. 

Extracto     

Concentració
n original (ppm) 

Concentración extracto 
esperada (ppm) 

Concentración 
concentrada obtenida (ppm) 

R
endimiento 

(%) 

Rendimi
ento promedio (%) 

0,02 1,0 0,75 
7

4,80 74,76 
 

0,02 1,0 0,75 
7

4,71 

0,1 5,0 3,88 
7

7,65 77,76 
 

0,1 5,0 3,89 
7

7,87 

0,25 12,5 10,20 
8

1,61 81,62 
 

0,25 12,5 10,20 
8

1,63 

0,5 25,0 21,59 
8

6,37 86,35 
 

0,5 25,0 21,58 
8

6,33 

1 50,0 40,70 
8

1,40 
81,48 

1 50,0 40,78 
8

1,56 

 

 

Figura A 3- Curva de calibración de la extracción de ivermectina en agua. 
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capítulo 2.  Cada día del ensayo se tomaron muestras de 200 ml por duplicado de cada acuario 

y se estimó la concentración de IVM en esas muestras de agua (Figura A 4). 

 

Figura A 4- Decaimiento de la concentración media de ivermectina en agua a lo largo de 72 horas. Las 
barras de error indican la desviación estándar.
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Protocolo de histológico de branquias de Prochilodus lineatus 

Fijación 

Inicial 
Solución de Bouin por 24 h. 

Solución de Bouin: 70 % ácido pícrico, 25 % formaldehido, 5 % ácido acético. 

Almacenamiento 
Etanol 70%. 

Inclusión 

Deshidratación e inclusión de las piezas 
1. Etanol 80 % – 1 hora 

2. Etanol 90 % – 1 hora 

3. Etanol 96° – 1 hora 

4. Etanol 100 % – 1 hora 

5. Xilol – 5´ 

6. Parafina fundida – 4 horas 

Coloración de hematoxilina-eosina 
La hematoxilina es un colorante básico y colorea con una coloración violeta los 

componentes ácidos de una célula como los grupos sulfatos, fosfatos y/o carboxilos ionizados 

muy presentes principalmente en el núcleo celular. La eosina es un colorante ácido que se asocia 

a estructuras básicas (catiónicas) del citoplasma y la matriz extracelular, otorgándoles un color 

rosado. 

Desparafinado e hidratación 
1. Xilol – 30´ 

2. Etanol 100 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 90 % – 2´ 

5. Etanol 70 % – 2´ 

6. H2O dest. – 2´ hasta iniciar coloración 

Coloración 
1. Hematoxilina de Carazzi – 10´ 

2. Lavado con H2O destilada 

3. Viraje en agua de red – 5´ 

4. Lavado con agua destilada 

5. Eosina alcohólica – 1´ 

Deshidratación 
1. Etanol 70 % – 2´ 

2. Etanol 90 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 100 % – 2´ 

5. Xilol – 4´ 
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6. Montaje 

Coloración tricrómica de Masson modificada 
La coloración tricrómica de Masson modificada, es una técnica de coloración especial 

que permite visualizar claramente las fibras de colágeno tipo I que forman fibras gruesas o 

haces; también evidencia, aunque en menor intensidad, las fibras reticulares. Se emplean tres 

colorantes para diferenciar el núcleo celular (violeta), el citoplasma (rojo/rosa), fibras de 

colágeno (azul intenso) y el cartílago (azul tenue). 

Desparafinado e hidratación 
1. Xilol – 30´ 

2. Etanol 100 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 90 % – 2´ 

5. Etanol 70 % – 2´ 

6. H2O destilada. –  2´ hasta iniciar coloración 

Coloración 
1. Hematoxilina de Carazzi – 10´ 

2. Viraje en agua de red 

3. Fucsina Ponceau xilidina – 30´´ 

4. Lavado con H2O destilada 

5. Ácido fosfomolíbdico – 5´ 

6. Azul de anilina acética – 3´ 

7. Lavado con H2O destilada 

Deshidratación 
1. Etanol 70 % – 2´ 

2. Etanol 90 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 100 % – 2´ 

5. Xilol – 4´ 

6. Montaje 

Coloración Azul Alcián 
Esta coloración se emplea para detectar glicoconjungados ácidos (tanto glucógeno como 

mucopolisacáridos; color turquesa) y, en conjunto con la hematoxilina, se distinguen los núcleos 

(violeta). 

Desparafinado e hidratación 
1. Xilol – 30´ 

2. Etanol 100 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 90 % – 2´ 

5. Etanol 70 % – 2´ 

6. H2O dest. – 2´ hasta iniciar coloración 
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Coloración 
1. Azul alcián – 15´ 

2. Lavado en agua de red 

3. Hematoxilina de Carazzi – 10´ 

4. Viraje en agua de red 

Deshidratación 
1. Etanol 70 % – 2´ 

2. Etanol 90 % – 2´ 

3. Etanol 96° – 2´ 

4. Etanol 100 % – 2´ 

5. Xilol – 4´ 

6. Montaje 
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