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RESUMEN

Se evalto el efecto del cadmio sobre los parametros bioquimicos y la estructura del
rifion cefalico de juveniles del pez dulceacuicola Colossoma macropomum. Los
organismos fueron aclimatados durante 15 dias y posteriormente expuestos a una
dosis de cadmio de 0,1mg/1 durante 31 dias a una temperatura de 24 a 25°C y a un pH
de 7,0 £ 0,3. Finalizados los 31 dias de exposicion se tomaron muestras de sangre
para realizar las determinaciones de glicemia, urea, triglicéridos, colesterol,
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL); bilirrubina total y fraccionada; de las
enzimas alanino aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), lactato
deshidrogenasa (LDH), creatin kinasa (CK) y fosfatasa alcalina (ALP) y de los
bioelementos; calcio, fésforo, magnesio, sodio y potasio; se tomaron muestras de
rifion cefalico para el andlisis por microscopia de luz y se determinaron las
concentraciones de cadmio en rifion cefalico, rifion excretor e higado. Los niveles de
cadmio (pg /g) en rifidon cefalico resultaron aumentados significativamente en
comparacion con el grupo control, en el rifion excretor fueron significativos en
comparacion con el grupo control y en el higado muy significativos en comparacion
con el grupo control; los niveles de cadmio en orden decreciente por tejido fueron:
rifiéon excretor > higado > rifion cefélico. También se obtuvo un aumento altamente
significativo de la glicemia en comparacion con el grupo control; la urea, bilirrubina
directa y LDH presentaron de igual manera aumentos significativos en comparacion
con el grupo control; al contrario los niveles de calcio y magnesio mostraron
disminuciones muy significativas y el fosforo presento disminuciones significativas
en comparacion con el grupo control; en los cortes de rifion cefalico se observo un
engrosamiento altamente significativo de la membrana basal, se observo pérdida del
compactamiento del tejido y disminucion significativa en el nimero de células
ortocromaticas en comparacion con el grupo control; Los resultados indican que a
dosis subletales el cadmio afecta los pardmetros bioquimicos y la estructura del rifién
cefalico de C. macropomum.

Palabra y/o Frases Claves: Rifion cefalico, cadmio, cortisol
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INTRODUCCION

En América latina se ha incrementado la utilizacion del cadmio y con ello, los
dafios toxicologicos a los sistemas biologicos en especial en los rios y cuencas
(Garcia et al., 2004; Salazar et al., 2004; Cordero et al., 2005). En venezuela, se han
reportado niveles de cadmio en cuencas y rios por encima de las normas establecidas
por el Ministerio del Ambiente, en el decreto nimero 883, para el control de calidad

de los cuerpos de agua y los liquidos vertidos (Vaquero et al., 2004).

El cadmio es un metal pesado, relativamente abundante y muy toxico; se deriva
como subproducto de la fundiciéon de plomo, cobre y cinc; es utilizado en la
fabricacion de ceramicas, manufactura de plaguicidas y fertilizantes, en la industria
de la galvanoplastia, como estabilizador de pléasticos y como pigmento en pinturas
(Doli, 1993). El cadmio es absorbido y bioacumulado en los tejidos con relativa
facilidad por largos periodos de tiempo, por lo que causa numerosos dafios en los

organos (Swiergosz et al., 1998).

Los principales o6rganos donde se acumula el cadmio son en el rifion e higado,
se une a las metalotioneinas y cuando las concentraciones superan el complejo
cadmio-metalotioneinas se originan patologias tales como: neoplasias, nefropatias,
neuropatias y osteopatias (Doli, 1993; Allison et al., 1996; Orlowski et al., 1998;
Croute et al., 2000).

Otras patologias asociadas a la exposicion a cadmio son: deficiencia de cobre,
hierro y zinc, neoplasia testicular, disminucion del crecimiento celular, dafio tubular
renal y anemia (Salazar y Reyes, 2000). El cadmio ocasiona pérdida de la integridad
de la membrana celular y mitocondrial debido a su aparente efecto inhibitorio de la

glutation peroxidasa, glutation reductasa y catalasa (Korotkov et al., 1998). Por otra



parte, es posible que el cadmio ocasione histolisis celular y retencion de sodio por
inhibicion de la bomba sodio-potasio (ATPasa Na/K) (Koisumi et al., 1996). Ademas
de tener la facultad de ocasionar apoptosis de las lineas celulares inmunologicas de

vertebrados (Tsangares y Tzortzaton, 1998).

En peces la citotoxicidad del cadmio esta bien documentada; por ejemplo en el
pez Oreochromis mossambicus, expuesto a cadmio se ha observado vacuolizacion de
hepatocitos, hialinizacion e inflamacion celular a nivel hepatico; igualmente en el pez
Dicentrarchus labrax se ha visto a nivel del tibulo proximal del rifion la presencia de
cuerpos mieloides, vacuolizacion citoplasmatica y dilatacion de la envoltura nuclear
por exposicion a cadmio y por ultimo; en el pez Centropomus undecimales se
observo en el tejido renal una condensacion e hinchazén masiva de las mitocondrias,
degeneracion nuclear, vesiculacion y fragmentacion del reticulo endoplasmaético
rugoso, presencia aumentada de grandes vacuolas y lisosomas hidropicos por
exposicion a este metal (Thophon et al., 2004; Van Dyck et al., 2005; Giari et al.,
2006).

El organo responsable de la hematopoyesis en peces es el rifion cefalico
(pronefro) y esta involucrado en funciones inmunoldgicas y renales (Ellis et al.,
1976; Ellis, 1980); se puede comparar con la médula 6sea de vertebrados superiores,
pues posee facultades morfofuncionales parecidas (Zapata y Cooper, 1990), en este
organo tiene lugar la diferenciacion celular de los granulocitos, linfocitos, monocitos
y eritrocitos en teledsteos; el rifion tiene dos segmentos uno con predomino linfo-
hematopoyético y otro, donde el tejido hematopoyético forma una matriz entre el

sistema excretor y las nefronas (Fergunson, 1989).

El rifidn cefalico; Ademas de ser el centro de produccion de anticuerpos, es un
filtro que contiene macrofagos, componentes renales, linfomieloides y endocrinos

irrigado por la vena porta caudal y las arterias. Pero existe poca informacion de la



citoarquitectura de las células del pronefro y menos sobre los cambios inducidos en
este organo por toxicos ambientales. En el pez Brycon cephalus, el rinon cefalico
estd constituido por dos 16bulos laterales, ubicados en la porcion anterior de la vejiga
natatoria ventrolateralmente a la columna vertebral, se encuentra cubierto por una
capsula de tejido conjuntivo fibroso, su parénquima esta constituido por tejido
cromafin, una glandula Inter-renal y los centros melanomacrofagos (CMM), el tejido
hematopoyético tiene un predominio de eritroblastos y proeritroblastos (Ellis, 1989;

Féange, 1992).

La célula granulocitica que predomina en el pez Brycon cephalus es el
eosindfilo que puede presentar nucleo lobulado, con una inclusion hialina
caracteristica en los granulos citoplasmaticos; también se observan neutrofilos con
nucleo excéntrico ocasionalmente lobulado y el nucléolo pocas veces visible, con
aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico rugoso escaso. Los basofilos son
semejantes a los eosindfilos pero se distinguen por sus granulos, los linfocitos son
pequefios con nucleos grandes y escaso citoplasma y por ultimo, las células
plasmaticas se caracterizan por el abundante reticulo endoplasmatico rugoso y

aparato de Golgi en la zona del centriolo (Flores et al., 2003).

En el rifion cefalico del pez Seroila dumerilii también se ha observado los
melanomacrofagos, los cuales son células que no aparecen en sangre periférica, se
les puede conseguir agrupados formando los centros melanomacrofagos que suelen
estar rodeados por una cépsula compuesta por granulocitos o células reticulares o se
les puede localizar sueltos en el parénquima o estroma del rifion; tienen funcioén
inmunologica; por otra parte, los eritrocitos se observan nucleados (Bernal, 1999). Se
puede utilizar la determinacion plasmatica de parametros bioquimicos para evaluar o
comprobar el grado de estrés al que pudieran estar sometidos una poblacion de peces;
estos parametros se dan como respuesta endocrina segundaria que pudiera originar

desviaciones significativas de los valores en la concentracion de  enzimas,



carbohidratos, marcadores del metabolismo lipidico y bioelementos (Wedemeyer y

Mcleay, 1981; Heath, 1995; Almeida et al., 2001; Ricard et al., 1998).

Se ha comprobado que, en la especie Platichthys flesus la explosion a cadmio
afecta marcadamente el intercambio de los bioelementos fosforo, calcio, magnesio y
potasio no asi, a los iones sodio y cloro (Larsson et al., 1981). En el pez Oreochromis
niloticus, la exposicion a cadmio resulto en un aumento de los niveles plasmaticos de
glucosa, urea, proteinas totales, triglicéridos, colesterol, asi como alteraciones en las
enzimas alanino aminotransferasa (ALT); aspartato aminotransferasa (AST) vy
fosfatasa alcalina (ALP), y disminucidon de los bioelementos sodio, potasio y calcio
estos resultados muestran que algunos pardmetros bioquimicos pudieran utilizarse
como biomarcadores sensibles de contaminacion por cadmio; en €sta misma especie,
también se ha reportado alteraciones de la catalasa hepatica, fosfatasa alcalina;

ATPasa Na/K y ATPasa Calcio (Oner, et al., 2008).

Para el pez Oncorhynchus mykiss, la exposicion a cadmio puede traducirse en
alteraciones endocrinas que producen un inestable estado fisiolégico como
disminucién de los niveles plasmaticos de calcio, contenido de glucogeno en el

higado y desviaciones en los niveles de cortisol (Ricard et al., 1998).

El estrés crénico en peces tiene efectos directos que afectan el metabolismo de
los organismos originando alteraciones en las enzimas, osmorregulacion y regulacion
hormonal (Larsson et al., 1981), son numerosos los trabajos que indican la viabilidad
de utilizar la medicion de las respuestas primarias, segundarias o modificaciones de

performance individual como indicadores de estrés (McCormick et al., 1998).

Son varios los factores que influyen en la respuesta al estrés, y mientras que la
intensidad de ésta puede entenderse como indicador de la magnitud al estrés hay que

tomar en cuenta que, en sus diferentes niveles la repuesta depende bastante de la



capacidad individual de cada pez o especie en particular incluso de la edad y grado de

desarrollo (Barton et al., 1987; Pankhurst y Kraak, 2000).

En el pez Colossoma macropomun, el cadmio tiende acumularse
especificamente en la fraccion citoplasmatica de las células del rifion e higado y se ha
reportado una distribucion segin su concentracion en este pez en el siguiente orden:
rindn>higado>branquias>musculo (Hernandez, 2005; Matsuo y Val, 2007).
Colossoma macropomum es un pez de agua dulce de amplia distribucion en los rios
Orinoco y Amazonas de nuestro pais, con amplio poder comercial y un creciente auge

en la piscicultura por su apetecible carne (Eigemam, 1975).

El pez Colossoma macropomun es el modelo que se viene empleando en el
Laboratorio de Proteinas e Inmunotoxicidad del Postgrado de Biologia Aplicada de la
Universidad de Oriente para estandarizar ensayos inmunoldgicos que permitan ser
utilizados como marcadores de riesgo al estrés ambiental acuatico y que sirvan de
base, para evaluar el estado de salud del pez de gran importancia en la acuicultura. En
este trabajo, se determinaron los niveles plasmaticos de algunos parametros
bioquimicos y se realizaron analisis por microscopia optica del rifidén cefalico de C.
macropomum sometido a cadmio; con el objetivo de comprobar que algunos
parametros bioquimicos y citologicos pueden ser utilizados como biomarcadores de

estrés ambiental por contaminacién con cadmio.



METODOLOGIA

Muestra poblacional

Para la realizacion de este trabajo experimental se utilizaron 45 ejemplares
juveniles de cachama (C. macropomum), donados por la piscicultora ALMA CA
localizada en la carretera nacional Cantaura-Aguasay, Campo Mata, distrito Freitas

del estado Anzoategui.

Los ejemplares fueron capturados en las lagunas de cria de la piscicultora,
utilizando como arte de pesca chinchorros de malla de 0,5 cm de didmetro
aproximadamente y fueron transportados al Laboratorio de Proteinas e
Inmunotoxicidad del Departamento de Bioandlisis de la Universidad de Oriente,

Nucleo de Sucre.

Aclimatacién y manipulacion

Los peces fueron transportados en bolsas plasticas desde la lagunas de cria
hasta el laboratorio, una vez en el laboratorio permanecieron treinta minutos en
reposo y luego fueron sacados de las bolsas y colocados uno a uno en acuarios de
vidrio con dimensiones de 60x30x40 ¢cm’ , aproximadamente, con una cantidad de 50

1 de agua previamente aireada y declorada con 24 horas de anticipacion.

Los acuarios fueron cubiertos con bolsas negras, con el objetivo de no alterar a
los organismos y se mantuvieron oxigenados por un sistema de aireadores y piedras
difusoras. Para prevenir infecciones bacterianas y fingicas en los peces se les afiadi6,
al agua de los acuarios, una capsula de cloranfenicol y un ml de verde de malaquita,

las primeras 24 horas y se alimentaron con alimento comercial granulado; los peces



fueron aclimatados durante quince dias para recuperarse del estrés de la captura y

transporte.

Finalizada la aclimatacién los peces, fueron reubicados al azar en cantidades
iguales en cinco acuarios diferentes, en los tres primeros sometidos a una dosis de 0,1
mg/l de cadmio y los dos ultimos con condiciones de control, todo ello por 31 dias a

un pH de 7,0 — 7,3 y temperatura de 24 — 25°C.

Exposicidn de los peces a 0,1 mg/l de cadmio

A partir de una solucion madre de cadmio de concentracion 50 mg/l se
tomaron alicuotas de 100 ml y se afiadieron en cada uno de los acuarios con
volumenes de 50 1, para lograr una concentracion final de 0,1 mg/l y colocar los peces
a exposicion durante 31 dias. El agua fue recambiada en un 60-80%, previo a ello se
realiz6 la recoleccion de una muestra de agua para la determinacion de la

concentracion de cadmio.

Medicion de la concentracion de cadmio en las muestras problema

Se uso6 el método de digestion humeda para digerir el tejido, el cual consistié en
afiadir 10 ml de 4acido nitrico concentrado al 65% por cada 2 g de muestra de tejido en
un matraz Erlenmeyer y dejar actuar por 24 horas, posteriormente la mezcla se
calent6 en una cocinilla eléctrica hasta 60°C, luego a 80°C y finalmente a 110°C la
mezcla resultante se filtro con papel filtro Wathman N° 42 en un balon aforado de 25
ml y se completd con agua desionizada hasta la linea de aforo; el agua de los acuarios
fue filtrada con el uso de papel filtro Wathman N°® 42; luego se realizaron las
determinaciones mediante el uso de espectrofotometria de emision atomica, con
fuente de plasma acoplado por induccidn para la determinacion de cadmio en el agua

en un equipo marca Perkin Elmer modelo optima 5300 DV y para los tejidos un



equipo de espectrofotometria de absorcidon atomica marca Perkin Elmer modelo 3110
con horno de grafito acoplado marca Perkin Elmer modelo HGA-600 debido a que
este equipo es mas sensible a los niveles de cadmio que se esperaban hallar en los

tejido(Sardinas y Garcia, 1996).

Determinacion de los parametros bioquimicos

Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion en la vena caudal del pez
usando jeringas de 3 ml con previo bafio con heparina, posteriormente fueron
centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos para obtener el plasma, posteriormente
se realizardn las determinaciones de glicemia, urea, triglicéridos, colesterol, VLDL,
bilirrubina total y fraccionada, ALT, AST, LDH, CK y ALP y de los bioelementos,
calcio, foésforo, magnesio, sodio y potasio en un equipo de quimica clinica
automatizado marca Olympus modelo AU60 con kits comercial de Roche.

Se determind la concentracion plasmatica de los parametros bioquimicos de
todos los peces antes de iniciar el bioensayo lo que se conoce como tiempo cero, de

utilidad para conocer la salud de los peces.

Analisis histologico del rifion cefalico

Una vez extirpado el rifion cefalico, se colocé en una capsula con
glutaraldehido al 3%. Luego, con la ayuda de una hojilla éste se cortdé en pequenas
secciones de 2 mm’ aproximadamente, las cuales se colocaron en viales con
glutaraldehido al 3% (45 min bajo refrigeracion). Transcurrido ese tiempo, fueron
lavados dos veces con tampon fosfato 0,1 mol/l (15 min) y postfijados durante 2
horas en tetradxido de osmio (OsO4 1%) en el mismo tampdn fosfato. Posteriormente,
se lavaron dos veces en agua destilada (15 min) y se deshidrataron con unos patrones
de etanol de concentraciones crecientes (desde 50 hasta 100%, 5 min c/u). Para la

infiltracion, se sustituy6 el etanol por 6xido de propileno (15 min), luego se utilizaron



una mezcla 1:1 Epon-o6xido de propileno (6 horas) y Epon puro (2 horas). Las
muestras fueron incluidas en Epon, en moldes de silicona y polimerizadas en una
estufa a 60°C (48 horas). A continuacion, se realizaron cortes semifinos (0,7 pm) en
un ultramicrétomo marca Leika con una cuchilla de vidrio y fueron tefiidos con azul
de toluidina. Finalmente, los analisis histoldgicos se hicieron a partir de micrografias

tomadas con un fotomicroscopio marca Zeiss, modelo FL 40 (Geneser, 2000).

Andlisis de los datos

Todos los resultados de las mediciones de cadmio, pardmetros bioquimicos y
microscopicos fueron procesados en el programa de analisis estadistico G-Stat ver 2.0
donde las diferentes variables del grupo control fueron comparadas con el grupo
expuesto mediante el método de andlisis de varianzas (ANOVA) de un via para
apreciar las diferencias significativas en los distintos pardmetros entre ambos grupos

(Stell y James, 1980).



RESULTADOS

Parametros bioquimicos en el tiempo cero
En la tabla 1 se aprecia los valores de la concentraciéon de glucosa, urea,
marcadores del metabolismo lipidico y concentracion de bilirrubina total y

fraccionada en los peces en un tiempo previo a la exposicion a cadmio o tiempo cero.

Tabla 1. Valores promedio de la concentracion de glucosa, urea, marcadores del
metabolismo lipidico y bilirrubina total y fraccionada evaluados en C. macropomum
en el tiempo cero.

Parametro Tiempo Cero
Glucosa (mg/dl) 70,67 + 14,71
Urea (mg/dl) 3,12+0,93
Colesterol (mg/dl) 142,88 + 18,85
Triglicéridos (mg/dl) 409,94 + 109,99
VLDL (mg/dl) 71,50 + 12,09
Bilirrubina total (mg/dl) 0,15+0,05
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,10+ 0,00
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0,13+ 0,07

La tabla 2 presenta los valores de la actividad enzimatica de la CK, AST, ALT,

ALP, y LDH en los peces en el tiempo cero.

Tabla 2. Valores promedio de la actividad enzimatica evaluada en C. macropomum
en el tiempo cero.

Parametro Tiempo Cero
CK (Ul 3830,50 + 769,91
AST (UI/) 143,64 + 28,44
ALT (UI/)) 4,83+ 1,34
ALP (UI/) 22,85+ 3,98
LDH (U1/1) 706,17 + 155,85

En la tabla 3 se pueden observar las concentraciones promedio de los

bioelementos en los peces en el tiempo cero.
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Tabla 3. Valores promedio de la concentracion de los bioelementos evaluados en C.
macropomum en el tiempo cero.

Parametro Tiempo Cero
Calcio (mmol/1) 3,02+ 0,25
Fosforo (mmol/l) 4,05 £ 0,49
Magnesio (mmol/l) 1,33 +£0,12
Sodio (meg/dl) 172,23 £12,09
Potasio (meq/dl) 1,55+ 0,38

Niveles de cadmio por gramo de tejido

En la tabla 4 se presentan los resultados de los analisis estadisticos de los valores
de microgramos de cadmio por gramos de tejido hiimedo en rifidon cefalico, rifion
excretor e higado; se observd que en los peces expuestos, el rindn excretor presento la

concentracion promedio mas elevada seguido del higado y el rifion cefalico.

Sin embargo es en el rifidon cefélico del grupo expuesto donde existe un aumento
altamente significativo de concentracion promedio de cadmio en comparacion con el
grupo control; seguido del higado que presentd una concentracion media muy
significativa en comparacion con el grupo control y por ultimo, el rifién excretor donde

se observo un aumento significativo en comparacion con el grupo control.

Tabla 4. Valores promedio de la concentracion de cadmio por gramos de tejido en
rifiidn cefalico, rifion excretor e higado evaluados en C. macropomum expuestos a
cadmio y su grupo control.

Concentracion de cadmio (pug/g)  Grupo expuesto  Grupo control F
Rifién excretor 5,3940 +£ 1,8755 0,0269 + 00,0274 14,74 :
Higado 1,7152£0,3678  0,0263 £0,0138 37,93
Rifién cefalico 0,0178 +0,0004 0,0041+0,0015 262,91

***_ altamente significativo (P<0,001); **- muy significativo (P< 0.01); *- significativo (P<0,05)
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Parametros bioquimicos al finalizar el bioensayos

En la tabla 5 se muestran aumentos significativos de los valores de glucosa,
urea y bilirrubina directa; por otra parte no se observaron cambios significativos en

los valores de los marcadores de metabolismo lipidico.

Tabla 5. Valores promedio de la concentracion de glucosa, urea, marcadores del
metabolismo lipidico y bilirrubina total y fraccionada evaluados en C. macropomum
expuestos a cadmio y su grupo control.

Pardmetro Grupo Expuesto Grupo Control F
Glucosa (mg/dl) 110,86 + 22,76 67,50 + 14,73 22,947
Urea (mg/dl) 2,40 + 0,55 1,70 + 0,48 6,47
Colesterol (mg/dl) 133,5+ 16,57 129,00 + 10,21 0,40 ™
Triglicéridos (mg/dl) 341,00 £ 23,80 340,67 £ 23,24 0,00 NS
VLDL (mg/dl) 68,20 + 4,55 66,78 + 8,18 0,12 N
Bilirrubina total (mg/dl) 0,15+ 0,05 0,12 + 0,04 1,66 N
Bilirrubina directa (mg/dl) 0,08 + 0,04 0,02 + 0,04 8,10 °
Bilirrubina indirecta (mg/dl) 0,10+ 0,07 0,07 + 0,08 0,59 N

**%_ altamente significativo (P<0,001); T significativo (P<0,05); “°- no significativo (P>0,05)

Con respecto a los bioelementos, se observé una disminucion muy significativa

para los valores de calcio y magnesio en el grupo experimental.

De igual forma, el fésforo también presenta una disminucién significativa en el
grupo experimental (Tabla 6), el resto de los bioelementos se mantuvieron en los

valores de los controles.

Tabla 6. Valores de la concentracion promedio de bioelementos evaluados en C.
macropomum expuestos a cadmio y su grupo control.

Parametro Grupo expuesto Grupo Control F
Calcio (mmol/l) 2,56 + 0,04 2,75+0,14 12,59 7
Fésforo (mmol/l) 3,89+ 0,36 4,54+ 0,20 512°
Magnesio (mmol/l) 1,28 £0,15 1,66 + 0,25 10,54
Sodio (meq/1) 153,40 + 2,07 155,43 + 2,64 3,178
Potasio (meg/l) 1,36 + 0,49 1,97 + 1,09 2,47

T significativo (P<0,05); = muy significativo (P>0,01); "°- no significativo (P>0,05)
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En cuanto a la actividad de las enzimas evaluadas, se observé un aumento
significativo de la LDH y aunque no se suscitaron variaciones significativas en los
demas parametros enzimaticos; se pudo apreciar un ligero aumento de los mismos en

comparacion con el grupo control (Tabla 6).

Tabla 7. Valores promedio de la actividad enzimatica evaluada en C. macropomum
expuestos a cadmio y su grupo control.

Parametro Grupo Expuesto Grupo Control F
CK (UI/) 3297,50 + 1482,80  2608,80 + 395,82 1,20
AST (UI/) 78,67 + 7,31 71,25 + 12,30 1,71
ALT (UI/]) 8,00 + 1,41 6,86 = 1,35 2,21 N
ALP (UI/l) 20,67 + 4,03 18,88 +4.91 0,53 NS
LDH (UI/1) 412,60 + 31,26 298,33 £ 99,26 6,03 "

NS no significativo (P>0,05); " - significativo (P<0,05)

Histologia del rifion cefalico

En el grupo control, el rifion cefdlico muestra un tejido con contenido
heterogéneo y evidente integridad estructural, diferentes tipos celulares con
predominio de estructuras ortocromaticas, macrofagos aislados y macréfagos en
grupos delimitados por una cépsula refringente (CMM), macrofagos con intensa
ortocromasia escasos, acumulos de melanina escasos; los eritrocitos son de forma
irregular con nucleo centrado basoéfilo y los endotelios vasculares se observaron bien

definidos.

Por el contrario, el rifidon cefélico del grupo expuesto al cadmio presentaron
pérdida de la integridad estructural. Ademas, se observaron macréfagos aislados con
abundante ortocromasia. Sin embargo, en lo que respecta a los centros
melanomacrofagicos, estos se encontraron parecidos a los del grupo control, es

decir, con escasos acumulos de melanina.

También se observaron eritrocitos con morfologia homoéloga a los del grupo
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control, disminucion en el numero de células ortocromaticas en comparacion con el
grupo control y por ultimo, aumento altamente significativo del grosor de la

membrana basal del endotelio capilar en contraste con el grupo control.

Tabla 8. Valores promedio del grosor de la membrana basal del endotelio capilar y
del niumero de células ortocromaticas por campo en cortes histologicos de rindn
cefalico evaluados en C. macropomum expuestos a cadmio y su grupo control.

Parametro Grupo expuesto  Grupo control F
Grosor de membrana basal (um) 5,35+0,61 1,87 £0,32 186,8:1 =
Células por campo 29,00 +£4,36 69,67 +17,04 16,04

**%_ altamente significativo (P<0,001); * - significativo (P<0,05)
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Figura 1. Rifion cefalico control (100 X). Se observa tejido compacto con abundantes
macrofagos (cabeza de flecha), escasos melanomacrofagos (flecha punteada), y un
vaso central normal (V) con un endotelio capilar muy delgado (flecha continua).

pueden ver numerosos eritrocitos (E).

-
»
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Figura 2. Rifion cefalico control (100 X). Ay B. Se observa un tejido compacto con
muchas células y abundantes macrofagos visiblemente agrupados (*), y un vaso
central normal (V) con un endoteho capllar muy delgado (ﬂecha)

o

L “"k! hn

Figura 3. Rifion cefalico de peces expuestos al cadmio (100 X). Note el gran
engrosamiento de la membrana basal del vaso central (V). En la luz del vaso se
aprecian algunos eritrocitos (E). Se observa, ademas una pérdida de la integridad del
tejido que se manifiesta como espacios vacios o claros (*) producto de la escases
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celular. Es evidente la poca cantidad de macréofagos los cuales no se presentan
agrupados y poseen una intensa ortocromasia en comparacion con el control (cabeza
de flecha).

Figura 4. Rifion cefalico de peces expuestos al cadmio (100 X). Se evidencia
claramente, una pérdida de la integridad del tejido que se manifiesta como espacios
vacios o claros (*). Es evidente la escases de macréfagos los cuales se encuentran
dispersos o aislados sin formar aglomeraciones (cabeza de flecha).
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DISCUSION

El rifién excretor es el o6rgano que acumula cadmio en mayor proporcion,
siendo el encargado de la eliminacion del complejo cadmio-metalotioneinas (Cd-
MT) dicho complejo es de tamaiio tal, que atraviesa el glomérulo renal y llega a la
orina primaria donde las células del tabulo proximal lo reabsorbe casi completamente
via pinocitosis, €sto sucede cuando la exposicion es baja, en caso contrario se supera
la produccién de metalotioneinas dejando cantidades de cadmio libre que ocasionan

dafos a las membranas celulares renales (Klassen et al., 2004).

Matsuo y Val (2007), demostraron mayores concentracion de cadmio en rifién
excretor que en higado, branquias y musculos en C. macropomum expuestos a
cadmio; por otra parte Woodling et al. (2001), reportaron mayor concentracion de
cadmio en la porcion de predominio renal que en la de predominio hematopoyético
en el rifion de Salmo trutta, lo que coincide a lo encontrado en este trabajo donde se
obtuvo mayor concentracion de cadmio en rifion excretor que en rifidon cefalico; cabe
destacar que en teledsteos, el rifion tiene dos segmentos uno con predominio linfo-
hematopoyético (rifion cefalico) y otro, donde el tejido hematopoyético forma una
matriz entre el sistema excretor y las neuronas (rifion excretor) por lo que ambos

organos estan relacionados histologicamente (Fergunson, 1989).

En peces el cadmio tiende a acumularse en mayor concentracion en el rifion
excretor como demostré Hernandez (2005), en C. macropomum en proporcion con el
tiempo de exposicidn, lo que también es corroborado en este trabajo donde se obtuvo
un valor promedio de 5 3940 pg de cadmio por gramo de tejido hiimedo, lo que se

tradujo en un aumento significativo en comparacion con el grupo control.

Los peces del grupo expuestos a cadmio presentaron un aumento altamente
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significativo de la glucosa plasmatica, resultado semejante al obtenido por Oner et al.
(2008), al exponer a una dosis subletal de cadmio al pez de agua dulce Orechromis
niloticus por treinta dias; el aumento de la glucosa plasmatica es el resultado de la
gluconeogénesis y de la glucogendlisis, procesos metabdlicos estimulados
hormonalmente tanto por las catecolaminas como por el cortisol; y estas hormonas
aumentan en respuesta al estrés quimico al que estdn sometidos los organismos

(Flores, 2002).

Ciertos trabajos de investigacion seialan directamente que las catecolaminas
originan un aumento en los niveles de glucosa, pero ésta misma respuesta es
observada por un aumento del cortisol; Wenderlaar (1997) propone que el cortisol
media el aumento de la glucosa a largo plazo y las catecolaminas en el corto plazo;
es de considerar que las cantidades de glucosa circulantes en la sangre guardan intima
relacion con el estado nutricional, la dieta y la temperatura a la que estén sujetos los

peces (Barton et al., 1987; Barton et al., 1988; Vijayam y Moon, 1992).

De igual forma, el aumento de la urea también pudiera deberse a la accion
estimulante del cortisol sobre el catabolismo de las proteinas musculares (Leach y
Taylor 1980); en ratas, Morales et al. (2004), informaron de niveles plasmaticos de
urea elevados por exposicion a cadmio; algunos autores, han reportado en el pez O.
niloticus disminuciones en la concentracion de proteinas totales en el higado y
musculo blanco independiente de los niveles de glucogeno de los tejidos expuestos a
cadmio (Almeida et al., 2001; Oner et al., 2008), estos resultados coinciden con los

obtenidos en este estudio.

Por otra parte, el aumento encontrado en la concentracion de la LDH es un
comportamiento bioquimico observado en organismos estresados por exposicion a
cadmio. Sanchez et al. (2006), informaron de aumentos plasmaticos de la LDH en

ratas por exposicion a cadmio, y en el musculo rojo del pez O. niloticus; Almeida et
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al. (2001) reportaron niveles elevados de LDH, lo que coincide con los resultados
obtenidos en este trabajo; este aumento obtenido en la concentracion de la LDH se
pudiera deber al hecho demostrado de que, por lo general, los peces bajo estrés
quimico necesitan de una manera mas rapida obtener energia adicional y para ello,
aumentan la glicolisis anaerobica, aumentando los niveles de LDH para satisfacer esa
necesidad, lo que se corrobora con la hiperglicemia obtenida para el grupo expuesto

(Botello et al., 2005).

La disminuciéon plasmatica en los valores de calcio, fosforo y magnesio por
exposicion a cadmio en peces han sido reportadas; Ricard et al. (1998), informaron
niveles bajos de calcio en Oncorhynchus mykiss por exposicion a cadmio a dosis
subletal por treinta dias; Larsson et al. (1981), demostraron que en el pez Platichthys
flesus la exposicion a cadmio induce disminucion de los niveles de calcio, fosforo y

magnesio.

El cadmio tiende a comportarse en peces como un interruptor del equilibrio
16nico y alterador de las caracteristicas de permeabilidad de la membrana celular,
afectando el transporte activo y movimiento pasivo de los iones bién sea, por
inhibicion directa de la ATPasa, o por secuela secundaria, como pudiera ser la

reduccion de la disponibilidad de ATP (Vazquez, 2005).

Esta demostrado experimentalmente que los peces expuestos a cadmio
presentan inhibicion de la enzima ATPasa Ca™ dependiente, ATPasa Mg™,
hidroxilacion de la vitamina D, disminucidon en la absorcion intestinal de calcio y
disminucién en la disponibilidad de calcio por inhibicién reciproca, concentracion
dependiente en el tejido renal causando perturbaciones en la homeostasia del este
elemento; ademés en condiciones de estrés por lo general, los peces aumentan los
niveles plasmaticos de cortisol lo cual, altera el balance hidromineral en sangre y

tejidos, ocasionando perturbaciones osmoticas e idnicas
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La alta concentracion cadmio en el rifion excretor que es el érgano encargado
del balance hidromineral demostrada en este estudio, sugiere que este metal pudiera
estar afectando la homeostasia de los bioelementos, lo que pudiera explicar los
descensos en los niveles de calcio, fosforo y magnesio en el grupo expuesto (Fassett,
1975; Nogawa, 1981; Robertson et al., 1988; Repetto, 1995; Rodriguez et al., 2005;
Gagnon et al., 2007).

Las alteraciones histologicas a nivel del rifion cefalico observadas en el pez C.
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, tal como indican Marcano et al. (2006), en tejido hepatico de
ratones albino (Gunn y Gould, 1970; Gabbiani et al., 1974; Fende y Niewenhuis,
1977; Aoki y Hoffer,1978).

El engrosamiento o inflamacién de la membrana basal observado en los
capilares del rifion cefalico de los peces expuestos, pudiera ser causado directamente
por el aumento en la concentracioén de sodio intracelular con consecuente hinchazén e
histolisis celular como consecuencia de la inhibicion de la enzima ATPasa Na/K
causada por el cadmio tal como establecen Koizumi et al. (1996), este resultado es
semejante a los obtenidos por Giari et al. (2006), en el pez Dicentrarchus labrax por
exposicion a cadmio; ademads, se ha demostrado que el cadmio ocasiona ruptura en
las uniones de las células endoteliales de los capilares testiculares en ratones,
ocasionado aumento de la permeabilidad vascular seguido de edema, hemorragia y

Necrosis.

Por otra parte, la pérdida del compactamiento y necrosis del tejido
probablemente es el resultado directo de la posible accién negativa del cadmio sobre
el metabolismo del coldgeno el cual, actia como responsable mecénico de esta

cualidad tisular (Repetto, 1995); ademas, el cadmio también pudiera estar causando

21



este efecto de forma sinérgica a través de la inhibicion de las enzimas glutation
peroxidasa, glutation reductasa y catalasa lo que favorece la biodisponibilidad de
peroxidos y radicales libres los cuales, afectan todos los componentes celulares
deformando de ésta manera la arquitectura tisular (Korotkov, 1998), también se ha
demostrado que, el cadmio afecta a las cadherinas del epitelio renal y del endotelio
vascular ocasionando pérdida de las uniones célula a célula y pérdida de la

morfologia celular (Walter et al., 2009).

La deplecién o disminucion en el nimero de células en los cortes de rifion
cefalico observados de los peces expuestos a cadmio, se corresponde con la
disminucién de los bioelementos calcio, fosforo y magnesio los cuales, son elementos

necesarios en los procesos de crecimiento celular y formacion de tejidos.

Salazar et al. (2009), reportaron disminuciones en el numero de reticulocitos en
el pez C. macropomum por exposicion a cadmio y sefialan que, la disminucion de
estas células posiblemente se deba a la acumulacion y efecto directo del cadmio en el
rinon cefélico, lo que es corroborado en este estudio en donde se observo que este
tejido acumula cadmio en concentraciones altamente significativas aunado a los
cambios histoldgicos observados en dicho tejido; ademas cabe resaltar que el rindn
cefalico tiene funcion hematopoyética por lo tanto, el cadmio afecta el contaje de

células sanguineas.

También es posible que la disminucion observada por Salazar et al. (2009), en
el contaje de reticulocitos y la hemoglobina se deba al efecto del cadmio en esta
célula, afectando la homeostasis del hierro y de la hemoglobina generando
indirectamente estrés oxidativo, lo cual es corroborado en este trabajo al encontrar
un aumento significativo de la bilirrubina conjugada en los peces expuestos al metal
lo cual, es un indicador del metabolismo de la hemoglobina y destruccion de

eritrocitos.
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La intensa ortocromasia observada en los macrofagos, pudiera estar causada
por acumulos de pigmentos enddgenos tales como ceroide o hemosiderina, los
ceroides son producto de la degradacion de la lipofuscina contenida en los
macrofagos la cual a su vez, es un producto intermediario de la peroxidacion lipidica
lo cual sugiere aumento del estrés oxidativo en el grupo expuesto por efecto del
cadmio lo que induce destruccion celular, por otra parte la hemosiderina pudiera
indicar anemia o alteraciones en el metabolismo del hierro en el grupo expuesto por
accion del cadmio sobre las células de la serie roja (Blazer et al., 1994; Kriiger et

al.,1996; Gerlane, 2007)

El cadmio es un metal que produce toxicidad a bajas concentraciones como es
corroborado en este estudio, donde se pudo observar que los peces expuestos a
cadmio alteran su metabolismo, observdndose aumentos en la LDH, la glucosa y
bilirrubina conjugada, asi como disminucion del calcio, fésforo y magnesio también
induce alteraciones histologicas, corroborando su efecto al demostrarse
concentraciones significativas en drganos importantes como el rifion cefalico, rindén

excretor e higado.
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CONCLUSIONES

La exposicion a cadmio induce aumentos en la concentracion plasmatica de

glucosa, urea y bilirrubina directa en juveniles de cachama.

La exposicion a cadmio altera la actividad de la LDH en Colossoma

macropomum.

Los valores de calcio, fosforo y magnesio disminuyen por exposicion a cadmio

en Colossoma macropomum.
La exposicion a cadmio altera la estructura del rifion ceféalico en pez Colossoma
macropomum induciendo engrosamiento de la membrana basal, deplecion en el

numero de células y pérdida del compactamiento celular.

El cadmio se bioacumula en los tejidos analizados en el orden siguiente: rifion

excretor > higado > rifidn cefalico.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mediciones de las concentraciones de cortisol sérico en
C. macropomum expuestos a cadmio y sus controles para comprobar el efecto del
cadmio sobre los niveles de cortisol y su relacién con el consecuente efecto en los

parametros bioquimicos.
También se recomienda analizar la ultraestructura e histoquimica del rifion

ceféalico de C. macropomum expuesto a cadmio y sus controles para detallar los dafios

tisulares.
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