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RESUMEN 

 

La presente investigación tuvo como objetivo fundamental evaluar algunos 

parámetros celulares, hematológicos e inmunológicos del crustáceo Emerita 

portoricensis y del pez dulceacuícola Ancistrus brevifilis, para determinar las 

alteraciones de los mismos ante la exposición a una dosis subletal de Cd. Para esto se 

tomaron hembras adultas de E. portoricensis recolectadas en la zona intermareal de la 

comunidad de San Luis, Cumaná, estado Sucre, Venezuela. A partir del LC50 

obtenido (3,21 mg/L), se tomaron dos concentraciones subletales para la exposición 

(0,10 mg/l y 1,00 mg/l). Se realizó un bioensayo semiestático, estableciéndose como 

período de exposición, 15 días. Luego de cumplido este lapso, se procedió a la toma 

de muestra de hemolinfa de los organismos (expuestos y controles) con jeringas para 

insulina y por punción de la membrana artrodial, colocándose las muestras de 

hemolinfa en tubos Eppendorf con EDTA, para la realización de los parámetros 

celulares e inmunológicos. Por otro lado, se utilizaron ejemplares juveniles de A. 

brevifilis colectados en el río Manzanares, Cumaná, estado Sucre, los cuales fueron 

transportados hasta el Laboratorio de Fisiología Humana y de Peces de la 

Universidad de Oriente, donde fueron colocados en acuarios de vidrio previamente 

preparados. La aclimatación (15 días), se realizó con fotoperiodos de 12/12 horas, con 

registros de la temperatura y pH del agua; finalizado este lapso se procedió a 

someterlos al bioensayo de toxicidad subletal (15 días), al final del cual se procedió a 

la toma de muestra sanguínea. Para diferenciar los valores de los diferentes 

parámetros estudiados en ambas especies, entre el grupo de organismos expuestos 

versus el grupo control, se utilizó un t-Student. Los resultados obtenidos para E. 

portoricensis muestran un aumento de hemocitos en los organismos expuestos a 0,10 

mg/l de Cd y una reducción de estos en los expuestos a 1,00 mg/l de Cd. Las células 

expuestas al metal mostraron irregularidades tanto en la membrana celular como en la 

forma de la célula en 0,10 mg/l de Cd y en 1,00 mg/l de Cd, evidenciándose que la 

exposición al Cd causa ruptura de la membrana celular en todos los tipos de células 

observadas, ocasionando de esta manera que la viabilidad celular disminuya a medida 

que aumentan las concentraciones del metal, mientras que la adherencia celular es 

menor en especímenes expuestos a 0,10 mg/l de Cd y 1,00 mg/l de Cd, lo que 

generaría también la disminución de la capacidad de fagocitosis del crustáceo y por 

consiguiente la competencia de la respuesta inmune, dejándolo expuesto a cualquier 

agente externo. Con relación a los resultados obtenidos en A. brevifilis, la exposición 

a 0,1 mg/L de Cd versus el grupo control, muestra una reducción significativa de los 

parámetros hematológicos, tales como la Hb, el Hto, contaje total de glóbulos rojos y 

de glóbulos blancos, en el porcentaje de células granulocíticas del tipo neutrófilas y 

linfocíticas, así como en el HCM; de igual manera, con relación a la adherencia y a la 
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viabilidad celular. Todos estos hallazgos permiten concluir que, posiblemente el Cd 

causó algún tipo de efecto deletéreo sobre los parámetros evaluados, por lo que se 

consideró que los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigación, indican 

que el efecto del Cd sobre las respuestas celulares relacionadas con la capacidad 

inmunológica y hematopoyética de estas células, muestran la alteración del potencial 

de los leucocitos de cumplir con su papel como defensores de la integridad de los 

organismos; es decir, el Cd es un elemento capaz de, además de causar anemia, 

producir alteraciones en el sistema hematopoyético e inmune innato del pez, y por 

consiguiente, puede comprometer su integridad biológica lo que puede derivar en 

disminución o perdida de la viabilidad del organismo. En resumen, ambas especies 

ven afectada su capacidad de respuesta defensiva bajo los efectos del Cd, aun cuando, 

las dosis del mismo, sean subletales. 
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INTRODUCCION 

 

El aumento y evolución de la población humana ha sido paralelo con su desarrollo 

social, tecnológico y productivo; su incremento, en la mayoría de los casos, es 

desorganizado, lo que provoca, muchas veces, la alteración del medio ambiente en el 

cual se encuentren inmersos, siendo generalmente, los cuerpos de agua, uno de los 

ambientes con más afectación, viéndose perjudicadas la calidad y cantidad de los 

mismos, de esta forma, la sobrepoblación en áreas urbanas, propicia que, 

lógicamente, los flujos de descargas  aumenten, ejerciendo una presión desfavorable 

cada vez mayor, sobre el recurso hídrico que actúa como receptor de dichas descargas 

(Capó, 2007; Li et al., 2014). 

 

Este aumento a nivel mundial de la población, ha ocasionado que se construyan 

fábricas y/o complejos industriales en zonas adyacentes a ríos, lagos y a lo largo de 

las zonas costeras; situación que, en estos ambientes, ha aumentado, facilitado y 

propiciado la introducción de una cantidad significativa de sustancias contaminantes 

de naturaleza antropogénica, biológicamente activas, entre las cuales se incluyen 

cientos de compuestos, tanto orgánicos como inorgánicos. Estas sustancias, en 

muchas ocasiones, pueden causar a los ecosistemas, alteraciones o daños, los cuales 

se traducen, entre otras cosas, en enfermedades, pudiendo inclusive llevar hasta a la 

muerte de los organismos que habitan en él (Trenberth y Karl, 2003; Rondón et al., 

2010; Musilova et al., 2016; Thompson y Darwish, 2019). 

 

En términos generales, el medio acuático está continuamente expuesto a agentes 

estresores tanto naturales como antropogénicos, como por ejemplo cambios de 

temperatura y la introducción de contaminantes químicos, factores estos que pueden 

provocar efectos dañinos sobre la salud de los organismos que habitan en él. Por otra 

parte, se ha determinado que la distribución de los contaminantes en el medio está 

definida por tres procesos básicos, los cuales son: su acumulación en el sustrato 
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béntico, su distribución en la columna de agua y su captación por parte de los 

organismos, ya sea a través de las branquias o del sistema digestivo. Estos 

contaminantes, una vez que llegan al interior de los organismos pueden seguir varias 

rutas, tales como la acumulación a largo plazo, la producción de efectos tóxicos de 

forma directa o indirecta tras su biotransformación y la excreción al medio externo, 

pudiendo todos estos efectos tener repercusión sobre células, tejidos, órganos, 

sistemas, individuos e incluso poblaciones (Briner, 2010; Khoshnood et al., 2010; 

Koenig, 2012; Annabi et al., 2013). 

 

Los cuerpos de agua, y en especial los mares y océanos, son el último receptáculo de 

la polución. Con el tiempo, la actividad biológica descompone la materia orgánica 

hasta dióxido de carbono y agua como productos finales, pero la materia inorgánica, 

especialmente los metales, están en constante acumulación en estos ambientes, 

excepto por una pequeña porción que puede ser consumida en alimentos marinos. Si 

los metales se encuentran en concentraciones más altas de lo normal son tóxicos para 

la biota acuática y humana, en ese sentido, los indicadores ambientales dan a conocer 

las condiciones del medio ambiente mediante el comportamiento de la biota respecto 

a los factores antropogénicos, bien sea para ser reducidos o revertidos. Se conocen 

como bioindicadores a especies de plantas y/o animales a los cuales se estudian su 

población, presencia o ausencia, condición, comportamiento para con éste tratar de 

determinar la salud del ecosistema. El efecto, daño y las potenciales fuentes de origen 

de los factores antropogénicos pueden estimarse al interpretar los patrones de 

comportamiento de la biota (Polanía, 2010; Liu et al., 2022; El-Sikaily y Shabaka, 

2024).  

 

Generalmente, las dos razones principales para estudiar el comportamiento químico 

de los metales en ambientes acuáticos son entender el ciclo biológico y el geoquímico 

de estos elementos. El ciclo biológico de los metales incluye la bioacumulación, 

eliminación, biodisponibilidad, toxicidad y biotransformación, mientras que el ciclo 
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geoquímico consta del transporte, adsorción, desorción, precipitación, disolución y 

complejidad de los metales en los sistemas acuáticos (Carlini et al., 2009; Curtosi et 

al., 2010). 

 

Los metales pesados, son uno de los grupos de contaminantes que han sido 

calificados dentro de los más peligrosos por su persistencia y toxicidad, ya que 

pueden incorporarse a la cadena trófica y ser concentrados por los organismos, por lo 

que están considerados como serios polucionantes de los ecosistemas acuáticos. 

Muchos de estos compuestos no biodegradables, son absorbidos y acumulados 

(bioconcentrados) por los organismos que viven en el medio acuático, causando 

problemas de salud en los consumidores finales, como el caso del hombre (Ramírez, 

2002; FAO, 2006; Concon, 2009). 

 

Los metales pesados son elementos de masa atómica elevada, debido a esto, los daños 

ocasionados son diversos porque dependen del metal que los provoque. En cuanto al 

medio ambiente, los efectos ocasionados por lo general son preocupantes y 

dependiendo de la concentración en la que el contaminante se encuentre, puede 

alterar de forma directa o indirecta a los elementos bióticos o abióticos. La 

problemática se presenta, debido a que generalmente, los efectos de los metales 

pesados pueden pasar desapercibidos ocasionando daños irreversibles a largo plazo. 

El estrés ambiental, causado por la acción de los contaminantes de naturaleza 

metálica, al parecer, es un factor importante que muchas veces determina la 

disminución de la inmunocompetencia, en consecuencia, es frecuentemente señalado 

como causante del aumento en la frecuencia de manifestaciones patológicas en los 

organismos que componen los ecosistemas acuáticos. Los efectos incluyen 

incremento de las infecciones debido a microbios facultativos, así como disminución 

de la resistencia a las infecciones (Truscott y White, 1990; Moullac y Haffner, 2000; 

Corsolini, 2009; Romero, 2009).  
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Estos elementos químicos han sido clasificados entre las sustancias más tóxicas, por 

sus propiedades de bioacumulación y de óxido-reducción. La bioacumulación se 

refiere a cierta cantidad de dicha sustancia que no es metabolizada ni excretada, 

acumulándose en el tejido de los organismos, lo que le permite entrar y permanecer 

en la cadena trófica amplificándose en cada nivel de la cadena, proceso que se conoce 

como biomagnificación, mientras que la propiedad de óxido-reducción hace posible 

la evasión de mecanismos de control como la homeostasis, transporte y 

compartamentalización celular (WHO, 2007; Teitelbaum, 2012; Jaishankar et al., 

2014; Strak 
 
et al., 2019).  

 

Los metales cuando evaden los mecanismos de control pueden causar daño celular a 

través de dos mecanismos: 1) Mediante estrés oxidativo, el cual se da por un 

incremento de especies reactivas de oxígeno (EROs) como el peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y aniones superóxidos (O
2-

), y/o especies reactivas de nitrógeno (ERN), así 

como el agotamiento de reservas intracelulares de antioxidantes y por la inhibición de 

la actividad enzimática que participa en el metabolismo y desintoxicación de EROs 

Este mecanismo puede causar daño oxidativo a diversas proteínas y lípidos, pero 

principalmente al ADN y 2) Por la unión a distintas macromoléculas, lo que deriva en 

un cambio conformacional o remplazo de sus sitios activos o sitios de unión a 

cationes divalentes y monovalentes esenciales como Zn
2+

, Ca
2+

, Fe
2+

, Mg
2+

; algunos 

ejemplos de metales que utilizan estos mecanismos de toxicidad son el cobre (Cu), 

aluminio (Al), cromo (Cr), hierro (Fe), plomo (Pb) y el Cd (Hartwig, 2000; 

Jaishankar et al., 2014; Jan et al., 2015; Khan et al., 2022). 

 

Ambos mecanismos alteran la homeostasis celular debido a que afectan la 

señalización intra e intercelular, el plegamiento de las proteínas y por ende su 

actividad, la alteración de las enzimas involucradas en la reparación del material 

genético, la liberación de neurotransmisores y la regulación de factores de 

transcripción, entre otros efectos, generando un mal funcionamiento de la célula. De 
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manera particular, el Cd puede interferir en la actividad biológica de proteínas, 

uniéndose y desplazando a metales esenciales, por ejemplo, uniéndose a los grupos 

tiol (-SH) libres, catalizando la oxidación del lado amino de la cadena e interfiriendo 

en el plegamiento de la estructura terciaria. Elementos como el mercurio (Hg) y el 

plomo (Pb), pueden formar iones órgano-metálicos liposolubles capaces de penetrar 

membranas y acumularse en las células (Hartwig, 2000; Leonard et al., 2004; Volke 

et al., 2005; Jaishankar et al., 2014; Jan et al., 2015). 

 

Dentro del grupo de los metales pesados altamente contaminantes y tóxicos se 

encuentra el cadmio (Cd). El Cd (número atómico 48; peso molecular 112,41 g/mol) 

tiene solo dos estados de valencia: Cd
0
, el metal puro; y Cd

2+
, por lo que es un catión 

divalente. El Cd puro existe como un metal blando, blanco plateado y brillante, y 

generalmente no se encuentra de forma natural en este estado de valencia. En el 

medio ambiente, el estado divalente prevalece como óxidos, carbonatos y sulfuros en 

los minerales de otros metales, y se encuentra comúnmente con los minerales de zinc. 

Este metal ingresa de forma natural al medio ambiente como resultado de la erosión 

de las rocas, los incendios forestales y las emisiones volcánicas. Las fuentes 

antropogénicas de este metal surgen principalmente de actividades industriales e 

incluyen: la quema de combustibles fósiles; la fundición de minerales; la aplicación 

de fertilizantes; fabricación de baterías y pigmentos; galvanoplastia de otros metales; 

y procesamiento de plásticos.  

 

El Cd es un metal contaminante, siendo común en aguas superficiales donde se 

encuentra como un ion hidratado (Cd(H2O)6
2+

) o en complejos con ligandos 

inorgánicos u orgánicos. En aguas contaminadas ricas en compuestos orgánicos, la 

formación de complejos de Cd con estos ligandos, como los ácidos húmicos, tiene un 

papel importante en el transporte, la partición y la removilización del metal de los 

sedimentos y precipitados. Además, la solubilidad del mismo está influenciada por el 
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pH, es más soluble en aguas ácidas. El Cd se elimina de la fase acuosa de los sistemas 

acuáticos por precipitación y adsorción a los sedimentos (ATSDR, 2000; Meng et al., 

2019).  

 

En el medio acuático, el Cd existe en forma de ion libre o como complejo iónico 

asociado a otras sustancias inorgánicas u orgánicas. Los compuestos de Cd solubles 

se movilizan en el agua, mientras que los insolubles se depositan en el sedimento. En 

el transporte y la distribución de un contaminante en un sistema acuático están 

involucrados factores hidráulicos, químicos y microbiológicos que interaccionan de 

forma compleja, siendo su solubilidad, influenciada por la dureza del agua, el pH y la 

presencia de sulfuros coloidales. Cuando las aguas procedentes de los ríos llegan al 

mar, el ion Cd
2+

 tiende a unirse a partículas en suspensión y/o depositarse, como se 

dijo anteriormente, en los sedimentos; quedando así localizado en las zonas aledañas 

a las costas y en estuarios. Ante un descenso del pH de las aguas, el Cd puede volver 

a movilizarse de nuevo. Es habitual que, durante los periodos en los cuales el agua 

está estancada, la capa anaerobia de agua presente en el fondo de los puertos tenga 

una concentración baja de Cd soluble; esto se debe a la reducción del sulfato a sulfuro 

por parte de la biota microbiana, las cuales ocasionan que el cadmio precipite como 

sulfuro de Cd insoluble (Peris, 2005; Zamora et al., 2008; ATSDR, 2012). 

 

El Cd es uno de los mayores agentes tóxicos asociado a contaminación ambiental e 

industrial y reúne cuatro de las características más temidas de un tóxico: 1. Efectos 

adversos para el hombre y el medio ambiente. 2. Bioacumulación. 3. Persistencia en 

el medio ambiente. 4. Capacidad de recorrer grandes distancias con el viento y en los 

cursos de agua (Coombs, 1979; Rodríguez-Serrana et al., 2008). 

 

Los principales usos y aplicaciones del Cd o sus compuestos son: 1. Como pigmento 

en pinturas, esmaltes, plásticos, textiles, vidrios, tintas de impresión, caucho, lacas, 

entre otros. 2. En aleación con el cobre y en la producción de pilas de cadmio-níquel. 
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3. En la fabricación de ruedas y llantas de automóvil, entre otras. Debido a estos usos 

y a su larga vida media, el reciclaje no es posible, lo que ocasiona que se acumule de 

manera progresiva en el ambiente, siendo debido a esto, uno de los principales y más 

peligrosos contaminantes de origen antropogénico El tiempo de permanencia de este 

metal en suelos es de hasta 300 años y el 90% permanece sin transformarse (Travis y 

Haddock, 1980). 

 

Se considera que, en países industrializados, el Cd puede detectarse en prácticamente 

todos los tejidos de las personas adultas. Este metal, una vez absorbido, es 

transportado por la sangre a los distintos tejidos y órganos, entre los que destacan 

riñones e hígado, ya que retienen cerca del 30-50 % de la carga corporal total de Cd, 

cuya vida media es de aproximadamente 10-30 años, de igual forma, también tiene 

importancia el tejido óseo como lugar de acumulación del metal (Hänninen et al., 

2008; ATSDR, 2012; Thompson y Darwish, 2019; Strak et al., 2019).  

 

Se ha demostrado que el Cd afecta, entre muchos otros aspectos, la síntesis de la 

hemoglobina, estimula tanto la apoptosis celular del sistema inmune como el aumento 

de los niveles de citoquinas, de igual forma ocasiona daño renal y hepático, tumor 

testicular, así mismo, a nivel estructural y funcional, causa osteomalacia, anemia, 

hipertensión, malformaciones teratogénicas, ocasiona la deficiencia de metales 

esenciales así como la alteración de la citoarquitectura de las células sanguíneas, de 

igual forma, la acumulación excesiva de Cd podría provocar una sobreproducción de 

EROs, creando un desequilibrio que conduce al estrés oxidativo. Si el sistema 

antioxidante se ve abrumado, el daño irreversible de las células causado por el exceso 

de EROs puede iniciar la muerte celular programada (apoptosis) y provocar daño 

patológico de los tejidos (Salazar y Reyes, 2000; Godt et al., 2006; Xu et al., 2009; 

Chen y Shaikh, 2009; Johri et al., 2010; Banu et al., 2011; Macías-Mayorga et al., 
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2015; Cao et al., 2018; Rodríguez y Mandalunis, 2018; Anton-Marín, 2022; 

Martinez-Morata et al., 2023). 

Como se acotó con anterioridad, los bioindicadores constituyen un gran grupo de 

organismos, cuya presencia o estado en un ecosistema determinado brinda 

información sobre ciertas características ecológicas de éste o el posible impacto 

ambiental de ciertas prácticas sobre el mismo, siendo utilizados principalmente para 

la evaluación de la calidad ambiental de los ecosistemas. Todos los bioindicadores 

deben cumplir una serie de requisitos para su empleo, tales como: dispersión y 

abundancia en el territorio, sedentarismo y tolerar los agentes contaminantes en 

concentraciones similares a las del ecosistema contaminado sin efectos letales. Dentro 

de los organismos bioindicadores están los macroinvertebrados, (en especial los 

crustáceos) y los peces. Los crustáceos están dentro de los más utilizados para el 

monitoreo acuático debido a las ventajas que estos poseen, siendo una de ellas, la 

naturaleza sedentaria de muchas de las especies, lo cual facilita la evaluación en la 

comunidad de los efectos adversos en tiempos prolongados (Henderson et al., 1989; 

Ferdous y Muktadir, 2009; Boyd, 2010; Almeida et al., 2016; Łuczyńska et al., 2018; 

El-SiKaily y Shabaka, 2024). 

 

Entre las ventajas que poseen los macroinvertebrados según Zúñiga et al. (1993) y 

Gamboa et al. (2008) para que sean utilizados como bioindicadores están las 

siguientes:  

 

-Son de amplia distribución, abundantes y de fácil recolección. 

 

-Viven y se alimentan en o sobre los sedimentos (donde tienden a acumularse los 

contaminantes), incorporándolos, de esta forma, a la cadena trófica. 
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-La naturaleza sedentaria de muchas especies de macroinvertebrados, posibilitan la 

apreciación de los efectos dañinos a largo plazo que pudiera tener en la comunidad 

del mismo, un contaminante dado. 

 

-Son sensibles a los factores de perturbación además que responden, tanto en el agua 

como en los sedimentos, a la presencia de xenobióticos.   

-Sus ciclos de vida son relativamente cortos comparados con otros organismos y 

evidencian de forma rápida las perturbaciones del medio ambiente mediante cambios 

en la estructura de las poblaciones y de las comunidades a las cuales pertenecen. 

 

Diversas especies del subfilo Crustacea son comúnmente utilizados como 

bioindicadores de inmunotoxicidad siendo una de las razones la facilidad de 

evaluación de los componentes que integran su sistema inmune. Estos poseen en su 

sangre, también llamada hemolinfa, unas células denominadas hemocitos, las cuales 

tienen la capacidad de recoger y almacenar partículas de desecho, siendo 

ampliamente utilizadas en ensayos de toxicidad, ya que el estudio de estas células, 

permite observar los efectos que ejercen las sustancias contaminantes sobre dichas 

células, y por consiguiente, poder detectar y/o predecir, el o los daños que pudieran 

ocurrir en el organismo, y por ende, en las poblaciones y ecosistemas en los cuales 

habitan estos organismos. De igual forma, si se encuentran expuestos a contaminantes 

ambientales metálicos, son capaces de retenerlos, por lo cual, los crustáceos son 

considerados buenos indicadores de contaminación ambiental (Villanueva et al., 

1988; Arencibia et al., 2009; Chiarelli y Roccheri, 2014; Liu et al., 2014; Rodrigues y 

Pardal, 2014; Vogt et al., 2018). 

 

En los crustáceos, los estudios demuestran que poseen un sistema inmune basado en 

efectores celulares y humorales, los cuales se combinan para eliminar agentes 

extraños, su inmunidad está mayoritariamente mediada por hemocitos con capacidad 
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para reconocer material extraño, fagocitarlos y/o encapsularlos, siendo su respuesta 

celular limitada, identificándose tres tipos básicos de células: hemocitos hialinos, 

hemocitos semigranulosos y granulosos. Son consideradas células análogas a los 

glóbulos blancos de los vertebrados, estas cumplen funciones inmunitarias capaces de 

fagocitar, encapsular, formar nódulos y producir citotoxicidad, representando la 

fracción celular de la hemolinfa (Antón-Marín y Salazar-Lugo, 2009; Wang et al., 

2013; Duressa et al., 2015; Ching, 2019). 

Mientras que, por su parte, los peces también son considerados excelentes 

bioindicadores de contaminación ambiental, teniendo también, algunas ventajas, por 

lo cual el conocimiento integral acerca de su taxonomía y fisiología, así como los 

requerimientos de hábitat, son exigencias previas claves para utilizarlos como 

indicadores (Chovanec et al., 2003).  

 

Se considera que los peces son los organismos acuáticos más adecuados para la 

aplicación de métodos diferentes que permiten evaluar la gravedad de los efectos 

tóxicos, por ejemplo, la determinación de la acumulación de sustancias tóxicas en los 

tejidos, utilizando métodos histológicos y hematológicos o detectando anomalías 

morfológicas. Debido a sus complejos requisitos de hábitat, los peces son indicadores 

cruciales de la integridad ecológica de los sistemas acuáticos en diferentes escalas, 

desde el microhábitat hasta el macrohabitat. La aptitud de las especies de peces tanto 

a nivel individual (por ejemplo, el rendimiento del crecimiento) como a nivel de 

población (por ejemplo, la estructura poblacional), está determinada por la 

conectividad de diferentes elementos del hábitat en un contexto espacio-temporal 

amplio. Por lo cual, la bioindicación mediante el uso de los peces, representa una 

buena herramienta de seguimiento, especialmente en lo que respecta a los aspectos de 

contaminación de naturaleza antrópica (Van der Oost et al., 2003; Burgeot et al., 

2017; Rubio-Vargas et al., 2024). 
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Según Zelikoff, (1998) y Chovanec et al. (2003), los peces, en comparación con los 

mamíferos, ofrecen múltiples ventajas como modelos, en especial para estudios 

inmunotoxicológicos. Dentro de esas ventajas, enumeran: 

 

-Son especies, generalmente, de relativo gran tamaño, aportando un número adecuado 

de células y tejidos para realizar estudios. 

 

-Sirven como modelo, tanto de laboratorio como en el campo, pudiendo ser expuestos 

a contaminantes, y a su vez contando con una metodología bien definida, ya sea en el 

laboratorio o en su medio ambiente. 

 

-El costo de obtención y mantenimiento de estos organismos, es generalmente bajo. 

 

-Tienen mayor diversidad morfológica, lo que significa que suministran mayor 

número de modelos para los estudios. 

 

-Los resultados obtenidos con ellos pudieran servir para establecer referencias 

evolutivas y poder realizar estudios con otros vertebrados.  

 

Son estas razones por las cuales los peces están siendo empleados con mayor 

frecuencia como modelos para trabajos experimentales de naturaleza ecotoxicológica 

e inmunotoxicológica (Chovanec et al., 2003; Bianchi y Canuel, 2011). 

 

Algunos autores señalan la necesidad de establecer valores hematológicos en peces 

con la finalidad que estos puedan ser utilizados como patrones de referencia para 

ayudar en el diagnóstico de cuadros fisiológicos, patológicos y/o toxicológicos, ya 

que, debido a la estrecha relación que guardan dichos parámetros con los 

inmunológicos y con el medio que los rodea, los convierte en buenos indicadores para 

evaluar los efectos de los tóxicos presentes en el ambiente circundante (Bouck y Ball, 
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1966; Braxhall, 1972; Campbell y Murray, 1990; Silveira 1992; Fazio, 2019). 

 

En los peces, el estrés puede arriesgar la competencia del sistema inmune, 

generalmente alterando (en primera instancia), la respuesta innata, la cual, en ellos, es 

la principal y más relevante línea de defensa inmunológica; de esta forma, se pueden 

ver afectados mecanismos esenciales para obtener una apropiada respuesta 

inmunitaria. De igual manera, el sistema inmune de los peces es altamente sensible a 

tóxicos, ya sean estos de origen orgánico o inorgánico. Los contaminantes 

inorgánicos, tal como los metales, pueden producir en estos organismos, leucopenia, 

atrofia de órganos linfoides, supresión de la respuesta humoral, así como alteración 

de la citoarquitectura de los tejidos hematopoyéticos (Nayak et al., 2007; Antón, 

2014; Bosch et al., 2016; Tarasco et al., 2019; Antón-Marín, 2022). 

 

De igual manera, cuando se habla de organismos boindicadores es muy común y a 

veces es necesario mencionar a los biomarcadores. Estos desempeñan un papel 

crucial en el seguimiento de la salud y la calidad de los entornos acuáticos. Pueden 

ser indicadores moleculares, celulares o fisiológicos, los cuales brindan información 

valiosa sobre los impactos de diferentes contaminantes y acerca de los factores 

estresantes ambientales. Al medir los cambios en los niveles o actividades de estos, se 

puede identificar y medir la exposición, así como los efectos de los contaminantes en 

los organismos. La importancia de los biomarcadores radica en su capacidad de 

proporcionar un sistema de alerta temprana de las alteraciones ambientales, 

permitiendo una intervención apropiada, y si es posible, la aplicación de medidas de 

atenuación. Además, pueden proporcionar información sobre los mecanismos de 

toxicidad, así como una mejor comprensión de cómo los contaminantes afectan a los 

organismos a nivel fisiológico, molecular y celular (Van der Oost et al., 2003; 

Chovanec et al., 2003; Antón, 2014; Antón-Marín, 2022; Martínez-Morata et al., 

2023). 
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Por otra parte, el sistema inmune tiene como prioridad mantener la individualidad 

biológica, por tal motivo, diferencia y elimina toda sustancia extraña de los tejidos. 

Existen varias diferencias entre la inmunidad de vertebrados e invertebrados, sin 

embargo, la gran diferencia entre el sistema inmune de los vertebrados y los 

invertebrados radica en que los vertebrados tienen inmunidad adaptativa e innata y 

sus células inmunes derivan de un progenitor de linaje mieloide o linfoide, mientras  

que los invertebrados solo poseen la innata, además que no poseen células linfoides ni 

moléculas del tipo inmunoglobulinas (Tonguthai, 1997; Antón-Marín y Salazar-Lugo, 

2009).  

 

Debido a las características del sistema inmune, es posible inferir, dependiendo de la 

vía de exposición al tóxico, la susceptibilidad de los mecanismos inmunológicos 

expresados por un organismo ante un contaminante determinado, ya que este incluye 

respuestas celulares y bioquímicas que pueden ser estimadas en la práctica. Entonces, 

dentro de ese orden de ideas, se puede entender y considerar a los componentes del 

sistema inmunológico como biomarcadores de exposición a xenobióticos, siendo la 

actividad fagocítica una de las más usadas (Jerônimo et al., 2009; Martins et al., 

2009; Xian et al., 2010; Kreutz et al., 2011; Zhu y Su, 2022). 

 

Por otra parte, dentro del subfilum Crustacea se encuentra el género Emerita, el cual 

tiene características que le confieren una alta capacidad para valorar los diferentes 

impactos sobre el ambiente acuático (Boere et al., 2011). El mismo ha sido 

considerado como un excelente bioindicador de contaminantes químicos debido a su 

resistencia fisiológica, amplia distribución poblacional, fácil captura y cercanía a las 

actividades humanas en las costas (Sastre, 1990; Tam et al., 1996; Alvitrés et al., 

1999; Contreras et al., 2000; Chaves et al., 2013; Gonçalves, 2018).  
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En América se conocen seis especies del género Emerita (E. analoga, E. benedicti, E. 

portoricensis, E. talpoida, E. brasiliensis y E. rathbunae), estos habitan playas 

arenosas, por lo que es muy usual en las costas de Venezuela, su cuerpo está 

modificado para sobrevivir en su entorno, tienen fuerte caparazón, patas cortas que 

les habilita nadar y enterrarse rápidamente y antenas que les permite filtrar el 

alimento que proporciona el arrastre del oleaje en la zona intermareal (Boere et al., 

2011; Dutra et al., 2011; Chaves et al., 2013; Gonçalves, 2018). 

 

La especie E. portoricensis, conocido como “abuelita”, es un crustáceo decápodo que 

presenta una morfología adaptada para cavar en el sedimento blando. Vive siempre en 

relación con los fondos arenosos de las playas litorales y de las arenas sublitorales de 

los mares tropicales (Ortiz et al., 2013; Ferrera, 2016). En trabajos realizados en 

condiciones de laboratorio se constató que la especie E. portoricensis se aclimataba 

con facilidad a los acuarios de laboratorio, además puede permanecer en ellos por 

largos periodos de tiempo, y una característica muy importante para estudios de 

toxicidad, es que tiene la capacidad de bioacumular metales por encima de la 

concentración del medio (Lemus y García, 1996, García et al., 2000; Walker et al., 

2012; Ferrera, 2016,). 

 

Por su parte, los peces de la especie Ancistrus brevifilis (Eigenmann, 1920), los 

cuales pertenecen al orden Siluriformes y a la familia Loricaiidae (Aguilera y 

Carvajal, 1976; Palencia, 1995), conocidos comúnmente como “guaraguara”, son 

peces autóctonos y están ampliamente distribuido en los ecosistemas dulceacuícolas 

de la región nororiental de Venezuela, así como en las corrientes de las llanuras del 

río Amazonas y otros ríos de América del Sur, considerándose con cierta importancia 

económica en algunos estados de Venezuela (Lárez, 2011), siendo estimada como la 

cuarta especie con mayor abundancia en el río Manzanares. Son de hábitos nocturnos, 

bentónicos y se alimentan en el fondo de los ríos, principalmente de algas y de 

algunos invertebrados (Ruiz et al., 2005). 
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Debido, entre otros aspectos, a su hábito bentónico, se le ha considerado como 

posible organismo centinela de contaminación acuática (Lárez, 2007; Velasquez-

Vottelerd et al., 2015). Larez (2007), estudiando el efecto genotóxico que sobre las 

células sanguíneas de A. brevifilis tiene el glifosato, evidenció efectos nocivos del 

herbicida sobre la molécula de ADN en dichas células. Velasquez-Vottelerd et al. 

(2015), por su parte, evaluaron el efecto del Cd sobre la viabilidad mitocondrial y los 

niveles de tioles solubles en ácido en hígado, riñón, corazón y branquias de A. 

brevifilis, demostrando que el Cd es capaz de disminuir los niveles de tioles en todos 

los órganos, así como, dañar significativamente las mitocondrias del hígado y del 

riñón, lo cual indica su capacidad de generar especies reactivas de oxígeno y en 

consecuencia, la ocurrencia de peroxidación lipídica, con la subsiguiente cadena de 

alteraciones derivadas de este hallazgo.  

 

Considerando todo lo anterior se estimó relevante realizar un trabajo de investigación 

donde se utilicen dos especies de organismos que pudieran ser empleadas como 

bioindicadoras de contaminación ambiental por metales; una, proveniente de un 

ambiente dulceacuícola, tal como el pez Ancistrus brevifilis, y otra, de un ambiente 

marino-costero, como es el caso del crustáceo Emerita portoricensis, esto con el fin 

de evaluar algunos parámetros hematológicos, celulares e inmunológicos, con el 

propósito de determinar las alteraciones de estos parámetros frente a la exposición a 

una dosis subletal de un tóxico metálico, que en este caso, es el Cd y que a la vez, 

estos parámetros, puedan ser considerados como posibles biomarcadores de 

contaminación por Cd en ambos ambientes. 
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METODOLOGÍA 

 

Recolección de los ejemplares de Emerita portoricensis 

Se recolectaron de forma manual 120 ejemplares hembras adultas de E. portoricensis 

en la zona intermareal de la comunidad de San Luis, Cumaná, estado Sucre, (Lat. 10° 

44' N; Long. 64° 19' O.) (figura 1), los cuales fueron posteriormente trasladados en 

cavas con arena y agua de mar con aireadores, hasta el laboratorio de Fisiología 

Humana y de Peces de la Universidad de Oriente del núcleo de Sucre, ubicado en la 

antigua Escuela de Enfermería. En el mismo se realizaron tanto el ensayo de la 

concentración letal media (CL50), como el bioensayo de toxicidad subletal. 

 

Figura 1.- Zona de muestreo de los ejemplares de Emerita portoricensis. La flecha 

blanca con el punto rojo señala la localización donde se realizó el muestreo de los 

organismos.  

 

 

Recolección de los ejemplares de Ancistrus brevifilis  

Se utilizaron ejemplares juveniles de A. brevifilis; estos fueron colectados en el río 

Manzanares, sector Agua Santa (Lat 10° 34’ N; Long 64° 11’ S) en la carretera 

Cumaná-Cumanacoa, municipio Montes, estado Sucre (figura 2). Se utilizó como arte 

de pesca, chinchorros de malla de 0,50 cm de diámetro, 5,00 m de largo x 1,15 m de 
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alto aproximadamente. Una vez atrapados los peces, fueron transportados en bolsas 

plásticas negras selladas, conteniendo agua y oxígeno, hasta igualmente, el 

Laboratorio de Fisiología Humana y de Peces del núcleo de Sucre de la Universidad 

de Oriente. 

 

Figura 2.- Zona de muestreo de los ejemplares de Ancistrus brevifilis. La flecha 

blanca señala la localización de la colecta. 

 

 

Aclimatación de los ejemplares de Emerita portoricensis 

Los organismos fueron colocados en acuarios de vidrio de 27,00x27,00x15,00cm con 

una capacidad de 10,93 L, los cuales contenían 1 500 mL de agua de mar esterilizada 

y filtrada con papel Whatman 42 y 1 000 g de arena esterilizada, cada acuario tenía 

una cubierta plástica para evitar la pérdida de agua por evaporación y disponían de 

bombas de aireación y piedras difusoras. Las condiciones en el estudio fueron las 

siguientes: temperatura del agua se situó en 24,00 ± 2,00°C, fotoperíodo de 12/12 

horas, salinidad de 36,00 ± 2,00% y pH del agua de 7,00 ± 0,00; con un período de 

aclimatación de 7 días, tiempo durante el cual fueron alimentadas ad libitum una vez 

al día, con una suspensión de microalgas de Tetraselmis chuii y nauplios de Artemia 
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spp. (García et al., 2000), de igual forma se les hizo recambio diariamente del 80,00% 

de agua para disminuir los desechos metabólicos (Antón et al., 2005). 

Aclimatación de los ejemplares de Ancistrus brevifilis 

Una vez en el laboratorio, los peces fueron colocados (estando aun en las bolsas 

donde fueron transportados), en acuarios de vidrios de 60,00 L de capacidad, con 

dimensiones de 60,00cm de largo, 30,00cm de ancho x 40,00cm de altura, todos con 

agua, previamente aireada y sin cloro; los acuarios se cubrieron con bolsas negras 

para no alterar a los organismos, al cabo de 30 minutos, los organismos fueron 

sacados uno a uno de las bolsas de traslado con una malla para peces e introducidos 

directamente en el agua de los acuarios para dar inicio al periodo de aclimatación. El 

tiempo de aclimatación fue de siete días, tiempo durante el cual se realizó recambio 

del 80% del agua de los acuarios diariamente, manteniéndose con sistemas de 

aireación, compuestos por aireadores y piedras difusoras. Para prevenir infecciones 

fúngicas en los peces, se le agregó al agua 0,01 ml de solución de verde malaquita al 

3%. 

 

Toda la aclimatación se realizó con fotoperiodos de 12/12 horas; de igual forma se 

hizo un registro diario de la temperatura y del pH del agua, manteniéndose en 

24,00±1,00 °C y 6,90±0,45, respectivamente, mientras que la dureza total se mantuvo 

en 106,00 mg/dL. La alimentación de los peces se realizó ad libitum (todas las 

mañanas antes de hacer el recambio de agua), con alimento comercial en hojuelas 

para peces tropicales marca Kantal®
. Al finalizar el tiempo de aclimatación, los peces 

fueron considerados aptos para someterlos al bioensayo de toxicidad. 

 

Determinación del CL50 para Emerita portoricensis 

Debido a que no se le habían realizado estudios de toxicidad con Cd en estos 

organismos, se hizo necesario la realización de un ensayo para determinar la 

concentración letal media para Cd en esta especie. Para esto se utilizaron 5 beakers de 

120,00 mL, en cada uno se agregaron 147,00 g de arena estéril y agua de mar filtrada 
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y esterilizada, con su respectivo duplicado (10 envases, en total). En cada beaker se 

colocaron 6 organismos, los cuales fueron sometidos a concentraciones nominales 

ascendentes de 0,00 mg/L (control), 0,65 mg/L, 1,63 mg/L 4,09 mg/L y 10,24 mg/L 

de Cd. respectivamente, las cuales se estimaron mediante el método computarizado 

Probit descrito por Stephan et al. (1977), para determinar la concentración letal media 

(CL50), con un tiempo de exposición de 96 horas, contándose los organismos muertos 

en el transcurso del ensayo, obteniéndose como concentración letal media 3,21 mg/L 

de Cd para E. portoricensis. 

 

Ensayo de toxicidad subletal para E. portoricensis 

Luego de realizado el ensayo para el CL50, y partiendo de la concentración letal 

obtenida (3,21 mg/L de Cd), los organismos restantes fueron divididos en 3 grupos 

experimentales: un grupo control, al cual no se le agregó el Cd o acuario A 

(concentración 0,00 mg/L de Cd); de igual forma, se establecieron 2 grupos de 

organismos sometidos al tóxico. Estos grupos se dispusieron de la siguiente forma: un 

grupo expuestos a una concentración de 0,10 mg/L de Cd o acuario B y otro grupo, a 

una concentración de 1,00 mg/L de Cd o acuario C, 10 organismos por grupo, cada 

uno con su respectiva réplica (Anexo 1). Estableciéndose un tiempo de exposición de 

15 días, de igual forma, durante todo el bioensayo se mantuvieron las mismas 

condiciones físicas del período de aclimatación, siendo utilizado un sistema de 

ensayo semi-estático (Ramirez y Mendoza, 2008). Los organismos fueron 

alimentados diariamente, se realizó el recambio de 80,00% de agua de mar filtrada, 

mediante sifoneo, esto para disminuir los desechos tóxicos metabólicos, dónde por 

cada recambio se agregaron los volúmenes correspondientes de solución a cada 

acuario para mantener las concentraciones iniciales (Nusetti et al., 2004). 

 

Extracción de la muestra de hemolinfa E. portoricensis 

Luego de cumplido el lapso de exposición se procedió a la obtención de la muestra de 

hemolinfa. Se removieron con sumo cuidado los ejemplares de los acuarios, luego 
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fueron lavados rápida y con igual cuidado, con agua destilada y secados suavemente 

con papel absorbente. Se tomaron muestras de hemolinfa, aproximadamente 0,30–

0,40 mL por punción de la membrana artrodial en la base del primer par de 

pereópodos con una jeringa de hipodérmica, la hemolinfa extraída fue agregada a 

tubos Eppendorf que previamente contenían 5,00µL de anticoagulante EDTA al 10%, 

obtenida la muestra de hemolinfa, se procedió a realizar la determinación de los 

diferentes parámetros celulares e inmunológicos (Antón et al., 2005). 

 

Ensayo de toxicidad subletal para A. brevifilis 

Luego del periodo de aclimatación, se colocaron 16 peces de tallas y pesos similares 

(20,57±1,01 cm y 95,71±10,72 g respectivamente), todos repartidos en cuatro 

acuarios, divididos en dos grupos: expuestos y controles, con 4 organismos por 

acuario con su respectiva réplica. Partiendo de la CL50 determinada para A. brevifilis 

(11, 81 mg/L) por Velásquez-Vottelerd et al. (2015), se tomó una concentración 

subletal de Cd (0,10 mg/L), la cual fue depositada diariamente en los acuarios con los 

peces, con un tiempo de exposición de 15 días; de igual forma, se mantuvieron las 

mismas condiciones físicas y químicas del agua empleadas para la aclimatación para 

todos los acuarios, utilizándose un sistema de ensayo semi-estático [United States 

Environmental Protection Agency (USEPA), 1996]. Al final del periodo de 

exposición, se procedió a tomar las muestras para la determinación de los parámetros 

inmunológicos y sanguíneos (Apéndice 2).   

 

Toma de muestra sanguínea de A. brevifilis 

Para la obtención de las muestras, los organismos fueron colocados en agua fría a 10 

°C para que se adormecieran y luego se procedió a pesarlos y medirles la longitud 

estándar para seguidamente realizar la toma de las muestras sanguíneas. El pesaje de 

cada organismo fue realizado en una balanza analítica marca Ohaus (± 0,001g) y 

medida su longitud con un ictiómetro. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante 

cortes del pedúnculo caudal, con un bisturí, utilizando jeringas para insulina, las 
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cuales, fueron previamente y mediante aspirado, heparinizadas (heparina sódica: 1 

000 UI/mL) para que actuara como anticoagulante. Se cubrieron los ojos y las 

branquias del organismo con una toalla de papel empapada en agua fría para 

minimizar el estrés, de acuerdo con las Normas para la Utilización de Animales en 

Investigación del Fondo Nacional de Ciencia, Tecnología e Innovación (FONACYT, 

2007; Antón-Marín et al., 2015). Las muestras sanguíneas fueron a su vez colocadas 

en tubos Eppendorf con heparina, para su utilización en la obtención de los 

parámetros hematológicos e inmunológicos (Antón, 2014). 

 

Debido a que los objetivos que se perseguían en este estudio tenían que ver con el 

conocimiento acerca de las células presentes en la hemolinfa y en la sangre de los 

organismos de interés, y ya que no se habían hecho con anterioridad investigaciones 

donde se establecieran estos tipos celulares, ni en A. brevifilis ni en E. portoricensis, 

se consideró necesario realizar, previamente, la caracterización de los grupos 

celulares de ambos organismos, sin embargo, al no ser el objetivo de esta 

investigación, no se incluyeron en el mismo, solo se tomaron los resultados finales de 

la caracterización celular de los organismos de interés. 

 

Parámetros citológicos en la hemolinfa de E. portoricensis 

Diferenciación de hemocitos al fresco 

Con el propósito de observar las características morfológicas de los hemocitos y así 

poder establecer que tipos de hemocitos posee esta especie, se realizó la 

diferenciación celular. Para esto se colocaron 20,00 μL de hemolinfa recién tomada 

sobre una lámina portaobjetos limpia y desengrasada, luego se procedió a cubrir la 

muestra con una laminilla para así visualizarla al microscopio con el objetivo de 40X 

y de esta forma realizar la descripción morfológica de las células (Hose et al., 1992). 

 

Número total de hemocitos.  
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Para obtener el número total de células de la hemolinfa se utilizó el método de 

Riveros (1993), con una modificación. En un tubo de ensayo se colocaron 0,99 ml de 

agua de mar esterilizada y filtrada al cual se le añadió 10,00 μL de hemolinfa tomada 

de los tubos Eppendorf, se mezcló y se procedió a llenar la cámara de Neubauer, la 

misma fue colocada en cámara húmeda por 5 minutos, transcurrido este tiempo, se 

procedió a contar los hemocitos en los cuatro cuadrantes externos de la cámara a 

través del microscopio óptico, bajo el objetivo de 40X. Para obtener el número total 

de hemocitos por mm
3
 se utilizó la siguiente fórmula:  

 

Número de hemocitos/mm
3 

= hemocitos contados x 50 

 

Parámetros hematológicos de A. brevifilis 

Determinación del porcentaje de hematocrito 

Se utilizó el método del microhematocrito. Para esto, se llenaron con sangre tubos 

capilares de 75,00 mm de longitud x 12.00 mm de diámetro, se sellaron con 

plastilina, luego se sometieron a centrifugación durante 5 minutos a 10 000 rpm, en 

una microcentrífuga. Los tubos de los microhematocritos se leyeron en una tabla 

semilogarítmica elaborada para tal fin, los resultados se expresaron como porcentajes 

(Blaxhall y Daisley, 1973). 

 

Determinación de la concentración de hemoglobina  

La concentración de hemoglobina (Hb) en los peces se determinó utilizando el 

método de la cianometahemoglobina Para tal fin, se tomaron 20,00 μL de sangre, se 

colocaron en un tubo de ensayo que contenía 5 ml de reactivo de Drabkin y se dejó 

reposar durante cinco minutos; luego se procedió a determinar la absorbancia en un 

espectrofotómetro a 540 nm. El resultado se expresó en gramos de Hb por decilitro de 

sangre total (g/dL). Para la elaboración de la curva patrón se utilizó un estándar de Hb 

de 16.00 g/dL, a partir de este, se prepararon diluciones: 2,00; 4,00; 8,00; 12,00 y 

14,00 g/dL. Se obtuvieron las absorbancias de las seis concentraciones y se 
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graficaron, a partir de la cual se hallaron las concentraciones de las muestras de 

interés (Blaxhall y Daisley, 1973). 

 

Determinación del contaje total de las células sanguíneas (eritrocitos y leucocitos) 

El contaje de los eritrocitos, glóbulos rojos o hematíes se realizó en una cámara de 

Neubauer, para lo cual se mezclaron 10,00 µL sangre con 1,99 mL de solución de 

Dacie para peces, luego, con una pipeta se tomó de esta solución y se colocó en el 

borde de la cámara, hasta llenar el retículo de la misma, se dejó que los eritrocitos 

sedimentaran en cámara húmeda durante un minuto e inmediatamente se realizó el 

contaje de las células sanguíneas en un microscopio óptico con el objetivo de 40X. 

Los eritrocitos se contaron en 5 cuadrados pequeños del cuadrado central de la 

cámara. El resultado fue expresado en millones de eritrocitos por milímetros cúbicos 

de sangre (céls/mm
3
) utilizando para ello la formula siguiente (Blaxhall y Daisley, 

1973): 

 

Número de eritrocitos/mm
3 

= eritrocitos contados x 10 000 

 

El contaje de leucocitos o glóbulos blancos se realizó, de igual forma, con una cámara 

de Neubauer utilizando reactivo de Turk, para esto se mezclaron 20 µl sangre con 

0,38 ml de reactivo, los leucocitos fueron contados en los cuatro cuadrantes laterales 

específicos para estos y los mismos fueron expresados como miles de leucocitos por 

milímetros cúbicos de sangre (céls/mm
3
), utilizando para lograrlo, la fórmula que se 

expresa a continuación: 

 

Número de leucocitos/mm
3 

= leucocitos contados x 50 

 

Recuento diferencial de leucocitos 

Se realizó mediante contaje directo en un frotis sanguíneo, el cual fue previamente 

secado al aire y fijado con metanol absoluto durante cinco segundos, se utilizó la 
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coloración de Giemsa para peces modificado por Antón (2014); esto para realizar el 

reconocimiento, descripción, y caracterización morfológica parcial de las células 

blancas.  

 

Se fijó el extendido sanguíneo en metanol absoluto durante 2 segundos y se dejó 

secar rápidamente al aire. Posteriormente, se cubrió con el colorante Giemsa puro y 

se dejó actuar durante 4 minutos. A continuación, se le agregó igual cantidad de agua 

destilada tamponada, luego se procedió a soplar suavemente con una pipeta para 

mezclar el colorante y el agua hasta que apareciera una película verde metálica sobre 

la superficie de la muestra; enseguida se lavó bien con agua corriente (agua de 

chorro) y se secó al aire en posición vertical; posteriormente, se observó 

microscópicamente con objetivo de 100X para visualizar de forma más clara la 

morfología de las células. Se contaron 100 células y se expresaron en porcentajes 

según cada tipo celular. Los elementos celulares se identificaron utilizando criterios 

citológicos definidos por Correa-Negrete et al. (2009) para el blanquillo Sorubim 

cuspicaudus, por Salazar-Lugo et al. (2012) y por Antón (2014) para C. 

macropomum. 

 

Determinación de los índices hematimétricos 

Los índices hematimétricos relacionan los parámetros hematológicos (hemoglobina, 

hematocrito y número de hematíes), siendo útiles para comparar las condiciones 

fisiológicas de organismos sometidos a diferentes situaciones experimentales. Se 

emplearon las fórmulas matemáticas propuestas por Levinson y McFate (1964):  

 

Volumen corpuscular medio  

El volumen corpuscular medio (VCM) corresponde al tamaño de los eritrocitos, es 

decir, el volumen que tiene un eritrocito por término medio. Se expresó en fentolitros 

(fl) y se calculó a través de la siguiente fórmula:  
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VCM =
Hto x 10

Nº de glóbulos rojos
 

 

Hto: Hematocrito; G.R: Glóbulos rojos. 

Hemoglobina corpuscular media  

La hemoglobina corpuscular media (HCM) corresponde al contenido de la 

hemoglobina que, en promedio, hay en cada eritrocito, se expresó en picogramos (pg) 

y se calculó a través de la fórmula: 

 

HCM =
Hb x 10

Nº de glóbulos rojos
 

 

Hb: valor de la concentración de hemoglobina; G.R: número de glóbulos rojos. 

 

Concentración de hemoglobina corpuscular media  

La concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) se refiere al contenido 

medio o concentración de hemoglobina por unidad de volumen eritrocitario, se 

calculó mediante la fórmula: 

 

CHCM =
Hb x 100

Hto
 

 

Hb: valor de la concentración de hemoglobina; Hto: porcentaje de hematocrito. 

 

Determinación de los parámetros inmunológicos de E. portoricensis 

Viabilidad de los hemocitos  
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Para determinar la viabilidad de los hemocitos de E. portoricensis se realizó la 

técnica de exclusión del azul de tripano al 0,4%, modificada por Salazar-Lugo (1993). 

Este método se basa en el principio que las células viables (vivas) no captan ciertos 

colorantes, es decir, no permiten el paso del colorante al interior, mientras que las 

células no viables (muertas) si lo permiten, lo cual es una característica que ayuda a 

diferenciar unas de otras. 

En este procedimiento se mezclaron 20 μL de hemolinfa con un volumen igual de 

azul de tripano (Sigma-Aldrich®, INC. St. Louis, USA) al 0,4% en tubos Eppendorf, 

colocándose a 16 °C por 5 minutos. Posteriormente se colocaron 20 mL de la 

suspensión final en una lámina portaobjetos, seguido de una laminilla y se procedió a 

realizar el contaje de 100 células hemocitarias mediante microscopía de luz, a una 

magnificación de 40X. Se diferenciaron los hemocitos vivos de los muertos, ya que 

estas últimas tomaron una coloración azul, mientras que los vivos se observaron 

refringentes y carentes del colorante en su interior. La viabilidad se expresó como el 

porcentaje (%) de células vivas contadas, utilizándose para esto la fórmula abajo 

descrita (Antón, 2011). 

 

VIABILIDAD =
Número total de hemocitos vivos

Número total de hemocitos contados (vivos + muertos)
x 100 

 

Activación de la adherencia de los hemocitos de E. portoricensis a superficies.  

Para evidenciar la adherencia celular se utilizó la técnica descrita por Antón (2014), 

siendo modificada para células de E. portoricensis. Esta prueba fue realizada con la 

hemolinfa recién tomada, sin anticoagulante. Por cada organismo se prepararon 2 

láminas portaobjetos, perfectamente lavadas y desengrasadas con etanol al 96%. En 

cada lámina se depositaron, a cada lado de la misma, dos gotas de hemolinfa recién 

tomada. Cada una de las láminas portaobjetos fue colocada dentro de una placa de 

Petri provista de papel filtro grueso saturado con agua destilada estéril (cámara 
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húmeda), a temperatura ambiente durante 45 minutos. Pasado este tiempo se 

recuperaron los portaobjetos y se eliminó con un aplicador y con mucho cuidado, el 

coágulo formado, sin tocar o rayar la lámina, inmediatamente, para eliminar las 

células no adheridas, se procedió a lavar con buffer fosfato de sodio, pH: 7,5; gota a 

gota y con mucha suavidad. Se secó el exceso de líquido alrededor de los círculos y 

se cubrieron las preparaciones con safranina al 0,5%.  

Se procedió a colocarlas nuevamente en cámara húmeda a temperatura ambiente 

durante 30 minutos. Al cumplirse este lapso, las láminas fueron lavadas con buffer 

fosfato de sodio (gota a gota y con suavidad) y se dejaron secar al aire. Una vez secas, 

se les colocó una gota de aceite de inmersión en cada círculo y cada una se cubrió con 

una laminilla para ser observadas al microscopio óptico bajo objetivo de inmersión 

(100X). Se contaron 100 células por cada circulo, de lo cual se obtuvo un promedio, 

expresándose la adherencia en hemocitos por campo (Antón, 2014). 

 

Determinación de los parámetros inmunológicos de A. brevifilis 

Obtención de leucocitos polimorfonucleares de sangre periférica de A. brevifilis 

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) se obtuvieron por modificación de la 

técnica de Mamnur et al. (2002) y Rojas-Espinosa et al. (2024). Se tomaron 20 µL de 

sangre total, la cual fue homogeneizada con 1 mL de solución salina, suplementada 

con heparina 0,1%. La suspensión celular se centrifugó a 5 000 rpm por 5 minutos, se 

eliminó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 0,75 mL de buffer fosfato 

salino (PBS) 0,15M (pH:7,2), se centrifugó a 2 500 rpm por 5 minutos, el precipitado 

obtenido fue suspendido en cloruro de amonio (0,85%) frio, luego se procedió a dejar 

en refrigeración (4°C) por 1 hora; al término de este lapso, las células se 

centrifugaron a 2 500 rpm por 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el 

precipitado se lavó 3 veces con PBS frío con sus respectivas centrifugaciones (2 500 

rpm por 5 minutos). Al final, el sedimento se mezcló con 2 000 µL de solución salina 

fisiológica y suero bovino fetal y se conservó en tubos Eppendorf a 4°C hasta la 

realización de las pruebas de viabilidad y de adherencia. 
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Viabilidad celular de los leucocitos  

Aquí, los leucocitos se colorearon con una solución de azul de tripano (Sigma-

Aldrich, INC. St. Louis, USA) al 0,4%. La solución preparada se filtró en papel 

Watman # 3, se conservó en frasco ámbar y bajo refrigeración. Se mezclaron 50 µL 

de solución de azul de tripano con 50 µL de la suspensión de leucocitos, se agitó 

durante 20 segundos y luego, con la mezcla, se llenó una cámara de Neubauer para 

proceder efectuar el contaje de las células PMN. Éste se realizó de la misma manera 

que normalmente se cuentan los leucocitos en la cámara, es decir, contando en los 

cuatro cuadrantes secundarios periféricos. El contaje se realizó con objetivo de 40X. 

 

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad mediante la cuantificación de 100 células; de 

ese número de células se determinó cuántas estaban vivas. Las células vivas se 

observaron refringentes, mientras que las muertas tomaron una coloración azul claro. 

Los resultados obtenidos se expresaron en porcentajes de células vivas, utilizando 

para ello la misma ecuación usada para determinar la viabilidad de los hemocitos de 

E. portoricensis. 

 

Adherencia a superficies de leucocitos polimorfonucleares 

Para determinar la adherencia de los PMN se utilizó la técnica de Rojas-Espinosa y 

Arce-Paredes (2004), modificada por Antón (2014) para células de peces. Por cada 

organismo se prepararon 2 portaobjetos de vidrio perfectamente lavados con jabón y 

desengrasados con etanol al 96%. Se marcaron en cada portaobjetos con lápiz graso, 

2 círculos equidistantes: 1 y 2, de aproximadamente 1 cm diámetro. Luego se 

depositó una gota de suspensión de células en el centro de cada círculo dibujado en el 

portaobjetos. Se colocó cada portaobjetos dentro de una caja de Petri y se cubrió la 

caja con su tapa provista de papel filtro grueso saturado con agua (cámara húmeda). 

Se procedió a incubar las cajas a 37ºC durante 30 minutos y se recuperaron los 

portaobjetos, seguidamente se eliminaron las células no adheridas mediante lavado 



 

29 

con PBS pH 7,2 (gota a gota con mucha suavidad). Se secó el líquido alrededor de los 

círculos con papel absorbente y de manera rápida, para evitar que las preparaciones 

celulares se secaran. 

 

Se cubrieron las preparaciones con safranina al 5% para luego se incubaron a 

temperatura ambiente por 10 minutos, después de transcurrido ese tiempo se 

recuperaron los portaobjetos, se lavaron con agua corriente, en jarra de Copling, para 

eliminar el exceso de colorante y se dejaron secar al aire. Se montaron las 

preparaciones entre porta y cubreobjetos y, por último, se observaron al microscopio 

con objetivo de 100X. 

 

Se contaron las células adheridas en cada círculo, por cada uno de ellos, se contaron 

50 campos y se obtuvo un promedio de los dos círculos, los resultados se expresaron 

en células adheridas por campo. 

 

Análisis de los resultados  

Los resultados obtenidos fueron sometidos al análisis estadístico t-Student, esto con la 

finalidad de determinar si existen diferencias en los diferentes parámetros evaluados 

entre el grupo de organismos expuestos al tóxico versus los parámetros evaluados en 

el grupo control de cada una de las especies, de igual forma los mismos fueron 

expresados en medias con sus respectivas desviaciones estándar (X̅±SD) y se 

presentaron en tablas, utilizándose, para la realización del análisis estadístico, el 

programa Excel de Microsoft 365 en ambiente Windows, utilizándose para la toma de 

decisiones, un nivel de significancia del 95%, (Zar, 1996).  
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RESULTADOS Y DISCUSION 

 

Con el propósito de hacer más entendibles los resultados, se iniciará con los 

obtenidos del bioensayo de E. portoricensis y posteriormente con los de A. brevifilis. 

 

Parámetros hemocitarios e inmunológicos del crustáceo E. portoricensis. 

En el crustáceo E. portoricensis se lograron identificar cuatro tipos de células en 

fresco de acuerdo con la forma y la presencia de granulaciones citoplasmáticas, 

siendo estos hemocitos granulosos (figura 3A), hemocitos semigranulosos (figura 

3B), hemocitos hialinos (figura 4A) y hemocitos semigranulosos ahusados (figura 

4B). 

 

Figura 3. (A) Célula granulosa (hemocito granuloso) y (B) Célula semigranulosa 

(hemocito semigranuloso) en hemolinfa de ejemplares controles de E. portoricensis 

observadas en fresco bajo microscopio óptico. Ambas células señaladas con una 

flecha. Aumento: 40X 
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Figura 4. (A) Célula hialina (hemocito hialino) y (B). Célula semigranulosa ahusada 

(hemocito semigranuloso ahusado) en hemolinfa de ejemplares controles de E. 

portoricensis observadas en fresco bajo microscopio óptico. Las flechas punteadas 

señalan las proyecciones citoplasmáticas de la célula. Aumento: 40X 

  

 

Tras observar las células de los organismos expuestos a las diferentes concentraciones 

de Cd fue posible notar que todas las células presentaron deterioro y aparente 

fragilidad en la membrana celular.  

 

Hemocitos de organismos de E. portoricensis expuestos a 0,10 mg/L de Cd 

En los organismos expuestos a 0,10 mg/L de Cd (figura 5) se pudo observar como la 

membrana celular de todas las células identificadas, adquieren una forma irregular, 

empezando a notarse interrupción en la continuidad de esta, siendo menos definida 

que las observadas en los organismos del grupo control. Así mismo, fue posible notar 

la presencia de proyecciones en la membrana citoplasmática. 

 

A pesar del deterioro observado entre las diferentes células, estas se lograban 

distinguir por la abundante presencia de gránulos en el núcleo y el citoplasma, como 
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es el caso de la célula granulosa (figura 5A). De igual manera las células 

semigranulosas, se distinguen por las granulaciones refringentes, que se encuentran 

en menor cantidad y están dispuestas hacia la periferia del citoplasma (figura 5B); sin 

embargo las células hialinas a pesar  que su forma se observa distorsionada, se 

diferencia claramente por la ausencia de granulaciones y por su núcleo grande, 

redondeado y centrado (figura 5C) y en cuanto a las células semigranulosas ahusadas 

presentan deterioro en su forma, no obstante se observan sus extremos alargados y la 

presencia de las granulaciones refringentes en el citoplasmas hacia la periferia (figura 

5D). 

 

Figura 5. Hemocitos de ejemplares de E. portoricensis expuestos a 0,10 mg/L de Cd, 

observados al fresco bajo microscopio óptico. (A) célula granulosa; (B) célula 

semigranulosa; (C) célula hialina; (D) célula semigranulosa ahusada. Aumento: 40X. 

 

 

Hemocitos de organismos de E. portoricensis expuestos a 1,00 mg/L de Cd. 

La figura 6 muestra los diferentes tipos de hemocitos de E. portoricensis expuestos a 

1,00 mg/L de Cd. Cuando se observan los diferentes tipos de hemocitos provenientes 

de los ejemplares de expuestos a 1,00 mg/L de Cd, se puede notar que el deterioro de 

la membrana celular es más evidente, es decir, es mayor al observado en las células 

de los organismos expuestos a 0,10 mg/L de Cd , ya que puede apreciarse que las 

células han perdido parte de su morfología, se observa deformación de las mismas; 

además es posible notar en muchas de las células expuestas, ruptura de la membrana 

celular con liberación del contenido citoplasmático hacia el exterior, figura (D). 
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Figura 6. Hemocitos de E. portoricensis expuestos a 1,00 mg/l de Cd, observados al 

fresco bajo microscopio óptico (A) célula granulosa, (B) célula semigranulosa, (C) 

célula hialina y (D) célula semigranulosa ahusada. Aumento: 40X 

 

 

Un estudio realizado por Zapor (2014), indica que el Cd causa daño, en primera 

instancia, sobre la membrana celular reduciendo su permeabilidad para inhibir la 

actividad metabólica de las mitocondrias y luego causa trastornos metabólicos. Es 

notable que a mayor concentración (1,00 mg/L de Cd) del metal, el daño causado a la 

membrana celular de los hemocitos es significativamente más evidente. Por otra 

parte, se considera que las mitocondrias como estructura, son el principal objetivo de 

acción del Cd a nivel subcelular; de igual forma se ha confirmado que el Cd afecta las 

funciones de las mitocondrias, tanto in vivo (Belyaeva et al., 2002) como in vitro 

(Pourahmad y Brien, 2000), siendo quizás esta la razón por la cual se observa el 

deterioro de las células expuestas. Así mismo se piensa que el Cd promueve la 

apoptosis, lo que también pudiera explicar los hallazgos obtenidos en esta 

investigación (Fernández et al., 2003; Giaginis et al., 2006; Johri et al., 2010). 

 

Los organismos expuestos a concentraciones de 0,10 mg/L y a 1,00 mg/L de Cd 

presentaron diferentes alteraciones en los tipos celulares, puesto que en la menor 

concentración se evidenciaron alteraciones a nivel de la membrana celular mientras 

que en la mayor concentración empleada, causó la ruptura parcial de la membrana y 
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deformación de las células, siendo esto indicativo que el Cd tiene una alta toxicidad a 

nivel de las células hemocitarias en la especie E. portoricensis. 

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigación, se puede apreciar que 

el efecto tóxico ocasionado por el Cd a las células de la hemolinfa del crustáceo 

evaluado, en sí mismo, es dosis dependiente, además de ser considerablemente 

perjudicial, y que dichos efectos, tienen influencia sobre la integridad de los diversos 

tipos de células hallados en la hemolinfa de la especie E. portoricensis, alterando su 

citoarquitectura, y por ende afectando invariablemente, su eficacia funcional. 

 

Número total de hemocitos de ejemplares de E. portoricensis expuestos a 

concentraciones subletales de Cd. 

En la tabla 1 se muestra el número total de hemocitos (hemocitos/mm
3
) en la 

hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario 

B (expuestos a 0,10 mg/L de Cd). 

 

Tabla 2. Resumen del análisis t-Student aplicado al número total de hemocitos 

(hemocitos/mm
3
) en la hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A 

(grupo control) y acuario B (expuestos a 0,10 mg/L de Cd) 

Acuarios n �̅�± DS (hemocitos/mm
3
) p 

A (Control) 10 1812,50±66,14 
2,49E-07* 

B (0,10 mg/L de Cd)) 10 3017,50±68,13 

n: muestra;  X̅: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas. 

 

Con relación al contaje celular, en los organismos provenientes del acuario A 

(control) se obtuvo un promedio de número total de hemocitos de 1812,50 ± 66,14 

células/mm
3
, mientras que en los organismos pertenecientes al acuario B (0,10 mg/l 

de Cd), el número total de hemocitos fue de 3017,50 ± 68,13 hemocitos/mm
3
, 

encontrándose diferencias significativas (p<0,05). 
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La tabla 2, por su parte, muestra el número total de hemocitos (células/mm
3
) en la 

hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario 

C (1,00 mg/L de Cd). El estadístico utilizado arrojó diferencias significativas entre 

ellos (p<0,05), mientras que por su parte, en la tabla 3, se señala el número total de 

hemocitos (células/mm3) en la hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis entre los 

ejemplares pertenecientes al acuario B (expuesto a 0,10 mg/L de Cd) y los del acuario 

C (expuestos a 1,00 mg/L de Cd), en donde se puede apreciar que existen diferencias 

significativas (p<0,05) con respecto al contaje de hemocitos en la hemolinfa entre los 

ejemplares expuestos de ambos acuarios. 

  

Tabla 3. Resumen del análisis estadístico t-Student aplicado al número total de 

hemocitos (células/mm
3
) en la hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del 

acuario A (grupo control) y acuario C (expuestos a 1,00 mg/L de Cd) 

Acuarios   n �̅�±DS (hemocitos/mm
3
) p 

 A (Control) 10 1812,50±66,14 
0,000332* 

      C (1,00 mg/L de Cd) 10 1301,25±16,52 

n: muestra;  X̅: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas. 

 

Tabla 4. Resumen del análisis estadístico t-Student aplicado al número total de 

hemocitos (células/mm
3
) en la hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del 

acuario B (expuesto a 0,10 mg/L de Cd) y acuario C (expuestos a 1,00 mg/L de Cd) 

Acuarios n �̅� ± 𝐃𝐒 

(hemocitos/mm
3
) 

p 

B (0,10 mg/L de Cd) 10 3017,50±68,13 
6,65E-06* 

C (1,00 mg/L de Cd) 10 1301,25±16,52 

n: muestra;  X̅: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas. 

 

Las diferencias encontradas tras comparar el recuento de los hemocitos en todos los 

acuarios, muestra que, a mayor concentración, mayor es la disminución en el contaje 
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celular. Costa et al. (2009), obtuvieron variabilidad en el recuento hemocitario 

causada por exposición a contaminantes tóxicos. Lacerda et al. (2006) sugieren que el 

Cd tiene un efecto negativo sobre los crustáceos, puesto que puede afectar varios 

procesos fisiológicos y metabólicos, lo que ocurre cuando los organismos expuestos 

no pueden regular las concentraciones internas del tóxico y se ven rebasadas sus 

estrategias de desintoxicación y de almacenamiento en formas menos tóxicas.  

 

Al realizar el contaje total de hemocitos de los organismos se puede apreciar que a la 

menor concentración utilizada del metal (0,10 mg/L de Cd) se observa un aumento de 

hemocitos en comparación con los valores hallados en los organismos no expuestos o 

grupo control (acuario A), atribuyéndose éste a uno de los efectos tóxicos del metal. 

Este aumento quizás es una respuesta del organismo ante el tóxico, posiblemente, con 

el propósito de contrarrestar los potenciales efectos dañinos del Cd sobre la viabilidad 

del organismo E. portoricensis (Frías-Espericueta et al., 2011). 

 

Por el contrario, al comparar los resultados obtenidos en los organismos expuestos a 

una concentración mayor (1,00 mg/l de Cd) con respecto a los de los organismos 

provenientes del grupo control, se evidencia una disminución de hemocitos en los 

ejemplares expuestos (tabla 3). La disminución de los hemocitos ante la 

concentración más alta del metal se puede entender como uno de los efectos 

subletales del contaminante, ya que entre los mismos se ven alteradas algunas 

reacciones bioquímicas de naturaleza enzimática, lo cual conlleva a que se afecten 

algunos organelos celulares y por lo tanto generar alteraciones a nivel histológico y/o 

a nivel de procesos fisiológicos. Entre las reacciones bioquímicas/enzimáticas 

afectadas se encuentra el daño a mitocondrias, ADN y ribosomas, al respecto, Frías-

Espericueta et al. (2011) indican que metales como cobre, cadmio y níquel tienen 

potencial genotóxico. 

 

Autores indican que la disminución del recuento de hemocitos (hemocitopenia) puede 
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ser generada por apoptosis de los hemocitos. La apoptosis o muerte celular es una de 

las acciones citotóxicas del Cd en diversos organismos, siendo parte del efecto tóxico 

que éste le produce al sistema hematológico de los animales (Zhukalin et al., 2007; 

De Frías et al., 2018). 

Debido al daño oxidativo que genera el Cd, ocurren modificaciones del ADN (). Una 

vez en la célula, el Cd presenta citotoxicidad al inhibir el proceso de reparación del 

ADN, la proliferación celular y las funciones supresoras de tumores, y provoca estrés 

oxidativo. Además, el Cd inactiva la proteína supresora de tumores p53, que es 

importante para la detención del ciclo celular (para evitar que la inestabilidad que se 

encuentra en el genoma se trasmita a las generaciones venideras) y la regulación de la 

apoptosis, se encuentra en el núcleo de las células y ayuda a controlar la división y 

destrucción de las células. evitando el desarrollo de cáncer. La vía de p53 se conoce 

como una red de intercomunicación de genes y proteínas que responde a diversas 

señales de estrés, bien sean intrínsecas o extrínsecas, que puede afectar a la 

replicación del ADN y la división celular. El Cd tiene la propiedad de inactivar la vía 

p53, induciendo así daño al ADN e inhibiendo la reparación del mismo (Fernández et 

al., 2003; Harris y Levine, 2005; Aimola et al., 2012; Kim et al., 2020).  

 

Al comparar los grupos expuestos B (0,10 mg/L) y C (1,00 mg/L) de Cd, es evidente 

que se ocurre una disminución en la producción de hemocitos debido, muy 

posiblemente, al aumento de la concentración del tóxico, indicando que el organismo 

a menor concentración de Cd, genera una respuesta inmune adecuada aumentando la 

producción celular; sin embargo, al encontrarse expuesto a mayores concentraciones 

del contaminante, el daño celular es quizás, irreparable, lo cual induce a la muerte 

celular, provocando de esta manera el descenso evidente del contaje hemocitario 

(Harris y Levine, 2005; Frías-Espericueta et al., 2011). 
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El contaje total de hemocitos de los ejemplares de E. portoricensis presentó 

diferencias significativas por la exposición al Cd. Éste a la concentración de 0,10 

mg/l del metal, provocó un aumento de hemocitos mientras que a 1,00 mg/L, generó 

un descenso, lo cual es característico del Cd, producir perturbaciones en la 

producción celular de los invertebrados, pues se han determinado que este metal es 

uno de los tóxicos que más variaciones significativas causa en la producción de 

hemocitos (Coles et al., 1995; Le et al., 2017). 

 

Parámetros celulares 

Viabilidad celular 

La tabla 4 muestra la viabilidad celular de los hemocitos de ejemplares de E. 

portoricensis del grupo control (acuario A) y del grupo expuesto a 0,10 mg/L de Cd 

(acuario B), presentando valores de 70,00±8,58% y de 60,50±10,47% de células 

vivas, respectivamente; el estadístico no demostró diferencias significativas (p>0,05) 

entre las medias obtenidas, lo que evidencia que las medias de ambos grupos, con 

respecto al parámetro evaluado, se comportan de la misma manera, indicando que, al 

parecer el tóxico, a esta concentración, no afecta de forma significativa la viabilidad 

de las células estudiadas. 

 

Tabla 4. Resumen del análisis t-Student aplicado a la viabilidad celular de hemocitos 

en hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y 

acuario B (expuestos a 0,10 mg/L de Cd). 

Acuario N Viabilidad (%) (�̅� ± 𝐃𝐒) p 

A 10 

10 

70,00±8,58 
0,233801NS 

B 60,50±10,47 

n: muestra; �̅�: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; %: porcentaje de células 

vivas; NS: no hay diferencias significativas. 

 



 

39 

En la tabla 5 se observa el porcentaje de viabilidad de las células de la hemolinfa de 

E. portoricensis del grupo control y del grupo expuesto a 1,00 mg/L de Cd, en donde 

se muestran valores de 70,00±8,58% y de 53,50±7,94% de células vivas, 

respectivamente, el estadístico t-Student demostró que existen diferencias 

significativas (p<0,05) entre ambos grupos.  

Tabla 5. Resumen del t-Student aplicado a la viabilidad celular de hemocitos en 

hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario 

C (expuestos a 1,00 mg/L de Cd) 

Acuario N Viabilidad (%) (X̅ ± DS)    p 

A 10 

10 

70,00±8,58 0,034068* 

C                   53,50±7,94 
n: muestra; �̅�: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; %: porcentaje de células 

vivas; NS: no hay diferencias significativas 

 

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos con respecto a la viabilidad celular de los 

organismos expuestos a Cd: acuario B (0,10 mg/L de Cd) y acuario C (1,00 mg/L de 

Cd), arrojando promedios de 60,50±10,47% y de 53,50±7,94% de células vivas, 

respectivamente. El estadístico utilizado no encontró diferencias significativas 

(p>0,05). 

 

Tabla 6. Resumen del análisis t-Student aplicado a la viabilidad de hemocitos en 

hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario B (expuestos a 0,10 mg/L de 

Cd) y acuario C (expuestos a 1,00 mg/L de Cd) 

Acuario N Viabilidad (%) (X̅ ± DS) p 

B 10 

10 

60,50±10,47 
0,330511NS 

C 53,50±7,94 
n: muestra; �̅�: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; %: porcentaje de células 

vivas; NS: no hay diferencias significativas 

 

La viabilidad de las células estudiadas presentó solo diferencias en los grupos 

pertenecientes al acuario A y C (tabla 5), en el acuario control se registró una 

viabilidad de 70,00%, cercano al encontrado por Naranjo (2012), el cual presenta una 

viabilidad de 75,00% en Litopenaeus vannamei, sin embargo, no se obtuvo 

variaciones tras la exposición a Cd, caso contrario ocurrido con los resultados 
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obtenidos en E. portoricensis, que al someterse a 0,10 mg/L de Cd, no existió 

significancia, sin embargo, disminuye significativamente al exponerse el organismo a 

1,00 mg/l de Cd con respecto al grupo control, lo que evidentemente demuestra que el 

Cd, a la concentración evaluada (1,00 mg/L) y en ese lapso de tiempo, afecta la 

viabilidad celular. 

En resultados obtenidos por Yang et al. (2003), quienes evaluaron la viabilidad de 

células de Leydig expuestas a variadas dosis de Cd, obtuvieron diferencias 

significativas con respecto al control, en donde la viabilidad de las células en los 

grupos expuestos a mayores concentraciones de Cd fue significativamente menor que 

en los grupos expuestos a menores concentraciones. Al respecto, los estudios 

realizados por Zhukalin et al. (2007), afirman que el Cd tiene un efecto negativo 

sobre la viabilidad, dependiendo de la dosis que sea aplicada, mostrada por los 

autores mediante la disminución de la viabilidad de tres líneas celulares tras 

exponerlas a concentraciones crecientes de Cd; de igual forma, Marcano et al. (2009) 

también encontraron reducciones significativas de la viabilidad celular en 2 especies 

de microalgas y que estas disminuciones eran más evidentes a medida que la 

concentración del metal aumentaba. 

 

La viabilidad de las células de la hemolinfa de los ejemplares controles de E. 

portoricensis se podría considerar baja si se compara con otras especies u otro tipo de 

células, las cuales superan el 80,00% de viabilidad (Antón, 2014; Ravindran et al., 

2017), lo cual indica que posiblemente las células de este organismo son más frágiles, 

tal vez debido a que son más susceptibles a la manipulación o a cualquier otro agente 

estresor. Con respecto a la exposición al Cd, la viabilidad celular presentó variaciones 

significativas, puesto que esta disminuyó gradualmente al aumentar la concentración 

de 0,1 mg/L a 1,00 mg/L de Cd, siendo esto, una de las consecuencias de la 

exposición a este tóxico, haciéndose evidente que el metal, en base a estos resultados, 

quizás pudiera generar un desequilibrio en la respuesta inmunológica, así como la 
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alteración estructural de los linajes de las células de la hemolinfa de E. portoricensis 

(Núñez y Fernández, 2011; Geethanjali et al., 2017). 

 

Adherencia celular 

Se muestra en la tabla 7 el resumen de la prueba estadística t-Student aplicada a la 

adherencia celular de los hemocitos del organismo E. portoricensis en el grupo 

control (acuario A) y grupo expuesto a 0,10 mg/L de Cd (acuario B), encontrándose 

diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos comparados. La tabla 8, 

refleja el resumen de la prueba estadística realizada a la adherencia celular de los 

organismos del acuario A (control) en comparación con la adherencia celular 

obtenida en el grupo de organismos de E. portoricensis expuestos a 1,00 mg/L de Cd 

(acuario C), observándose diferencias significativas entre ambos grupos (p<0,05). 

 

Tabla 7. Resumen de la prueba estadística t-Student aplicada a la adherencia celular 

de los hemocitos de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario B 

(expuestos a 0,10 mg/l de Cd) 

 

Acuario 

 

N 

Adherencia 

(Células/campo) (X̅ ± DS) 
p 

A 10 

10 

16,00±0,96 
5,43E-05* 

B 2,00±1,71 
n: muestra; X̅:media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas 

 

Tabla 8. Resumen del análisis t-Student aplicado a la adherencia a la superficie de los 

hemocitos de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario C (expuestos a 

1,00 mg/L de Cd) 

Acuario 
 

n 

Adherencia 

(Células/campo) (X̅ ± DS) 
p 

A 10 

10 

16,00±0,96 
0,000408* 

C 6,00±1,91 

n: muestra; X̅: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas 

 

Así mismo, la tabla 9 muestra los resultados obtenidos con respecto a la adherencia 

de los hemocitos de los organismos expuestos a Cd, reflejando el análisis estadístico 
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realizado a los hemocitos pertenecientes al grupo de organismos procedentes del 

acuario B (0,10 mg/L de Cd) y acuario C (1,00 mg/L de Cd), mostrando diferencias 

significativas (p<0,05). 

 

 

Tabla 9. Resumen del análisis t-Student aplicado a la adherencia de los hemocitos de 

E. portoricensis del acuario B (expuestos a 0,10 mg/l de Cd) y acuario C (expuestos a 

1,00 mg/l de Cd) 

 

   Acuario 

 

  N 

Adherencia 
(Células/campo)  

(X̅ ± DS) 

p 

B   10 

  10   

2,00±1,71 
0,044981* 

C 6,00±1,91 

n: muestra; �̅�: media; DS: desviación estándar; p: distribución estándar; *: diferencias significativas. 

 

Zhukalin et al. (2007) refieren que luego de exponer a una línea celular similar a los 

osteoblastos humanos a Cd, se observa que la adherencia celular es mayor tras 

aumentar la concentración de exposición. En esta investigación, por el contrario, los 

resultados muestran una disminución clara de la adherencia celular en las células 

provenientes de organismos expuestos con respecto a las células provenientes del 

grupo control, lo que se traduce en una pérdida de la adherencia celular de los 

hemocitos expuestos a las diversas concentraciones evaluadas. Lo que significa que 

efectivamente el Cd tiene la capacidad de ocasionar una pérdida representativa de la 

adherencia celular en los hemocitos de E. portoricensis. 

 

Los compuestos del Cd pueden generar daño oxidativo sobre las células dado por el 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), esta producción de 

ROS es generada por la degradación de metalotioneinas en los endosomas, liberando 

el Cd libre al citosol. El daño oxidativo provoca modificaciones en el ADN, así como 

daño en las proteínas de membrana, necrosis y apoptosis celular. De igual manera, en 

animales vertebrados, el Cd se encuentra involucrado en la ruptura del complejo E-
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caderina/ß-catenina, estas son proteínas encargadas de la adhesión celular (Fernández 

et al., 2003; Johri et al., 2010; Urquiza y Carezzano, 2013), lo cual pudiera ayudar a 

explicar la disminución significativa que se obtuvo en la adhesión celular hemocitaria 

en los organismos expuestos a Cd, así mismo, estudios realizados por Dong et al. 

(2009) muestran que el Cd causa disfunción endotelial con relación a la función de 

las integrinas, este hallazgo es importante ya que relaciona el efecto del Cd sobre la 

estructura y función de una proteína crucial en el proceso de adherencia y por tanto en 

el proceso de fagocitosis.  

 

Aparentemente, la especie E. portoricensis, al ser expuesta a las concentraciones de 

Cd utilizadas en esta investigación, evidencia disminución notoria de las propiedades 

de adherencia de sus células hemocitarias, comprometiendo de esta manera una de las 

reacciones inmunológicas fundamentales para el mantenimiento de la integridad 

biológica de los organismos, como lo es la fagocitosis, ya que la adherencia es 

primordial para que el sistema inmunológico pueda armar, de forma exitosa, uno de 

los mecanismos primordiales de la respuesta inmune de este tipo de organismos 

(Rowley y Powell, 2007), la incapacidad de poder combatir cualquier agente extraño 

o patógeno al que pudiera enfrentarse, le generará un sistema inmunocomprometido 

por la exposición al Cd, aunado a que este metal, afecta tanto el número total de 

células como la estructura de estas, siendo así mismo,  productor principal de estrés 

oxidativo (Núñez y Fernández, 2011; Ortega et al., 2022), además de ser un metal 

capaz de causar daño significativo sobre la estructura molecular del colágeno, 

molécula fundamental en la composición de las membranas biológicas (Wright y 

Heggland, 2014).  

 

Es también importante resaltar que estos resultados (adherencia y viabilidad), tienen 

relación con la morfología y citoarquitectura de la célula; el hecho que las células 

expuestas presenten anormalidades en su membrana celular, da cuenta del efecto del 

Cd sobre las mismas, y esto se interrelaciona con los parámetros de viabilidad y 
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adherencia, ya que una célula con anormalidades, en una estructura tan fundamental 

para su integridad biológica como la membrana, por razones lógicas, no puede 

cumplir a cabalidad con sus funciones normales, así mismo, su tiempo de vida se 

acorta (Ghiasi et al., 2010; Rowley y Powell, 2007; Wright, y Heggland, 2014), lo 

que se refleja en los hallazgos encontrados en la presente investigación. De igual 

manera, considerando que la adherencia es un mecanismo que forma parte 

fundamental de la respuesta inmune, y que depende de la exacta conformación del 

citoesqueleto, la cual a su vez depende en gran medida de la presencia de iones Ca
2+

, 

y siendo el Cd un metal que afecta el metabolismo de este ion (Tvermoes et al., 

2011), es muy probable que quizás el metal está actuando en las células de la 

hemolinfa, reflejándose directa y/o indirectamente, sobre estos parámetros estudiados.  

 

Todo lo anteriormente presentado, muestra unas condiciones donde se evidencian las 

consecuencias de la exposición al Cd. En la presente investigación fue posible 

observar, directa e indirectamente, las diferentes inducciones que ocasiona el Cd a 

diversos niveles (funcional, celular y morfológico), sobre algunos parámetros 

inmunes, así como sobre los componentes celulares hematológicos de E. 

portoricensis cuando es expuesto de forma crónica a una dosis subletal de Cd, lo que 

ejemplifica lo afirmado acerca de la complejidad del modelo de acción del Cd, ya que 

muchas rutas y procesos están, por lo general, sumamente involucrados e 

interrelacionados (Antón, 2014). 

 

Todos estos resultados permiten inferir que las concentraciones de Cd utilizadas en 

esta investigación para el crustáceo E. portoricensis, ocasionan alteraciones evidentes 

en los parámetros hematológicos e inmunológicos evaluados, lo que causaría muy 

probablemente, comprometimiento de la respuesta inmune innata celular de estos 

organismos. 

 

B) Resultados de los parámetros hematológicos y celulares del pez A. brevifilis 
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Descripción morfológica parcial de las células leucocitarias de A. brevifilis 

Debido a que, hasta la fecha, no se había realizado la descripción de las células 

blancas de esta especie, se consideró necesario hacer esta definición parcial de las 

mismas ya que de esta manera se pudo dar una mejor idea del efecto del metal sobre 

ellas, complementando así, los hallazgos obtenidos.  

 

En este estudio, la descripción parcial de la morfología de los glóbulos blancos 

permitió identificar cuatro (4) tipos de células diferentes (figura 7), las cuales se 

clasificaron como células granulocíticas de tipo neutrófilo (A) y basófilas (B); 

adicionalmente, se identificaron células semejantes a los linfocitos (células 

linfocíticas) (C) y células semejantes a los monocitos (D). 

 

Figura 7. Frotis con coloración de Giemsa proveniente de ejemplares controles de A. 

brevifilis. Las flechas negras sólidas largas señalan los tipos leucocitarios, la flecha 

sólida corta gruesa señala un eritrocito y la flecha negra punteada un trombocito. (A): 

célula granulocítica de tipo neutrófilo; (B): célula granulocítica de tipo basófila; (C): 

la flecha señala una célula linfocítica; (D): célula monocítica. Aumento 100X. 
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Morfología general de los leucocitos de ejemplares de A. brevifilis expuestos a 

0,1mg/L de Cd. 

La figura 8 muestra imágenes de leucocitos provenientes de ejemplares de A. 

brevifilis expuestos a 0,1 mg/L de Cd. 

 

Figura 8. Leucocitos provenientes de ejemplares de A. brevifilis expuestos a 0,1 mg/L 

de Cd. (A) y (B): células del tipo neutrófilo: se distinguen perturbaciones de la 

membrana citoplasmática; (C) y (D): células linfocíticas, las flechas señalan 

proyecciones citoplasmáticas; (E): célula monocítica; (F): célula con protuberancias o 

vesículas en la membrana citoplasmática (flechas continuas), las flechas discontinuas 



 

47 

señalan las estructuras semejantes a gemaciones. Coloración: Giemsa. Aumento: 

100X 

 

En la figura 8 es posible notar que las células, en comparación con las células 

controles, presentan una serie de anormalidades, siendo una de las más resaltantes, la 

pérdida de continuidad de la membrana celular (figura 8A y 8B), así como la 

presencia de abundantes proyecciones citoplasmáticas en las células del tipo linfocito 

y monocítica (figura 8C, 8D y 8E), además de la presencia de unas células con unas 

características distintivas (figura 8F), las cuales, exhiben unas estructuras en la 

superficie de la célula en forma de gemaciones o burbujas. Resultados semejantes a 

estos fueron hallados por Antón (2014) en glóbulos blancos provenientes de 
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pronefros de ejemplares de C. macropomum expuestos a Cd, atribuyendo este 

hallazgo, en términos generales, a la acción que tiene el Cd sobre algunas proteínas 

de unión de membrana, como las integrinas y cadherinas.  

 

Lo observado en esta investigación con respecto a los leucocitos de los organismos 

expuestos, pudiera también atribuirse al efecto directo del Cd sobre las proteínas de 

unión. Las caderinas e integrinas son glicoproteínas transmembrana, dependientes del 

calcio (Ca), las mismas, son responsables de las uniones célula-célula y cuya función 

es mantener la integridad y estabilidad de los tejidos. Para que las caderinas cumplan 

su papel correctamente requieren interaccionar con los filamentos de actina del 

citoesqueleto y esta interacción se da a través de unas proteínas citosólicas llamadas 

cateninas, siendo este complejo (caderina/catenina), responsable de la estabilidad 

celular (Takeichi 1990; Hajra y Fearon, 2002; Cavey y Lecuit, 2009).  

 

El Cd tiene el potencial de competir con los sitios activos de otros metales dentro de 

las proteínas, sustituyéndolos, y en este caso, ocupando el lugar del calcio (Ca) en las 

caderinas e integrinas, rompiendo el complejo caderina/catenina (Prozialeck et al., 

2003; Wei y Shaikh 2015; Akin et al., 2019), siendo esta otra posible razón por la 

cual se observen las alteraciones mostradas en las membranas de los leucocitos. Así 

mismo, el Cd, por sí solo, actúa como radical libre, causando también 

simultáneamente, peroxidación lipídica, la presencia del Cd dentro de la célula 

aumenta la producción de ROS por daños causados a organelos, específicamente a las 

mitocondrias, las cuales son altamente sensibles y vulnerables a metales pesados, lo 

que a su vez trae como consecuencia la peroxidación de lípidos de la membrana 

celular, provocando alteraciones en la permeabilidad, o la pérdida de la integridad de 

la membrana plasmática y el resto de los organelos celulares, en resumen, la 

consecuencia de la exposición a Cd in vivo es la estimulación de la producción de 

ROS en la cadena de transferencia de electrones mitocondrial y la inhibición de la 

https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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actividad NADPH oxidasa en la membrana plasmática (Heyno et al., 2008; Dong et 

al., 2009; Cuyper et al., 2010). 

 

Los ácidos grasos poli-insaturados, que predominantemente se ubican en las 

membranas celulares, son particularmente susceptibles al ataque de los radicales 

libres. Cuando los radicales hidroxilo se forman cerca de la membrana son capaces de 

extraer átomos de hidrógeno de los fosfolípidos que la componen, aunque el hidroxilo 

original se ha inactivado, se forma un radical lipídico que puede reaccionar con el 

oxígeno para originar el radical peroxilo (R-OO), este puede reaccionar con otros 

ácidos grasos de la membrana, formando más radicales lipídicos, mientras él mismo 

se transforma en hidroperóxido (R-OOH), el que en presencia de varios complejos 

metálicos como el Cd puede descomponerse en más radicales, incluyendo entre ellos 

al radical hidroxilo, lo que provoca un fenómeno de expansión del daño, en el que se 

considera que la lipoperoxidación se ha propagado (Halliwell y Aruoma, 1991), 

siendo entonces este otro mecanismo, lo que quizás, también pudiera explicar la 

alteración de la morfología de los leucocitos observada en este estudio, implicando 

que el metal tiene efectos tóxicos sobre los tejidos leucopoyéticos. 

 

En los peces, los valores de los parámetros hematológicos producto de la exposición a 

Cd varían, estos cambios no están siempre directamente relacionados con las 

concentraciones de los metales y el tiempo de exposición (Witeska et al., 2010), ya 

que estas variaciones pueden ser el resultado de la translocación de Cd dentro del 

organismo (Edward et al., 2013), lo cual trae como consecuencia que tenga acción 

tóxica en varias vías reguladoras y/o metabólicas, deteriorando las funciones de estas. 

En esta investigación se puede notar que el Cd, no sólo afecta a las células circulantes 

de la sangre como lo señalan autores como Witeska et al. (2009), quienes hallaron 

reducciones significativas de los leucocitos en el pez Cyprinus carpio luego de 

someterlo a una dosis subletal de Cd y Salazar-Lugo et al. (2009), quienes tras 
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exponer a ejemplares juveniles de C. macropomum a Cd y a variaciones de 

temperatura, encontraron, que estos organismos no solo incrementan los valores de 

células linfocíticas y disminuyen las células de tipo neutrófilas luego del periodo de 

exposición, sino que el Cd también interfiere con el desarrollo y morfología de los 

leucocitos, como se pudo observar en los frotis. 

 

Datos recabados en relación con los efectos hematopoyéticos de los metales pesados 

en los peces y mamíferos, señalan que estas sustancias son citotóxicas para las células 

precursoras, de igual forma, diversos linajes celulares muestran diferente sensibilidad 

a la toxicidad del metal (Celik et al., 2005, 2009; Som et al., 2009; Antón-Marín, 

2022) 

 

La presencia de las proyecciones citoplasmáticas en las células observadas en el 

presente trabajo, concuerdan que el estrés genotóxico puede provocar muerte celular 

tanto apoptótica como necrótica, dependiendo de la intensidad del tratamiento. 

Durante la apoptosis las células muestran una contracción nuclear, citoplasmática y 

fragmentación de la cromatina; mientras la membrana muestra yemas redondeadas 

(vesículas extracelulares), las llamadas "bubbles cells", las cuales son estructuras 

características del proceso de apoptosis, aunque aún se desconoce su función real, se 

las ha relacionado con procesos metastásicos (Antón 2014; Wang y Cheng, 2015; Wei 

y Shaikh, 2017). 

 

Parámetros hematológicos 

En la tabla 10 se presentan los valores de los diversos parámetros hematológicos 

determinados en ejemplares de A. brevifilis expuestos a de 0,1 mg/L de Cd, así como 

en los organismos controles. 
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Tabla 10. Resumen de la prueba estadística t-Student aplicada a los diferentes 

parámetros hematológicos hallados en ejemplares de Ancistrus brevifilis controles y 

expuestos a una concentración subletal de 0,1 mg/L de Cd. 

Parámetros Control 
(  ± DE) 

Expuestos 

(  ± DE) 

   p 

Hemoglobina (g/dl) 10,32 ± 1,86 5,11 ± 0,91 0,00009* 

Hematocrito (%) 29,85 ± 4,87 19,85 ± 7,33 0,00132* 

Glóbulos rojos 

(10
6
cels/mm

3
) 

3,73 ± 0,83 2,72 ± 0,42 0,01871* 

Glóbulos blancos 

(céls/mm
3
) 

5391 ± 1047,75 3987 ± 585,13 0,01243*  

Células granulocíticas 

de tipo neutrófilo (%) 
48,57 ± 6,24 29,57 ± 8,50 0,00058* 

Células monocíticas (%) 32,57 ± 7,06 34,28 ± 10,11 0,79193 NS 

Células linfocíticas (%) 18,71 ± 4,34 34,00 ± 9,20 0,00323* 

    
: Promedio; DE: desviación estándar; *: diferencias significativas; NS: no significativo, g/dl: gramos 

por decilitros; %: porcentaje; céls/mm
3
: células por milímetros cúbicos; 10

6 
céls/mm

3
: millones de 

células por milímetros cúbicos; p: < 0,05. 

 

El presente estudio reveló que en comparación con el grupo control, en el pez A. 

brevifilis la exposición a 0,1 mg/L de Cd durante 15 días, causa una reducción 

significativa de los parámetros hematológicos, tales como la Hb, el Hto así como el 

contaje total de glóbulos rojos y de glóbulos blancos. Estos resultados están en 

concordancia con los de Gill y Eppel (1993) y Karuppasamy et al. (2005), quienes 

encontraron un descenso significativo en los glóbulos rojos, de la Hb, así como del 

Hto, en la anguila americana Anguilla rostrata y en el pez Channa punctatus, 

correspondientemente, después de la exposición a Cd. 

 

De igual forma, estos resultados concuerdan con los datos obtenidos por Mekkawy et 

al. (2011) en O. niloticus, quienes reportaron que los peces expuestos a una dosis 

subletal de Cd durante 15 días mostraron una disminución apreciable en sus glóbulos 

rojos, de la concentración de Hb y del porcentaje del Hto. Resultados semejantes 

también fueron observados en un estudio realizado en el pez dulceacuícola C. 

macropomum expuesto a Cd por Salazar-Lugo et al. (2011), quienes igualmente 
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obtuvieron disminuciones de los mismos parámetros.  

 

En los peces, el Cd es bien conocido por inducir toxicidad en las células sanguíneas, a 

menudo dando lugar a anemia e inmunosupresión (Seong-Gil et al, 2004; Witeska et 

al, 2009, 2010). La reducción de los parámetros hematológicos anteriormente citados, 

luego de la exposición a niveles sub-letales de Cd, podría deberse a la destrucción de 

los glóbulos rojos maduros y/o, a la inhibición de la producción de los mismos debido 

a una reducción de la hemosíntesis lo que a su vez, produce una hematopatología o 

causa una crisis hemolítica aguda, lo que conlleva a una anemia severa y a una 

liberación de iones de hierro (Fe), lo que, por consiguiente, aumenta el estrés 

oxidativo (Khadre, 1988, Emerit et al., 2001; Nemeth, 2008; Nasser et al., 2015). La 

anemia que se presenta por exposición crónica al Cd, en el pez A. brevifilis, 

posiblemente también se relacione con la acción directa de este metal sobre los 

centros hematopoyéticos, que en los peces se encuentra especialmente en el riñón 

anterior o cefálico, principal órgano de acumulación del Cd en estos organismos 

(Aitio y Tristcher 2004; Antón, 2014). 

 

El Cd induce estados de anemia en diferentes organismos, considerándose para ello 

varios mecanismos: a) Por hemólisis debido a una disminución en la capacidad de 

deformabilidad de los glóbulos rojos (Kunimoto et al., 1985), esto es debido a que el 

Cd se acumula en los glóbulos rojos afectando el citoesqueleto, lo que ocasiona la 

destrucción prematura de los mismos por el bazo; b) por deficiencia de Fe, ya que 

compite con la absorción del Fe duodenal (Hamilton y Valberg, 1974; Horiguchi, 

2007), y c) por la anemia renal derivada de la disminución en la síntesis de la 

eritropoyetina (EPO) (Horiguchi et al., 2010), la cual es una hormona glicoprotéica 

eritroide específica, producida en los riñones y que se  encarga de regular  el volumen 

de glóbulos rojos; Horiguchi et al. (2006), proponen que los tres mecanismos se 

desarrollan interdependientemente con el Fe, siendo este metal un factor común en 

estos; por otro lado, Azziz et al. (2015) determinaron que el Cd puede inducir un 



 

53 

desorden conformacional de la molécula de Hb a nivel de su estructura terciaria y 

cuaternaria, esto causado por la sustitución del Fe por Cd en la molécula de Hb, lo 

que, lógicamente, impide el uso eficiente del Fe durante la síntesis de la Hb 

(Horiguchi, 2007). 

 

En los organismos expuestos a 0,1 mg/L Cd los hallazgos, en cuanto a la 

concentración de Hb, el porcentaje de Hto y concentración de eritrocitos indican que, 

en los mismos, el metal promueve estados de anemia, lo que incide a la larga, en el 

estado de salud de los peces, interfiriendo, por lo tanto, en el normal desarrollo y en la 

sobrevivencia de los mismos.   

 

Los resultados hallados con respecto a la cantidad de leucocitos, muestran una 

disminución de estos en los ejemplares del pez A. brevifilis expuestos a Cd (3 987 ± 

585,13) en comparación con los organismos controles (5 391± 1047,75), 

encontrándose diferencias significativas (p= 0,01243), una posible explicación es que 

podría deberse a daños del tejido leucopoyético, al respecto, Salazar-Lugo et al. 

(2010) demostraron daños a nivel del riñón cefálico del pez C. macropomum 

inducidos por la exposición al Cd, de la misma forma, Antón-Marín et al. (2015) 

demostraron, en ese mismo organismo, que el Cd tiene efectos nocivos sobre el riñón 

cefálico, alterando tanto a los precursores maduros como a los progenitores 

primitivos hematopoyéticos, induciendo apoptosis celular y/o necrosis del tejido 

hematopoyético en sí, señalando la afectación significativa de este tipo de células 

sanguíneas debido a la exposición al metal. De igual manera, Ghiasi et al. (2010) en 

C. carpio, estudiando los efectos de dosis subletales de Cd sobre el sistema inmune, 

hallaron disminuciones significativas de la cantidad total de leucocitos, y que la 

misma dependía del tiempo de exposición al tóxico, así como de la concentración. 
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En cuanto a los tipos de glóbulos blancos que se presentaron en mayor número en los 

ejemplares de A. brevifilis controles, fueron las células granulocíticas de tipo 

neutrófilos (48,57±6,24), seguidas de las monocíticas (32,57±7,06), luego las 

linfocíticas (18,71±4,34) y en menor proporción, las células granulocíticas de tipo 

basófilas (0,14±0,37), mientras que en los peces expuestos al Cd se presentó 

disminución significativa en las células granulocíticas de tipo neutrófilos (29,57 ± 

8,50; P=0,00058*) y un aumento en las linfocíticas (34,00 ± 9,20; p=0,79193*); sin 

embargo, no se presentaron diferencias significativas en las células monocíticas (tabla 

2). Estos resultados concuerdan con los de Salazar-Lugo et al. (2009), en el cual hubo 

un aumento de las células linfocíticas y disminución de las granulocíticas de tipo 

neutrófilo en el pez C. macropomum expuesto a Cd, contrario a los resultados 

encontrados por Moura et al. (1994), en donde se presentó una disminución de 

linfocitos circulantes en C. macropomum expuesto a Cd.  

 

Los resultados obtenidos en esta investigación indican que, posiblemente, estos tipos 

celulares responden a perturbaciones de naturaleza química, tal como el Cd, lo cual 

puede llevar al pez a un estado de estrés y por consiguiente a la aparición de 

patologías que pudieran desencadenar en un desequilibrio funcional del principal 

órgano encargado de producir los leucocitos. En tal sentido, este hecho puede que sea 

producto de un mecanismo de defensa activado por los órganos leucopoyéticos del 

pez en un intento por equilibrar la cantidad de glóbulos blancos circulantes, los cuales 

se han visto seriamente perjudicados por la acción del Cd, ocasionando a su vez, la 

alteración de las funciones normales de los órganos vitales (Tavares et al., 2001).  

 

Las respuestas obtenidas de parte de los peces expuestos al metal, en cuanto a los 

valores totales y porcentuales de los leucocitos, permiten inferir que en A. brevifilis, 

la respuesta inmune, sobre todo, la de tipo celular, se encuentra seriamente afectada 

por la exposición al Cd, por ende, se encuentra debilitado o vulnerable ante cualquier 

agente extraño. 



 

55 

 

En la tabla 11 se muestra el análisis t-Student aplicado a los valores promedios de los 

índices hematimétricos en ejemplares de A. brevifilis controles y expuestos a una 

dosis de 0,1 mg/L de Cd, mostrando diferencias significativas en la hemoglobina 

corpuscular media (HCM), mientras que con respecto al volumen corpuscular medio 

(VCM) y en la concentración de hemoglobina corpuscular media (CHCM) no se 

hallaron diferencias significativas 

 

Tabla 11. Resumen estadístico del t-Student aplicado a los indices hematimétricos 

hallados en ejemplares de A. brevifilis controles y expuestos a una dosis subletal de 

cadmio de 0,1 mg/dL 

 

           Parámetros 

Control 

 ± DS) 

Expuestos 

( ± DS) 

 

          p 

Hemoglobina corpuscular media (pg) 3,87±0,65 1,88 ± 0,25 0,00678* 

 

Volumen corpuscular medio(fl) 

 

8,22 ± 1,22 

7 

,09 ± 1,87 

 

0,21087 NS 

Concentración de hemoglobina 

corpuscular media (%) 
34,28±1,60 28,06±7,79 0,07733 NS 

: Promedio; DS: desviación estándar; *: diferencias significativas; NS: no significativo; fl: fentolitro; 

pg: picogramos; %: porcentaje; p: < 0,05. 

 

Estos resultados difieren con los de Salazar-Lugo et al. (2011) en el pez C. 

macropomum, donde, tras la exposición al Cd se produjo un aumento en el VCM, a 

diferencia del HCM, donde hubo disminución significativa y la CHCM que no 

mostró diferencias significativas ante la exposición al Cd con relación al grupo 

control. En tal sentido, a la vista de los resultados obtenidos en esta investigación, se 

podría señalar que se presenta una anemia hipocrómica, esto puede deberse a que, tras 

la exposición al Cd, en los peces, ocurren daños a nivel de la hemoglobina, ya sea 

disminución de la síntesis de la molécula o en el plegamiento de la misma, ya que el 

Cd causa daño a niveles de ciertos organelos celulares como los ribosomas 
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encargados de la producción de globinas y las mitocondrias, encargados de producir 

el grupo hemo, así mismo el Cd puede desplazar el ión ferroso (Fe
2+

) causando 

anormalidad en la conformación estructural de esta proteína de transporte, o también 

causar alteraciones a nivel de los tejidos y órganos que impiden la normal maduración 

y producción de eritrocitos debido a una hematopoyesis ineficiente (Karupassamy et 

al. 2005; Chatterjee y Saxena, 2015).  

 

Con respecto al análisis realizado a los valores obtenidos para la viabilidad de los 

glóbulos blancos, así como los de adherencia de PMN a superficies en ejemplares de 

A. brevifilis controles y expuestos a 0,1 mg/L, la prueba estadística demostró 

diferencias significativas entre ambos parámetros evaluados (tabla 12)  

 

Tabla 12. Viabilidad celular y adherencia de polimorfonucleares en ejemplares de A. 

brevifilis controles y expuestos a una dosis subletal de cadmio. 

Parámetros Control 
(  ± DE) 

Expuestos 
( ± DE) 

p 

Viabilidad celular (%) 91,71 ± 6,15 78,00 ±4,24 0,0000* 
 

Adherencia de PMN (céls/c) 56,57± 11,60 18,28±3,68 0,0005* 
: Promedio; DE: desviación estándar; PMN: polimorfonucleares; *: diferencias significativas, céls/c: 

células por campo; %: porcentaje; p: < 0,05. 

 

Estos resultados pudieran reflejar una similitud con el trabajo realizado por Vargas et 

al. (2012) sobre la respuesta inmune innata del pez C. macropomum, quienes 

expusieron a este pez a metales pesados como Cd y Cu, donde los organismos 

expuestos mostraron un descenso muy significativo de la viabilidad de las células 

sanguíneas en comparación con los organismos controles, a diferencia de lo hallado 

por Salazar-Lugo et al. (2011), quienes no hallaron variaciones con respecto a la 

viabilidad celular cuando evaluaron las respuestas de la inmunidad innata en el pez C. 

macropomum expuesto a Cd, donde no se encontraron diferencias significativas en la 

viabilidad celular entre los grupos de peces expuestos y controles. Los resultados 

hallados en este trabajo posiblemente pudieron deberse a un efecto inmunotóxico bajo 
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la exposición al Cd lo que podría inducir la muerte celular, impidiendo que las 

mismasv cumplan con funciones inmunológicas posteriores como la quimiotaxis, 

adherencia y fagocitosis ante agentes externos. Al respecto Velásquez-Vottelerd et al. 

(2015), trabajando con la especie Ancistrus exponiéndola a la misma concentración 

subletal de Cd, determinaron disminución de la viabilidad mitocondrial (VM) y 

afección en los tioles solubles en ácido (TSA), lo cual puede indicar que hubo 

aumento en la producción de especies reactivas de oxígeno, lo que conlleva, 

invariablemente, a un aumento en el estrés oxidativo. 

 

Las mitocondrias son unos organelos esenciales para la generación de ATP, están 

involucradas en otros procesos como la generación natural de especies reactivas del 

oxígeno (ROS), la muerte celular y los procesos de envejecimiento (Chaiyarit y 

Thongboonkerd, 2009). Se cree que la función mitocondrial está altamente 

sintonizada y propensa al daño por metales pesados (Adiele et al., 2010). La 

presencia de metales como el Cd, aumentan de manera transcendental la producción 

de ROS, lo que resulta en la peroxidación de lípidos, la escisión del ADN 

mitocondrial y la inhibición de la síntesis de ATP, lo que conlleva a daño 

mitocondrial e inducción de apoptosis (Cuypers et al., 2010), pudiendo esto sugerir 

que posiblemente, en las células estudiadas, esté ocurriendo un proceso similar 

mediante el cual, el metal está disminuyendo la viabilidad de los leucocitos, es decir, 

actuando a nivel de las mitocondrias de este tipo de célula aumentando las ROS. 

 

Por su parte, los resultados obtenidos con relación a la adherencia celular en 

ejemplares de A. brevifilis, mostraron diferencias significativas entre el grupo control 

y expuestos a 0,1 mg/L de Cd; estos hallazgos tiene similitudes a los obtenidos en el 

estudio realizado por Liu et al. (2011), quienes estudiaron el efecto del metal a nivel 

de las células hepáticas en ratas, donde presumen que la disminución de la respuesta 

fagocítica en las modalidades evaluadas (adherencia celular) se debe a una respuesta 

tóxica no específica ante el Cd relacionada con sus propiedades fisicoquímicas, entre 
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las que se encuentran la afinidad por los grupos sulfidrilos (-SH), hidróxilos (-OH) y 

carboxilo (-COOH) encontrados en las biomoléculas y a su acción competitiva con 

otros elementos funcionalmente esenciales, tales como Zn, Fe y Ca, provocando así la 

inhibición de las enzimas y las estructuras de ciertas proteínas claves que participan 

en  el proceso de adhesión celular (Mousa, 2004). 

 

Dong et al. (2009), realizaron un estudio donde mostraron que el Cd causa disfunción 

endotelial con relación a la función de las integrinas y las caderinas; dicho 

descubrimiento es relevante, ya que relaciona el efecto del Cd sobre la estructura y 

función de proteínas cruciales en el proceso de adherencia y por tanto en el proceso 

de fagocitosis, lo cual concuerda con el resultado encontrado por Marcano (2011) 

acerca de la disminución de Ca y Mg en peces expuestos a Cd, los cuales son metales 

fundamentales para el buen funcionamiento de estas proteínas, lo que sugiere que este 

es uno de los mecanismos por el cual el Cd influye en el proceso de fagocitosis, 

afectando la estructura de las integrinas y caderinas y por ende, alterando la 

fagocitosis, lo que se traduce en disminución de la efectividad de la misma, haciendo 

que los organismos sean más propensos a infecciones, lo que en consecuencia podría 

conducir a patologías y/o a una eventual muerte del organismo afectado (Antón, 

2014).  

 

De igual manera, el posible aumento de las ROS, conlleva a su vez, a dañar, las 

proteínas que intervienen en el proceso de adhesión, como por ejemplo, las integrinas, 

las cuales son sensibles a los cambios en el nanoambiente de los lípidos de membrana 

(Akin et al., 2019), en consecuencia, alteradas estas proteínas, las células disminuyen 

su capacidad de adhesión y por lo tanto, de migración, lo que afecta de forma directa, 

al proceso de fagocitosis, deteriorando, seguramente, la efectividad de la misma, 

situación que condenaría al organismo a sufrir de diversas patologías, ya sea estas 
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debidas al efecto directo del metal sobre las células, o como el relacionado con el 

ataque de organismos oportunistas y/o patógenos (Anexo 3). 

 

Los resultados obtenidos en la presente investigación demuestran el efecto perjudicial 

que causa el Cd sobre los parámetros hematológicos e inmunológicos evaluados en el 

pez A. brevifilis expuestos a una dosis subletal de Cd, sino también sobre el 

tegumento de los organismos de estudio. El hecho que se evidenciaran alteraciones en 

la concentración de eritrocitos y de Hb, denota la capacidad que tiene el metal de 

alterar de forma sustancial estos parámetros en el pez, provocando cuadros de 

anemia, conllevando esta situación, muy posiblemente, a la afectación de la salud 

general de los organismos, lo que impediría a éste, poder desarrollarse de forma 

satisfactoria; de igual manera, el efecto del Cd sobre las respuestas celulares 

evaluadas, relacionadas con la capacidad inmunológica (concentración de leucocitos, 

adherencia y viabilidad), según los observaciones obtenidas a lo largo de la presente 

investigación, pudieran señalar la alteración de la capacidad de las células blancas de 

cumplir con su papel como guardianes de la integridad del buen estado de salud del 

organismo, es decir, el Cd es un elemento capaz de causar alteraciones en el sistema 

hematopoyético e inmune innato del pez, y por consiguiente, comprometer la 

integridad biológica así como la viabilidad del organismo. En términos generales, a la 

luz de los resultados obtenidos, se puede suponer que el Cd tiene la capacidad de 

alterar, mediante varias vías, quizás simultaneas, el sistema hematopoyético e inmune 

de los organismos estudiados.  
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos con respecto al contaje y a la morfología de los hemocitos 

de E. portoricensis, sugieren, que el efecto del Cd, en el lapso evaluado, es, para esta 

especie, tóxico-dependiente. 

 

E. portoricensis exhibió cierta capacidad de respuesta celular para enfrentar la 

presencia del tóxico, sin embargo, al sobrepasarse esta capacidad, el metal afectó de 

forma negativa esta respuesta. 

 

La exposición a las dos concentraciones de Cd utilizadas, en el tiempo evaluado, 

alteran la funcionabilidad del proceso de fagocitosis de los hemocitos de E. 

portoricensis, lo que por ende ocasionaría, la depresión del sistema inmune del 

crustáceo, dejándolo indefenso ante cualquier agente patógeno y/o oportunista, 

afectando así, la integridad del organismo. 

 

Las anormalidades observadas en los leucocitos de ejemplares de A. brevifilis 

expuestos a Cd, sobre todo a nivel de membrana celular, demuestran el potencial que 

tiene el metal de afectar las membranas celulares y la sensibilidad de las mismas al 

metal. 

 

En los peces expuestos, las alteraciones en el Hto, la Hb, el contaje total de 

eritrocitos, así como en la HCM, sugieren que el Cd afecta en alguna medida, cuando 

se expone a la dosis evaluada y durante el tiempo utilizado, al sistema eritropoyético 

en A. brevifilis. 

 

La disminución del contaje de los leucocitos en los individuos expuestos al metal, 

evidencia el efecto del tóxico a esa concentración y durante el tiempo estudiado sobre 

el linaje leucopoyético de A. brevifilis. 
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Las alteraciones de los parámetros inmunológicos evaluados (adherencia y viabilidad 

celular) en A. brevifilis evidencian, no solo el efecto del metal sobre el sistema 

inmune del organismo, sino que también sugiere, por tanto, la perturbación del estado 

de salud de este. 

 

Estos resultados demuestran el efecto del Cd sobre el tejido eritrocitario y 

leucopoyetico de A. brevifilis. 
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ANEXOS 

 

Anexo 1.- Esquema del bioensayo para E. portoricensis 
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Anexo 2.- Esquema del bioensayo para A. brevifilis 
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Anexo 3.- Ejemplares de A. brevifilis luego de la exposición a 0,10 mg/L de Cd. 

Nótese las zonas decoloradas (señaladas con flechas punteadas) que presentan los 

organismos. 
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Resumen (abstract): 

 

 

Resumen 

La presente investigación tuvo como objetivo fundamental evaluar algunos 

parámetros celulares, hematológicos e inmunológicos del crustáceo Emerita 

portoricensis y del pez dulceacuícola Ancistrus brevifilis, para determinar las 

alteraciones de los mismos ante la exposición a una dosis subletal de Cd. Para esto 

se tomaron hembras adultas de E. portoricensis recolectadas en la zona intermareal 

de la comunidad de San Luis, Cumaná, estado Sucre, Venezuela. A partir del LC50 

obtenido (3,21 mg/L), se tomaron dos concentraciones subletales para la 

exposición (0,10 mg/l y 1,00 mg/l). Se realizó un bioensayo semiestático, 

estableciéndose como período de exposición, 15 días. Luego de cumplido este 

lapso, se procedió a la toma de la muestra sanguínea de los organismos (expuestos 

y control) con jeringas para insulina y por punción de la membrana artrodial, 

colocándose las muestras de hemolinfa en tubos Eppendorf con EDTA, para la 

realización de los parámetros celulares e inmunológicos. Por otro lado, se utilizaron 

ejemplares juveniles de A. brevifilis colectados en el río Manzanares, Cumaná, 

estado Sucre, los cuales fueron transportados hasta el Laboratorio de Fisiología 

Humana y de Peces de la Universidad de Oriente, donde fueron colocados en 

acuarios de vidrio previamente preparados. La aclimatación (15 días), se realizó 

con fotoperiodos de 12/12 horas, con registros de la temperatura y pH del agua; 

finalizado este lapso se procedió a someterlos al bioensayo de toxicidad subletal 

(15 días), al final del cual se procedió a la toma de muestra sanguínea. Para 

diferenciar los valores de los diferentes parámetros estudiados en ambas especies 

(E. portoricensis y A. brevifilis) entre el grupo de organismos expuesto versus el 

grupo control, se utilizó un t-Student. Los resultados obtenidos para E. 

portoricensis muestran un aumento de hemocitos en los organismos expuestos a 

0,10 mg/l de Cd y una reducción de estos en los expuestos a 1,00 mg/l de Cd. Las 

células expuestas al metal mostraron irregularidades tanto en la membrana celular 
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como en la forma de la célula en 0,10 mg/l de Cd y en 1,00 mg/l de Cd, 

evidenciándose que la exposición al Cd causa ruptura de la membrana celular en 

todos los tipos de células observadas, ocasionando de esta manera que la viabilidad 

celular disminuya a medida que aumentan las concentraciones del metal, mientras 

que la adherencia celular es menor en especímenes expuestos a 0,10 mg/l de Cd y 

1,00 mg/l de Cd, lo que generaría también la disminución de la capacidad de 

fagocitosis del crustáceo y por consiguiente la competencia de la respuesta inmune, 

dejándolo expuesto a cualquier agente externo. Por otra parte, los resultados 

obtenidos con respecto a A. brevifilis, la exposición a 0,1 mg/L de Cd versus el 

grupo control, causa una reducción significativa de los parámetros hematológicos, 

tales como la Hb, el Hto así como el contaje total de glóbulos rojos y de glóbulos 

blancos, en el porcentaje de células granulocíticas del tipo neutrófilas y linfocíticas, 

así como en el HCM; de igual manera, con relación a la adherencia y a la viabilidad 

celular. Todos estos hallazgos permiten concluir que, posiblemente el Cd causó 

algún tipo de efecto deletéreo sobre los parámetros evaluados, por lo que se 

consideró que los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigación, 

indican que el efecto del Cd sobre las respuestas celulares relacionadas con la 

capacidad inmunológica y hematopoyética de estas células, muestran la alteración 

del potencial de los leucocitos de cumplir con su papel como defensores de la 

integridad de los organismos; es decir, el Cd es un elemento capaz de, además de 

causar anemia, producir alteraciones en el sistema hematopoyético e inmune innato 

del pez, y por consiguiente, puede comprometer su integridad biológica y por lo 

tanto, derivar en disminución o perdida de la viabilidad del organismo. En 

resumen, ambas especies ven afectada su capacidad de respuesta defensiva bajo los 

efectos del Cd, aun cuando, las dosis del mismo, sean subletales. 
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