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RESUMEN

En este trabajo se evalto el efecto de la exposicion a cadmio y a cobre sobre rifién
cefalico y sangre del pez dulceacuicola Colossomamacropomum. Los organismos
fueron aclimatados durante 15 dias y posteriormente expuestos a una dosis de 1 ppm de
cloruro de cadmio y 0,5 ppm de cloruro de cobre durante 21 dias y fueron depurados de
los metales durante 21 dias. Se realizaron frotis sanguineos a partir de muestras tomadas
de peces antes de someterlos al tratamiento, finalizado el tratamiento y después de la
depuracion. Finalizados los 21 dias de exposicién se realizaron improntas del rifién
cefalico. Los resultados del estudio indican que en Colossomamacropomum el riién
cefalico es un Organo principalmente hematopoyético, presentando agregados
granulopoyéticos y eritropoyéticos bien definidos. Aunque ambos metales afectan tanto
a las células eritropoyéticas como a las granulopoyéticas, se evidencidé que el cadmio
afecta los agregados de ambas series y produce los mayores cambios en la morfologia
de los precursores eritrocitarios; el cobre no disminuye los agregados hematopoyéticos
pero si produce cambios en la morfologia de la serie granulopoyética; ambos metales
disminuyen el porcentaje de células inmaduras del riidn cefalico. En sangre periférica,
se observo disminucién significativa de linfocitos y granulocitos en los peces expuestos
a cadmio y a cobre. La depuracion de 21 dias no fue suficiente para la recuperacion
celular de estos peces. La disminucion del contaje de las células leucocitarias,
observada en los peces expuestos a cadmio y a cobre estd en concordancia con la
disminucién de precursores leucocitarios en el rifion cefalico, 6rgano leucopoyético, y
corrobora lo observado en estudios previos.



INTRODUCCION
Las consecuencias del avance tecnologico, aplicado en las transformaciones que realiza
el hombre buscando obtener mayores producciones en los procesos industriales, para
satisfacer las necesidades ergondmicas, de alimentacion, de salud, entre otros, han sido
desbastadoras para la naturaleza, en los suelos, la atmdsfera y aguas dulces y de mares,
perjudicando asi a todo tipo de especie presentes en estos ambientes, tanto vegetal como
animal. El principal 6rgano hematopoyético de los peces es el rifion cefélico, el cual es
el sitio de diferenciacion de eritrocitos, granulocitos, linfocitos B y monocitos celulares
involucrados en el sistema inmunoldgico (Ellis, 1976). Este organo productor de
anticuerpos contiene macréfagos que fagocitan los diferentes antigenos, componentes
linfomieloides, renales y endocrinos suplementados por la sangre de las arterias y de la
vena porta caudal. Sirve como un andlogo de la médula ésea, de los ganglios y en parte

de la glandula adrenal de los vertebrados superiores (Blaxhall y Daisley, 1973).

Las células involucradas en la respuesta inmune son los leucocitos, que pueden
encontrarse en tejido o en sangre. La clasificacion de estas células en peces, al igual
que la de los leucocitos de todos los vertebrados, se ha realizado por criterios
morfologicos segun los cuales se distinguen varios tipos: linfocitos, granulocitos,
monocitos o macrofagos (Ellis, 1977). La cantidad de leucocitos totales circulantes en
sangre de los peces es muy variable dependiendo de las especies o de las condiciones
fisiologicas. Por ejemplo, las cifras encontradas para trucha comun se sittian entre 2000
y 63000 leucocitos/mm?, mientras que en salmoén coho, el promedio es de 44500

leucocitos/mm? (Blaxhall y Daisley, 1973; Harbellet al., 1979).

En los teledsteos, los linfocitos son los leucocitos mayoritarios y representan el 70-90%,
a nivel funcional, son responsables de la respuesta inmune especifica humoral y celular.
Los neutroéfilos representan entre el 8 y 20% de las células leucocitarias; la liberacion de
¢éstos a la sangre se presenta como una respuesta inespecifica ante una amplia variedad
de estimulos. Los monocitos y macrofagos, constituyen las principales células

fagociticas, por su capacidad de ingerir material extrafio, inerte o antigénico, asi como



restos celulares provenientes de la respuesta inflamatoria u otros procesos degenerativos
y representan entre 0,1 y 5% del total de células (Blazer, 1991; Enaneet al., 1993). Los
eosinodfilos y basodfilos tienen funciones desconocidas y su existencia en peces aln esta
en discusion (Garcia, 2004). Todos estos estudios demuestran la importancia del
conocimiento de la morfologia de las células sanguineas en peces para determinar su
estado de salud, el cual se puede alterar por cambios en su habitat; ya que el desarrollo
industrial estdintimamente ligado al desequilibrio ambiental, en especial de los

ecosistemas acuaticos (Vargas et al., 2009).

De igual forma, el estrés ambiental puede afectar la eficacia del sistema inmune en los
peces, dependiendo del tipo de toxico, la dosis, el tiempo de exposicion, y las
condiciones fisicoquimicas del agua, entre otros factores, provocando alteraciones
fisiologicas que inhiben o retardan la respuesta inmunitaria; lo que traeria como
consecuencia, un aumento de la sensibilidad a microorganismos, ya sean bacterias, virus
u hongos, incrementando el riesgo de contraer enfermedades infecciosas y
produciéndose una disminucién de las defensas (Anderson, 1990; Thompsonet al.,

1993; Fournietet al., 2001).

Se ha demostrado que altas concentraciones de metales pesados como el cadmio, cobre o
mercurio, tienen efecto inmunosupresor, constatado por el descenso de la actividad de
macrofago y los niveles de lisozima (Fletcher, 1986) que en parte es producido por su
efecto estresante, pero en parte por accion directa del contaminante (Elsasseret al.,
1986). También, dosis subletales de amoniaco, nitritos, cobre y cianuro aumentan la
susceptibilidad a enfermedades como saprolegniosis, debido en parte a Ila
inmunodepresion que inducen por estrés. El cobre induce un descenso de la respuesta
inmune hormonal y celular (Carballo y Mufioz, 1991; Carballo et al., 1995). Larssonet
al.(1981) senalan que el cadmio causa variados efectos subletales en peces teledsteos,
como fracturas y deformidad vertebral, dafios testiculares, desarrollo defectuoso de
ovulos, reduccion del consumo de oxigeno por los tejidos branquiales, cambios
patologicos en los tejidos renal e intestinal, efectos hematologicos y disturbios en el

metabolismo de carbohidratos. Muchos de los efectos toxicos en humanos (lesiones en



huesos y lesiones renales, anemia e hiperglucemia) son muy parecidos a los efectos del
cadmio en otros mamiferos. Por otro lado, el metal cromo hexavalente es un metal
potencialmente toxico para los organismos acuaticos, carcinogénico para los mamiferos

incluyendo al ser humano (Zweiget al., 1999).

En relacién a la situacion de los metales pesados en las cuencas hidrograficas de
Venezuela, el Ministerio del Ambiente en el Decreto n® 883, Gaceta Oficial N° 5.021,
1995, establece las normas para el control de calidad de los cuerpos de agua y de los
vertidos o efluentes liquidos. En tal sentido sefiala, para las aguas de los sub-tipo 1y 2,
que corresponden a los rios (Orinoco, Caroni, Manzanares, etc.), que las mismas no
deberan exceder de los siguientes limites: cobre; 1,0 mg/l y 0,20 mg/l; cadmio 0,01 mg/I
y 0,0005 mg/l, respectivamente. En elpais se han realizado diferentes evaluaciones en
cuencas altamente impactadas, destacando los estudios de Gamboa y Bonilla (1983), en
sedimentos de la cuenca Tuy, quienes reportaron elevadas concentraciones de Mn, Cu y
Zn en la zona costera influenciada por el rio Neveri. Mas recientemente, Fermin,(2002)
evalud el contenido de cobre y cadmio total en sedimento de la laguna de Unare, estado
Anzodategui, encontrando concentraciones de cobre que oscilaron entre 22,26 pg/g y
48,92ug/g con un promedio de 36,31 pg/g y de cadmio obtuvo niveles maximos de
0,350 pg/g con un promedio 0,112 pg/g. Garcia (2004) reportaron concentraciones de
cobre en sedimentos superficial del rio Orinoco de 0,123 pg/g a 3,987 pg/g. Vaquero et
al. (2004) evaluaron la concentracién de cobre y cadmio en aguas del rio Tigre, estado
Anzoategui y reportaron valores de Cu<118,8 pg/l, Cd < 11,6 pg/l y en sedimento
reportaron valores de Cu <I15ug/g y Cd < 20pg/g. Los resultados antes expuestos
demuestran que algunos rios venezolanos no cumplen con las normas establecidas por el

Ministerio del Ambiente.

Con respecto a trabajos donde se consideraron los pardmetros hematoldgicos e
inmunoldgicos en peces expuestos a toxicos ambientales, se destacan los realizados por
Barroso (1996), quien evalud las respuestas inmunologicas y hematoldgicas del
pezHypostamuswatwata inducido por exposicidon a xenobioticos; el estudio de Blanco et

al. (2004), quienes evaluaron las respuestas hematologicas ¢ inmunoldgicas en



Colossomamacropomum, expuesto a cadmio; Garcia (2004), quienes analizaron las
respuestas hematologicas e inmunologicas y el perfil de proteinas séricas en
Colossomamacropomumexpuesto a concentraciones subletales de cobre y el trabajo de
Salazar et al. (2006), demostraron que el cobre actia como estresor afectando la
capacidad de muerte Dbacteriana inducida por polimorfonucleares de
Colossomamacropomum expuestos a dosis sub letal de dicho metal. En esta misma linea
de investigacion, pero en animales invertebrados, destacan los trabajos realizados por
Salazar (1993); Cordova (1995); Marcano et al. (1997); Salazar et al. (1997); Martinez
(1998); Nusettiet al. (1998); Zapata et al. (2005) relacionados con la sensibilidad de
pruebas inmunoldgicas en el poliqueto Eurythoecomplanata. De igual forma, se senala
el estudio de Nusettiet al. (2004) en el cual se evaluaron las respuestas inmunoldgicas y
las actividades de las enzimas antioxidantes en la ostra perla Pinctadaimbricata,
expuesta al Fuel 0iIN° 6. TambiénMarcano et al (2006) us6inmunoensayo en el pez sapo

(Thalassophryne maculosa) para evaluar efectos del Fuloil N. 6.

La especie escogida para este estudio, Colossomamacropomum (Cuvier 1818), es
conocida en Venezuela con el nombre de cachama, pertenece a la familia Charicidae, se
encuentra en aguas con rangos de temperaturas de 23 - 30°C; en ambiente natural son
omnivoros, con tendencia a frugivoros- herbivoros y buenos consumidores de semillas
(Arias y Vasquez, 1998) y es una de las especies de peces de agua dulce mas
importantes desde el punto de vista comercial, en especial, si se considera el gran
potencial que tiene para su cultivo, puesto que presenta resistencia a enfermedades y
manipulacion (Bermtudez y Madrid, 1982), asi como también al manejo en cautiverio.
Presenta alta docilidad y rusticidad y es de facil adaptacion a condiciones limnologicas
desfavorables por periodos no prolongados. Puede soportar un amplio rango de pH y
baja concentracion de oxigeno, por lo que pudiese vivir en diferentes ambientes
incluyendo, contaminados (Bermudez y Madrid, 1982;Useche, 2000) lo que constituye
un mayor potencial productivo y reproductivo, para la piscicultura extensiva, semi-
intensiva e intensiva en aguas continentales de los paises que integran la gran cuenca

amazonica (Perdomo et al., 2002).



Este pez se encuentra distribuido en toda Sudamérica, desde la cuenca del rio Orinoco
(Mago, 1970) hasta la cuenca del Amazonas (Eigermman, 1975). En Venezuela, esta
localizado en los rios Guanare, Apure, Caroni, Portuguesa y Orinoco donde forma parte
del potencial pesquero de la zona; se caracteriza por presentar un solo periodo
reproductivo al afo, sincronizado con el comienzo de la época de lluvia y puede llegar a
alcanzar en su estado adulto casi 1 metro de largo y pesar hasta 18 kilogramos

(Machado, 1992).

En el laboratorio de Proteinas e Inmunotoxicidad de la Universidad de Oriente Nucleo
de Sucre, se desarrollan pruebas bioquimicas e inmunolodgicas, con la finalidad de
elaborar un protocolo de pruebas que permitan evaluar el estado de salud del pez, ya sea
en condiciones naturales o de cultivo; de alli que el conocimiento de la morfologia y
citoquimica de las células sanguineas ayudaria a interpretar los posibles cambios que
sobre estos tipos celulares pudiesen causar los toxicos a los cuales el organismo es
expuesto. Por todo lo antes planteado, resulta evidente que un aspecto que debe
continuar en estudio en la cachama es la morfologia y citoquimica de las células

inmunocompetentes, de las cuales no se tiene suficiente informacion en la literatura.

Este trabajo de investigacion se realizo con el fin de evaluar los cambios en la poblacion
de granulocitos, en sangre y rifion cefalico de peces Colossomamacropomumexpuestos

a cadmio, a cobre y depurados.



METODOLOGIA
Ejemplares juveniles de Colossomamacropomum(Curvier, 1818), cuyos indices
biométricos oscilaron entre 16,7 = 1,2 cm de longitud y 94,4 + 22,4 g de peso fueron
recolectados en lagunas artificiales de reproduccion capturados con red de 5 mm de
abertura de malla y en algunas ocasiones con salabardos, provistos por la piscicultura
ALMA C.A (ALMACA) ubicada en la carretera nacional Cantaura-Aguasay, Campo

Mata, Distrito Freites del estado Anzoategui, Venezuela.

Transporte y acondicionamiento

Los ejemplares fueron trasladados vivos en bolsas de polietileno con oxigeno hasta el
Laboratorio de Camarones Dulceacuicola, en el Departamento de Biologia, situado en la
Universidad de Oriente, Nucleo de Sucre, mantenidos, para su aclimatacion, por un
lapso de dos semanas. Los peces, aun en las bolsas, fueron colocados dentro de un
estanque por un tiempo aproximado de 30 minutos; transcurrido este tiempo, fueron
liberados de las bolsas y colocados directamente en el estanque. Para prevenir
infecciones bacterianas y fungicas se le agreg6 al agua una (1) capsula de cloranfenicol
y 1 ml de solucion antifingica veterinaria comercial (Blanco et al., 2004). La
temperatura se mantuvo entre 24 + 2°C con fotoperiodos de 12/12 horas; los peces
fueron alimentados todas las mafanas ad libitum con alimento comercial “cachamarina”,
antes de efectuar el recambio del metal. La limpieza y recambio del agua se realizd
diariamente, eliminando los desechos por succion con mangueras y recambiando el 70%

del volumen total del agua del estanque.

Bioensayos de exposicion

Como concentraciones subletales se seleccionaron dosis de 1 mg Cd /1 y 0,5 mg Cu /1
basado en el ensayo de concentracion letal media (LCsp) a 96 horas, calculado
previamente por Blanco et al. (2004) y Garcia (2004). Se seleccionaron 48 ejemplares de
Colossomamacropomum, distribuidos en 6 grupos de lotes homogéneos de 8 ejemplares
de ambos sexos y tallas similares con sus respectivas réplicas, los cuales fueron
colocados en acuarios de vidrio con capacidad de 60 litros con agua declorada y

aireacion continua. El ensayo subletal se distribuy6o de la siguiente manera: grupo 1



(control y réplica). Este grupo fue colocado bajo las mismas condiciones y distribuido
similarmente, sin estar en contacto con los metales; grupo 2, expuesto a una
concentracion de cadmio de 1 ppm y su réplica; grupo 3 expuestos a una concentracion
de 0,5 ppm Cu y su réplica. Los grupos 2 y 3 estuvieron expuestos a los metales durante
21 dias. A los peces de los tres grupos experimentales se les suministrd alimento
diariamente después del recambio de agua y metales durante 21 dias. La iluminacion
artificial fue reducida envolviendo los acuarios con bolsas plasticas negras para no

alterar el comportamiento de los peces.

La concentracion requerida de cloruro de cadmio pentahidratado (CdCL5H,0) se
prepard a partir de una solucion madre y, en el momento del recambio del agua, se
agreg0, a los acuarios de capacidad de 60 litros, un volumen de 50 ml de CdCL,5H,O
para alcanzar una concentracion final de 1mg/l del metal en el agua. La concentracion
requerida de cloruro de cobre pentahidratado (CuCl,5H;0) se prepar6 a partir de una
solucion madre y en el momento del recambio del agua, se agregaron 25 ml de
CdCl1,5H,0 para alcanzar una concentracion final de 0,5mg/l del metal en el agua. Los
acuarios fueron cubiertos con papel envoplast para evitar evaporacion continua del agua

y por ende un aumento en la concentracion nominal de los metales.

Bioensayo de depuracion

Finalizada la exposicion de los peces a los metales, se procedio a la depuracion del 50%
de la poblacion durante los siguientes 21 dias. Para tal fin, se colocaron los peces en
acuarios limpios con agua declorada y aireacidon continua y se alimentaron como se
sefialo arriba, igualmente la limpieza y recambio del agua se realizd como se describid

anteriormente.

Obtencidn de las células inmunocompetentes

Las células inmunocompetentes fueron extraidas de sangre periférica y de rifion cefalico.
Las muestras de sangre fueron tomadas haciendo uso de la técnica de puncion caudal,
descrita por Blanco etal. (2004) y Garcia (2004), utilizando para ello jeringas
desechables de 3 ml y colectadas, individualmente en tubos de ensayo rotulados y

previamente heparinizados. Seguidamente, los peces fueron disectados para obtener



cuidadosamente el rifdn cefalico. Estos organos fueron debidamente identificados e
inmediatamente procesado para la obtencion de las improntas, la cual consistid en hacer

presion del rifion con la 1amina portaobjeto.

Identificacion de células blancas
Para la identificacion de células sanguineas, se realizaron frotis de sangre fresca, los

cuales fueron coloreados con dos métodos de coloracidn a saber:
Meétodo de coloracion de May-Grumwald — Giemsa

El extendido se fijo con metanol absoluto y se dejé secar al aire, luego se agregaron 15
gotas de colorantes de Giemsa y se dejo actuar durante dos minutos. Posteriormente, se
lavo con agua destilada, se seco al aire y se procedio a realizar el recuento diferencial en
linea, en el cual se recorrio el frotis en sentido longitudinal, desde el extremo més grueso
hasta el extremo mas fino de la 1amina, contando y diferenciando las células observadas
consecutivamente en un total de 100 células, empleando el microscopio Optico con

objetivo de inmersion (100X).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en el presente estudio sobre los tejidos evaluados (sangre y
rifidn) tanto en controles como en expuestos y depurados de cadmio y cobre, fueron
sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) de una via, para determinar las posibles
diferencias significativas entre los tratamientos. El ANOVA fue seguido de una prueba a
posteriori SNK (StudentNewmanKeuls) para determinar cual de los metales produjo mas

dafios en los peces expuestos (Sokal y Rohlf, 1980).



RESULTADOS

Morfologias celulares observadas en impronta de rifion cefalico del
pezColossomamacropomum

La impronta de rifion cefalico control muestra un tejido heterogéneo, en el cual se
observan grupos de células con caracteristicas morfologicas que sugieren que son
granulocitos en diferentes estadios de diferenciacion; estas células se encuentran
agregadas formando centros granulopoyéticos. Igualmente se observan células con
caracteristicas morfoldgicas de precursores eritroides las cuales se encuentran agrupadas
en centros eritropoyéticos definidos (figura 1). Se observdé que hay predominio de
células inmaduras, las cuales se caracterizan por ser de tamafio prominente con nicleo
laxo (figura 1A). Es de hacer notar que en las improntas de rifiéon cefalico de los peces
evaluados tanto en controles como en los peces expuestos se observaron células con
nucleo lobulado, que de acuerdo a la literatura son parasitos delgéneroMyxozoa, que han
sido observados en éste y otros tejidos por otros autores en esta especie (Tavares-Diaset

al., 2006) (figura 1).

Morfologias observadas en impronta de rifién cefalico del pez
Colossomamacropomum expuesto a cadmio.

En la impronta de rifion cefalico deColossomamacropomum expuesto a cadmio, se
observd disminucion en el numero de células en comparacion con lo observado en la
impronta del control. Los agregados hematopoyéticos (tanto granulociticos como
eritrociticos) se observan escasos y, cuando se observan los grupos de células en estos
centros, se presentan con caracteristicas morfoldgicas que indican algun tipo de dafio
celular. Las caracteristicas de dafio celular mds resaltantes de los precursores
granulopoyéticos son vacuolizacion e hinchamiento (figura 2A). Los precursores
eritropoyéticos presentan como caracteristica mas resaltante la presencia de ntcleos con
bordes irregulares, excéntrico y citoplasma vacuolado (figura 2B). Al igual que en los
controles se observaron parasitos del género Myxozoa. Cuando se cuentan estos
parésitos se observa que la cantidad de pardsitos es similar a las observadas en el

control.



Figura 1. Impronta de rifion cefalico control extraido del pez Colossomamacropomum.
Los circulos sefialan los centros granulopoyéticos y el cuadrado el centro eritropoyético.
A. Detalle del parasito Myxozoasp. (Flecha) y (B) Detalle de granulocitos inmaduros
(flecha delgada) y eritrocitos inmaduros (flecha gruesa) 400X.
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Figura 2. Impronta de rifion cefalico extraido del pez Colossomamacropomum expuesto
a cadmio. Eritrocito con nucleo excéntrico (circulo), célula granulopoyética (cuadrado),
células inmaduras de la linea eritropoyético (las flechas vacias) y células inmadura de la
linea granulopoyética (la flecha oscura). A. Detalle de eritrocito con nucleo excéntrico.
B. Detalle de célula inmadura granulopoyética hinchada. 400X
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Morfologias celulares observadas en impronta de rifién cefalico del pez
Colossomamacropomum expuestos a cobre

En la impronta de rifion cefalico de peces expuestos a cobre, se observaron agregados
granulopoyéticos y eritropoyé€ticos organizados, se observaron melanomacrofagos en
mayor cantidad que en la impronta de peces controles (figura 3). A diferencia de la
impronta de peces expuestos a cadmio, se observd un incremento de parasitos del
géneroMyxozoa, presentandose de 2 — 3 pardsitos por campo (figura 3A). Los
precursores granulopoyéticos presentaron vacuolizacion severa y nucleos totalmente
laxos, indicativos de severo dafio celular (figura 3). Los precursores eritrocitarios no

presentaron cambios conspicuos diferentes a la de los peces controles.

Contaje de células de la serie blanca y rojas en rifién cefalico de
Colossomamacropomum expuestos a cadmio y depurado

Cuando se contaron las células precursoras hematopoyéticas de la serie inmadura blanca,
provenientes de rifion cefalico de Colossomamacropomum, se observd que los peces
controles presentaron el 75,40 + 3,04% del total de las células inmaduras observadas.
En los peces expuestos a cadmio estas células representaron 70,02 + 2,62% del total de
células contadas; en los peces sometidos al proceso de depuracion, estas células
representaron el 70,00 +2,40 %. El andlisis estadistico determiné que existian
diferencias significativas (P<0,001) entre los porcentajes de células observados en los
tres grupos evaluados. La prueba a posteriori determind que se formaron dos grupos,
uno entre los controles y otro entre los expuesto y depurados. Presentdndose los menores

valores en los peces expuestos a cadmio y los depurados (tabla 1).

En la serie eritocitaria los peces controles tuvieron un 81,10 £ 2,60% del total de
eritrocitos inmaduros. En los peces expuestos a cadmio se evidencio un 75,80 + 4,10%
de células y para el grupo en depuracion se evidencio 73,30+ 4,10% de las mismas,
indicando una disminucién significativa de estos precursores en los grupos (p < 0,001).
La prueba a posteriori determiné que se formaron dos grupos, uno entre los controles y

otro de los peces expuestos a cadmio y los depurados. Estando el menor porcentaje de
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células en el grupo de los expuestos y depurados (tabla 2). Las células maduras de la

serie roja se observaron en menor porcentaje (tabla 2).

Tablal. Porcentajes de células inmaduras y maduras de la serie blanca medidos en rifion
cefalico del pez Colossomamacropomum, expuestos a cadmio durante 21 dias y su
posterior depuracion de 21 dias

% Células de la serie % controles % Expuestos a % depurados
granulopoyética Cadmio

Inmaduras 75,40 + 3,04 70,02 + 2,62 70,00 + 2,40

Maduras 24,60 + 2,90 29,70 £ 2, 60 30,00 + 2,46

Tabla 2. Porcentajes de células inmaduras y maduras de la serie roja medidos en riiidén
cefalico del pez Colossomamacropomum, expuestos a cadmio durante 21 dias y su
posterior depuracion de 21 dias

% Células de la serie % controles % Expuestos a % depurados
eritropoyética Cadmio

Inmaduras 81,00 + 2,60 75,80 £4,10 73,30 = 4,10

Maduras 18,80 + 2,60 24,40 + 4,36 26,50 + 4,30
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Figura 3. Impronta de rifion cefalico extraido del pez Colossoma macropomum expuesto
a cobre.Los circulos enteros sefialan celulas de la serie granulopoyetica, el circulo
punteado sefiala  celula de la serie granulopoyetica vacuolada, Parésitos del
géneroMyxozoa (circulo de triple linea), células melanomacrofagas (cuadrados
punteados), centro eritropoyético (cuadrado completo). A. Detalle sefialando parésitos
del géneroMyxozoa. B. Detalle sefialando célula melanomacrofaga 400X.
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Contaje de células de la serie blanca y roja en rifion cefélico de Colossoma
macropomumexpuestos a cobre y depurados

Cuando se contaron las células precursoras hematopoyéticas de la serie blanca
inmaduras y maduras de Colossoma macropomum expuestos a cobre y depurados de
cobre, se observo que los peces controles presentaron el 75,40 + 3,00 % del total de las
células inmaduras. En los peces expuestos a cobre estas células representaron 71,00 +
2,80% del total de las células contadas y en los peces sometidos al proceso de
depuracion, estas células representaron el 69,20 + 2,00 %. El andlisis estadistico
determind que existian diferencias significativas (P <0,001) entre los porcentajes de
células observados en los tres grupos evaluados. La prueba a posteriori determiné que
se formaron dos grupos; uno entre los controles y otro entre en los expuestos y
depurados. Presentdndose los menores valores en los peces expuestos a cobre y
depurados (tabla 3). Las células maduras se presentaron en menor proporcion tal y como

se puede observar en la tabla 3.

Cuando se contaron las células precursoras hematopoyéticas de la serie roja inmaduras y
maduras de Colossoma macropomum expuestos a cobre y depurados de cobre, se
observd que los peces controles presentaron el 81,10 + 2,60 % del total de las células
inmaduras. En los peces expuestos a cobre estas células representaron 80,90 + 2,50%
del total de las células contadas y en los peces sometidos al proceso de depuracion, estas
células representaron el 79,50 + 2,50 %. El andlisis estadistico determin6 que no existian
diferencias significativas entre los grupos evaluados (tabla 4). Las células maduras se

presentaron en menor proporcion tal y como se puede observar en la tabla 4.

Tabla 3. Porcentajes de células inmaduras y maduras de la serie blanca medidos en rifion
cefalico del pez Colossoma macropomum, expuestos a cobre durante 21 dias y su
posterior depuracion de 21 dias.

% Células de la serie % controles % Expuestos a Cobre % depurados
granulopoyética

Inmaduras 75,40 + 3,04 71,03 +2,80 69,20 + 2,05

Maduras 24,60 + 2,90 28,90 + 2,80 30,07 + 2,05
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Tabla 4. Porcentajes de células inmaduras y maduras de la serie roja medidos en rifion
cefalico del pez Colossoma macropomum, expuestos a cobre durante 21 dias y su
posterior depuracion de 21 dias

% C¢élulas de la serie % controles % Expuestos a Cobre % depurados
eritropoyética

Inmaduras 81,00 £ 2,60 80,90 £ 2,50 79,50 £ 2,50

Maduras 18,80 + 2,60 19,70 + 2,50 20,50 + 2,50

Contaje de células sanguineas en sangre periférica de peces Colossoma
macropomum controles, expuestos a cadmio y depurados

El contaje de linfocitos en sangre periférica de los peces controles y expuestos a cadmio
y a cobre, indicaron que los peces controles presentaron 2353,00 +48,70cels/mm’ del
total de las células observadas. En los peces expuestos a cadmio los valores de linfocitos
obtenidos 1065,00 +23,00cels/mm’ y las expuestas a cobre 945,60 +15,80cels/mm’
observandose que estos contajes disminuyeron significativamente en comparacion con el

contaje de los peces controles (tabla 5).

En el contaje de granulocitos en sangre periférica de los peces controles y expuestos a
cadmio y a cobre, indicaron que los peces controles presentaron 992,00 +63,60cels/mm’
del total de las células observadas. En los peces expuestos a cadmio los valores de
granulocitos obtenidos fue de 465,00 i24,40cels/mm3 y las expuestas a cobre de 432,00
+18,20cels/mm’, observandose que esto contajes disminuyeron significativamente en

comparacion con el contaje de los peces controles (tabla 6).

Tabla 5. Contajes de células/mm® de linfocitos en sangre periférica del pez Colossoma
macropomum, expuestos a cadmio y a cobre durante 21 dias y su posterior depuracion
de 21 dias

Tratamiento Contaje de linfocitos cel/ mm’
Control 2353,00 + 48,70
Cadmio 1065,00 + 21,62

Cobre 945,60 + 15,84
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Tabla 6. Contajes de células/mm’ de granulocitos en sangre periférica pez Colossoma
macropomum, expuestos a cadmio y a cobre durante 21 dias y su posterior depuracion
de 21 dias

Tratamiento Contaje de granulocitos cel/ mm’
Control 992,00 + 63,68
Cadmio 465,00 + 24,40
Cobre 432,00 + 18,28
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DISCUSION
Las células hematopoyéticas en riidén cefalico de Colossoma macropomumse
encuentran agrupadas en agregados eritropoyéticos y granulopoyéticos con
caracteristicas morfoldgicas de diferentes estadios de diferenciacion, representando las
células inmaduras entre 70-80% del total de células observadas; no se observaron
morfologias indicativas de tejido renal, lo que indica que el rifidon cefalico en este pez es

un organo, de carécter hematopoyético.

Un rasgo caracteristico observado en las improntas de rifion cefalico de Colossoma
macropomum, fue la presencia de parasitos del género Myxozoaque fue descrito por
Tavares-Dias et al. (2006) en la piel y branquias de este pez y ultimamente, lo reporta en
sangre ¢ higado de esta misma especie Bossioet al.(2009). Tavares-Dias et al. (2006)
puntualiza que dichos parasitos no afectan la salud del pez; sin embargo, Latercaet al.
(1996), han descrito estos pardsitos como responsables de producir enfermedad, su
afirmacion esta basada en observaciones realizada a las branquias de los peces Piaractu
smesopotamicus y Colossoma macropomumlas cuales se encontraban invadidas por
pardsitos de este género lo cual indujo alteraciones, formando quistes, y estos

produjeron congestion, edema y desprendimiento del epitelio respiratorio.

La exposicion a cadmio afectd los centros hematopoyéticos (granulocitarios y
eritrocitarios) en el rifion cefalico. Los hallazgos encontrados en esta investigacion,
corroboran la hipdtesis de Marcanoet al. (2011), de que el cadmio afecta los centros

hematopoyéticos de Colossoma macropomum.

En peces, la citotoxicidad del cadmio esta bien documentada; por ejemplo, en el pez
Oreochromis mossambicus expuesto a cadmio, se ha observado a nivel hepatico
vacuolizacion de hepatocitos, hialinizacion e inflamacion; igualmente en el pez
Dicentrarchuslabrax, la exposicion a cadmio, induce a nivel del tubulo proximal del
rinon la presencia de cuerpos mieloides, vacuolizacion citoplasmatica y dilatacion de la
envoltura nuclear; en el tejido renal pez Centropomus undecimales se observd una

condensacion e hinchazén masiva de las mitocondrias, degeneracion nuclear,
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vesiculacion y fragmentacion del reticulo endoplasmatico rugoso, presencia de grandes
vacuolas y lisosomas hidropicos por exposicion a este metal (Thophonet al., 2004,
Giariet al., 2006). Sin embargo, cambios en precursores hematopoyéticos a nivel de

rifidn cefalico no han sido reportados en peces.

Las alteraciones en las células del rindn cefalico observadas en el pez Colossoma
macropomum, son indicativas de la citotoxicidad del cadmio, la cual se ha demostrado
inhibe la actividad de las enzimas responsables del mantenimiento de la integridad
celular (Gunn y Gould, 1970; Gabbianiet al., 1974; Fende y Niewenhuis, 1977; Aoki y
Hoffer, 1978).

A diferencia de lo observado para los peces expuestos a cadmio, la exposicion a cobre
no disminuy6 los agregados granulopoyéticos y eritropoyéticos pero si produjo efecto
sobre la morfologia celular, observandose vacuolizacion en el citoplasma, nucleos laxo,
indicativos de dafio celular y sugiriendo que el cobre, a pesar de que es un metal

esencial, a las dosis empleadas en el estudio, puede actuar como un metal inmunotoxico.

Esta afirmacion es corroborada al encontrar que en las improntas de los peces expuestos
a cobre se visualizd un incremento en el nimero de parasitos del genero Myxozoay
también en el numero de melanomacrofagos, los cuales se localizan cercanos a los sitios
donde se encontraron estos parasitos. Los melanomacréfagos, son agregados celulares

que han transformado en melanina el material fagocitado (Lamers y Parmentier, 1985).

Los melanomacrofagos se distribuyen homogéneamente en todo el tejido esplénico y
renal, por lo que algunos sugieren que estan relacionados con el sistema vascular y, que
la entrada de los productos que acumulan, se produce via sanguinea (Herraez y Zapata,
1986, Ziengenfuss y Wolke, 1991). Las células fagociticas, principalmente los
macrofagos, migran desde los elipsoides esplénicos del bazo o sinusoides del rifion
donde realizan la fagocitosis hasta alcanzar los centros melanomacréfagos (CMMs) o
formar unos nuevos (Ziengenfussy Wolke, 1991). Su cercania con los sitios de
proliferacion del parasito Myxozoa sugiere que estd en curso una parasitemia, a lo cual el

sistema inmune del pez reacciona con la proliferacion de melanomacrofagos, para tratar
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de combatir y evitar el dafio inducido por el parésito. Esto sugiere que existen ciertos
niveles de parasitos que son tolerados por el sistema inmune del pez, pero un incremento
en su numero activa al sistema inmune para detener la proliferacion que pueden

comprometer la vida del pez. Esta hipotesis debe ser revisada en profundidad.

Las infecciones provocadas por parasitos del género Myxozoa, (Myxobolidae) causan
patologias que pueden ser responsables de importantes mortandades en cultivos
intensivos y semintensivos (Dykova y Lom, 1978; Duhamelet al.,1986).Latercaet
al.(1996), observaron que las branquias de los peces Piaractus mesopotamicus y
Colossoma macropomum se encontraban fagocitadas por parasitos del género Myxozoa,
ocasionandoles alteraciones a nivel de éstas, formando quistes, lo cual conlleva a una
congestion, edema y desprendimiento del epitelio respiratorio. Se ha demostrado que los
melanomacrofagos pueden ingerir material extrafio, actuar como “limpiador” celular,
producir melanina y ser aplicado como biomarcador histopatoldégico de contaminacion
(Loumbourdis, 2007). Se ha propuesto que estas células son activadas por diversos

contaminantes entre ellos metales (Mcgraw, 2003).

Aunque el cobre es un elemento esencial, estd ampliamente documentado que ejerce un
efecto inmunosupresor en peces cuando sus concentraciones sobrepasan las normales, lo
cual podria incidir en el aumento a la susceptibilidad a infecciones de estos organismos;
este hecho es relevante tanto en las especies en ambientes naturales como los usados en
acuicultura (Carballo et al., 1975). El cobre es toxico y potencialmente carcinogénico.
Por tal motivo, la Evironmental Pollution Agency(E.P.A)establece como limite méximo
una concentracion de 6,50pg Cu/l presente en los rios, con una dureza del agua de 50
mg/l. Es ampliamente conocido que el cobre ejerce sus efectos toxicos a nivel celular, en
parte, a través de la induccion del estrés oxidativo porque produce un descenso de la
respuesta inmune humoral y celular, incluyendo el nivel de linfocitos circulantes y la

respuesta fagociticas aguda (Carballo y Muifioz, 1991; Carballo et al.,1995).

El efecto inmunosupresor, tanto del cobre como del cadmio, se manifiesta en la

disminucién en el nimero de precursores granulopoyéticos, este dano va a depender de
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la concentracion y el tiempo de exposicion a dichos metales. La depuracion, durante 21
dias, no fue suficiente para permitir la recuperacion del nimero total de células de los
organismos previamente expuestos a ambos metales, coincidiendo con los resultados de
Vargas et al. (2009) en leucocitos de sangre periférica de peces expuestos a cadmio y a

cobre.

La serie eritropoyética fue mas afectada por el cadmio que por el cobre, pudiendo
deberse a la dinamica de acumulacion de ambos metales por el organismo y a la funcion
ejercida por el cobre, que como metal esencial, tiene vias para su metabolizacion

adecuada por el organismo(Handy 2003).

Esto podria explicar el hecho de que los peces expuestos a cobre mostraron mejor
recuperacion que los expuestos a cadmio. Caso contrario ocurre con el cadmio, que por
ser un metal toéxico se acumula en rifiones, higado y sangre y, dependiendo de la

concentracion y tiempo de exposicion, puede dafiar la funcion renal (Ramirez, 2002).

La disminucion del contaje de las células leucocitarias, observada en los peces expuestos
a cadmio, estd en concordancia con la disminuciéon de precursores leucocitarios en el
rifdn cefalico, 6rgano leucopoyético y corrobora lo observado en estudios previos
(Matty, 1985; Fletcher, 1986; Hernandez, 2005; Vargas et al., 2009). Igualmente, el
descenso de estos parametros en los peces expuestos a cobre esta en concordancia con lo
observado en rifion cefalico, y coincide con lo reportado por Garcia (2004). Los
resultados del presente estudio sugieren que aunque el cobre y el cadmio son metales
inmunotoxicos, su mecanismo de accidon, a nivel de los precursores hematopoyé’

parece seguir vias diferentes.
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CONCLUSIONES
El efecto inmunosupresor, tanto del cobre como del cadmio en el pez Colossoma
macropomum, se manifiesta en la disminucion en el nimero de precursores

granulopoyéticos.

La serie eritropoyética fue mas afectada por el cadmio que por el cobre, pudiendo

deberse a la dindmica de acumulacién de ambos metales por el organismo.

A diferencia de lo observado para los peces expuestos a cadmio, la exposicion a cobre
no disminuy6 los agregados granulopoyéticos y eritropoyéticos del rifion cefalico, pero
si produjo efecto sobre la morfologia celular, observdndose vacuolizacion en el

citoplasma, nucleos laxo, indicativos de dafio celular.

El hecho de no restablecerse las variables medidas es indicativo de que no hubo

depuracion probablemente.

En el rindn cefalico del pez Colossoma macropomum, se observaron parasitos del
género Myzxozoaen los controles, expuestos a cadmio y a cobre, predominando mas en

las improntas de los peces expuestos en este ultimo metal.
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