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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo fundamental evaluar algunos
parametros celulares, hematolégicos e inmunoldgicos del crustdceo Emerita
portoricensis y del pez dulceacuicola Ancistrus brevifilis, para determinar las
alteraciones de los mismos ante la exposicion 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, Cumang, estado Sucre, Venezuela. A partir del LCs
obtenido (3,21 mg/L), se tomaron dos concentraciones subletales para la exposicion
(0,10 mg/l y 1,00 mg/l). Se realiz6 un bioensayo semiestatico, estableciéndose como
periodo de exposicion, 15 dias. Luego de cumplido este lapso, se procedid a la toma
de muestra de hemolinfa de los organismos (expuestos y controles) con jeringas para
insulina y por puncion de la membrana artrodial, colocandose las muestras de
hemolinfa en tubos Eppendorf con EDTA, para la realizacion de los parametros
celulares e inmunolégicos. Por otro lado, se utilizaron ejemplares juveniles de A.
brevifilis colectados en el rio Manzanares, Cumana, estado Sucre, los cuales fueron
transportados hasta el Laboratorio de Fisiologia Humana y de Peces de la
Universidad de Oriente, donde fueron colocados en acuarios de vidrio previamente
preparados. La aclimatacion (15 dias), se realiz6 con fotoperiodos de 12/12 horas, con
registros de la temperatura y pH del agua; finalizado este lapso se procedié a
someterlos al bioensayo de toxicidad subletal (15 dias), al final del cual se procedi6 a
la toma de muestra sanguinea. Para diferenciar los valores de los diferentes
parametros estudiados en ambas especies, entre el grupo de organismos expuestos
versus el grupo control, se utilizd 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 reduccion 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, evidenciandose que la
exposicion 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 especimenes expuestos a 0,10 mg/l de Cd y 1,00 mg/l de Cd, lo que
generaria también la disminucion de la capacidad de fagocitosis del crustaceo y por
consiguiente la competencia de la respuesta inmune, dejandolo expuesto a cualquier
agente externo. Con relacion a los resultados obtenidos en A. brevifilis, la exposicion
a 0,1 mg/L de Cd versus el grupo control, muestra una reduccion significativa de los
parametros hematoldgicos, tales como la Hb, el Hto, contaje total de globulos rojos y
de gldbulos blancos, en el porcentaje de células granulociticas del tipo neutréfilas y
linfociticas, asi como en el HCM; de igual manera, con relacion a la adherenciay a la
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viabilidad celular. Todos estos hallazgos permiten concluir que, posiblemente el Cd
causo algun tipo de efecto deletéreo sobre los parametros evaluados, por lo que se
considero que los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigacion, indican
que el efecto del Cd sobre las respuestas celulares relacionadas con la capacidad
inmunoldgica y hematopoyetica de estas células, muestran la alteracion 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, ademas de causar anemia,
producir alteraciones en el sistema hematopoyético e inmune innato del pez, y por
consiguiente, puede comprometer su integridad biologica lo que puede derivar en
disminucion 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.



INTRODUCCION

El aumento y evolucion de la poblacién humana ha sido paralelo con su desarrollo
social, tecnologico y productivo; su incremento, en la mayoria de los casos, es
desorganizado, lo que provoca, muchas veces, la alteracién del medio ambiente en el
cual se encuentren inmersos, siendo generalmente, los cuerpos de agua, uno de los
ambientes con mas afectacion, viéndose perjudicadas la calidad y cantidad de los
mismos, de esta forma, la sobrepoblacion en areas urbanas, propicia que,
I6gicamente, los flujos de descargas aumenten, ejerciendo una presion desfavorable
cada vez mayor, sobre el recurso hidrico que actlia como receptor de dichas descargas
(Capd, 2007; Li et al., 2014).

Este aumento a nivel mundial de la poblacién, ha ocasionado que se construyan
fabricas y/o complejos industriales en zonas adyacentes a rios, lagos y a lo largo de
las zonas costeras; situacion que, en estos ambientes, ha aumentado, facilitado y
propiciado la introduccion de una cantidad significativa de sustancias contaminantes
de naturaleza antropogeénica, biol6gicamente activas, entre las cuales se incluyen
cientos de compuestos, tanto organicos como inorgéanicos. Estas sustancias, en
muchas ocasiones, pueden causar a los ecosistemas, alteraciones o dafios, 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; Ronddn et al.,
2010; Musilova et al., 2016; Thompson y Darwish, 2019).

En términos generales, el medio acuatico estd continuamente expuesto a agentes
estresores tanto naturales como antropogénicos, como por ejemplo cambios de
temperatura y la introduccién de contaminantes quimicos, factores estos que pueden
provocar efectos dafiinos sobre la salud de los organismos que habitan en él. Por otra
parte, se ha determinado que la distribucion de los contaminantes en el medio esta

definida por tres procesos basicos, los cuales son: su acumulacién en el sustrato



béntico, su distribucion en la columna de agua y su captacion 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 acumulacion a largo plazo, la produccion de efectos toxicos de
forma directa o indirecta tras su biotransformacion y la excrecion al medio externo,
pudiendo todos estos efectos tener repercusion sobre células, tejidos, 6rganos,
sistemas, individuos e incluso poblaciones (Briner, 2010; Khoshnood et al., 2010;
Koenig, 2012; Annabi et al., 2013).

Los cuerpos de agua, Yy en especial los mares y océanos, son el ultimo receptéaculo de
la polucién. Con el tiempo, la actividad bioldgica descompone la materia organica
hasta diéxido de carbono y agua como productos finales, pero la materia inorganica,
especialmente los metales, estdn en constante acumulacion en estos ambientes,
excepto por una pequefia porcion que puede ser consumida en alimentos marinos. Si
los metales se encuentran en concentraciones mas altas de lo normal son toxicos para
la biota acuéatica 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
poblacién, presencia o ausencia, condicidén, comportamiento para con éste tratar de
determinar la salud del ecosistema. El efecto, dafio y las potenciales fuentes de origen
de los factores antropogénicos pueden estimarse al interpretar los patrones de
comportamiento de la biota (Polania, 2010; Liu et al., 2022; El-Sikaily y Shabaka,
2024).

Generalmente, las dos razones principales para estudiar el comportamiento quimico
de los metales en ambientes acuaticos son entender el ciclo bioldgico y el geoguimico
de estos elementos. El ciclo bioldgico de los metales incluye la bioacumulacion,

eliminacién, biodisponibilidad, toxicidad y biotransformacion, mientras que el ciclo



geoquimico consta del transporte, adsorcion, desorcion, precipitacion, disolucién y
complejidad de los metales en los sistemas acuaticos (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 més peligrosos por su persistencia y toxicidad, ya que
pueden incorporarse a la cadena trofica y ser concentrados por los organismos, por lo
que estan considerados como serios polucionantes de los ecosistemas acuaticos.
Muchos de estos compuestos no biodegradables, son absorbidos y acumulados
(bioconcentrados) por los organismos que viven en el medio acuético, causando
problemas de salud en los consumidores finales, como el caso del hombre (Ramirez,
2002; FAO, 2006; Concon, 2009).

Los metales pesados son elementos de masa atomica elevada, debido a esto, los dafios
ocasionados son diversos porgque dependen del metal que los provogue. En cuanto al
medio ambiente, los efectos ocasionados por lo general son preocupantes vy
dependiendo de la concentracién en la que el contaminante se encuentre, puede
alterar de forma directa o indirecta a los elementos bidticos o abidticos. La
problematica se presenta, debido a que generalmente, los efectos de los metales
pesados pueden pasar desapercibidos ocasionando dafios irreversibles a largo plazo.
El estrés ambiental, causado por la accién de los contaminantes de naturaleza
metalica, al parecer, es un factor importante que muchas veces determina la
disminucion de la inmunocompetencia, en consecuencia, es frecuentemente sefialado
como causante del aumento en la frecuencia de manifestaciones patoldgicas en los
organismos que componen los ecosistemas acuaticos. Los efectos incluyen
incremento de las infecciones debido a microbios facultativos, asi como disminucion
de la resistencia a las infecciones (Truscott y White, 1990; Moullac y Haffner, 2000;
Corsolini, 2009; Romero, 2009).



Estos elementos quimicos han sido clasificados entre las sustancias més toxicas, por
sus propiedades de bioacumulacion y de 6xido-reduccion. La bioacumulacion se
refiere a cierta cantidad de dicha sustancia que no es metabolizada ni excretada,
acumulandose en el tejido de los organismos, lo que le permite entrar y permanecer
en la cadena trofica amplificAndose en cada nivel de la cadena, proceso que se conoce
como biomagnificacién, mientras que la propiedad de éxido-reduccion hace posible
la evasion de mecanismos de control como la homeostasis, transporte y
compartamentalizacion celular (WHO, 2007; Teitelbaum, 2012; Jaishankar et al.,
2014; Strak et al., 2019).

Los metales cuando evaden los mecanismos de control pueden causar dafio celular a
través de dos mecanismos: 1) Mediante estrés oxidativo, el cual se da por un
incremento de especies reactivas de oxigeno (EROs) como el perdxido de hidrégeno
(H,0,) y aniones superéxidos (O%), y/o especies reactivas de nitrégeno (ERN), asf
como el agotamiento de reservas intracelulares de antioxidantes y por la inhibicion de
la actividad enzimatica que participa en el metabolismo y desintoxicacion de EROs
Este mecanismo puede causar dafio oxidativo a diversas proteinas y lipidos, pero
principalmente al ADN y 2) Por la union a distintas macromoléculas, lo que deriva en
un cambio conformacional o remplazo de sus sitios activos o sitios de union a
cationes divalentes y monovalentes esenciales como Zn**, Ca**, Fe?*, Mg*"; 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
sefializacion intra e intercelular, el plegamiento de las proteinas y por ende su
actividad, la alteracién de las enzimas involucradas en la reparacion del material
genético, la liberacion de neurotransmisores y la regulacién de factores de

transcripcion, entre otros efectos, generando un mal funcionamiento de la célula. De



manera particular, el Cd puede interferir en la actividad bioldgica de proteinas,
uniéndose y desplazando a metales esenciales, por ejemplo, uniéndose a los grupos
tiol (-SH) libres, catalizando la oxidacion del lado amino de la cadena e interfiriendo
en el plegamiento de la estructura terciaria. Elementos como el mercurio (Hg) v el
plomo (Pb), pueden formar iones drgano-metalicos 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 toxicos se
encuentra el cadmio (Cd). ElI Cd (numero atomico 48; peso molecular 112,41 g/mol)
tiene solo dos estados de valencia: Cd°, el metal puro; y Cd**, por lo que es un catién
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 0Oxidos, carbonatos y sulfuros en
los minerales de otros metales, y se encuentra cominmente con los minerales de zinc.
Este metal ingresa de forma natural al medio ambiente como resultado de la erosién
de las rocas, los incendios forestales y las emisiones volcanicas. Las fuentes
antropogénicas de este metal surgen principalmente de actividades industriales e
incluyen: la quema de combustibles fosiles; la fundicion de minerales; la aplicacion
de fertilizantes; fabricacion de baterias y pigmentos; galvanoplastia de otros metales;

y procesamiento de plasticos.

El Cd es un metal contaminante, siendo comun en aguas superficiales donde se
encuentra como un ion hidratado (Cd(H.0)s*") o en complejos con ligandos
inorganicos u organicos. En aguas contaminadas ricas en compuestos organicos, la
formacion de complejos de Cd con estos ligandos, como los acidos humicos, tiene un
papel importante en el transporte, la particion y la removilizacion del metal de los

sedimentos y precipitados. Ademas, la solubilidad del mismo esta influenciada por el



pH, es més soluble en aguas &cidas. El Cd se elimina de la fase acuosa de los sistemas
acuaticos por precipitacion y adsorcion a los sedimentos (ATSDR, 2000; Meng et al.,
2019).

En el medio acudtico, el Cd existe en forma de ion libre 0 como complejo idnico
asociado a otras sustancias inorganicas u organicas. Los compuestos de Cd solubles
se movilizan en el agua, mientras que los insolubles se depositan en el sedimento. En
el transporte y la distribucion de un contaminante en un sistema acuatico estan
involucrados factores hidraulicos, quimicos y microbiol6gicos 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 rios llegan al
mar, el ion Cd®* tiende a unirse a particulas en suspension y/o depositarse, como se
dijo anteriormente, en los sedimentos; quedando asi localizado en las zonas aledafias
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
estd estancada, la capa anaerobia de agua presente en el fondo de los puertos tenga
una concentracion baja de Cd soluble; esto se debe a la reduccion 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 toxicos asociado a contaminacion ambiental e
industrial y retine cuatro de las caracteristicas mas temidas de un toxico: 1. Efectos
adversos para el hombre y el medio ambiente. 2. Bioacumulacion. 3. Persistencia en
el medio ambiente. 4. Capacidad de recorrer grandes distancias con el viento y en los

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

Los principales usos y aplicaciones del Cd o sus compuestos son: 1. Como pigmento
en pinturas, esmaltes, plasticos, textiles, vidrios, tintas de impresién, caucho, lacas,

entre otros. 2. En aleacion con el cobre y en la produccion de pilas de cadmio-niquel.



3. En la fabricacién de ruedas y llantas de automovil, 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 méas
peligrosos contaminantes de origen antropogénico EIl tiempo de permanencia de este
metal en suelos es de hasta 300 afios y el 90% permanece sin transformarse (Travis y
Haddock, 1980).

Se considera que, en paises industrializados, el Cd puede detectarse en practicamente
todos los tejidos de las personas adultas. Este metal, una vez absorbido, es
transportado por la sangre a los distintos tejidos y 6rganos, entre los que destacan
rifiones e higado, ya que retienen cerca del 30-50 % de la carga corporal total de Cd,
cuya vida media es de aproximadamente 10-30 afios, de igual forma, también tiene
importancia el tejido 6seo como lugar de acumulacion del metal (Hénninen 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 sintesis de la
hemoglobina, estimula tanto la apoptosis celular del sistema inmune como el aumento
de los niveles de citoquinas, de igual forma ocasiona dafio renal y hepético, tumor
testicular, asi mismo, a nivel estructural y funcional, causa osteomalacia, anemia,
hipertensién, malformaciones teratogénicas, ocasiona la deficiencia de metales
esenciales asi como la alteracion de la citoarquitectura de las células sanguineas, de
igual forma, la acumulacion excesiva de Cd podria provocar una sobreproduccion de
EROs, creando un desequilibrio que conduce al estrés oxidativo. Si el sistema
antioxidante se ve abrumado, el dafio irreversible de las células causado por el exceso
de EROs puede iniciar la muerte celular programada (apoptosis) y provocar dafio
patoldgico 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; Macias-Mayorga et al.,



2015; Cao et al., 2018; Rodriguez y Mandalunis, 2018; Anton-Marin, 2022;
Martinez-Morata et al., 2023).

Como se acotd con anterioridad, los bioindicadores constituyen un gran grupo de
organismos, cuya presencia 0 estado en un ecosistema determinado brinda
informacion sobre ciertas caracteristicas ecoldgicas de éste o el posible impacto
ambiental de ciertas practicas sobre el mismo, siendo utilizados principalmente para
la evaluacion de la calidad ambiental de los ecosistemas. Todos los bioindicadores
deben cumplir una serie de requisitos para su empleo, tales como: dispersion 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 estan los macroinvertebrados, (en especial los
crustaceos) y los peces. Los crustaceos estan dentro de los mas utilizados para el
monitoreo acuatico debido a las ventajas que estos poseen, siendo una de ellas, la
naturaleza sedentaria de muchas de las especies, lo cual facilita la evaluacion en la
comunidad de los efectos adversos en tiempos prolongados (Henderson et al., 1989;
Ferdous y Muktadir, 2009; Boyd, 2010; Almeida et al., 2016; Luczynska et al., 2018;
El-SiKaily y Shabaka, 2024).

Entre las ventajas que poseen los macroinvertebrados segun Zufiga et al. (1993) y
Gamboa et al. (2008) para que sean utilizados como bioindicadores estan las
siguientes:

-Son de amplia distribucién, abundantes y de facil recoleccion.

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

contaminantes), incorporandolos, de esta forma, a la cadena trofica.



-La naturaleza sedentaria de muchas especies de macroinvertebrados, posibilitan la
apreciacion de los efectos dafiinos a largo plazo que pudiera tener en la comunidad

del mismo, un contaminante dado.

-Son sensibles a los factores de perturbacién ademas que responden, tanto en el agua
como en los sedimentos, a la presencia de xenobidticos.

-Sus ciclos de vida son relativamente cortos comparados con otros organismos y
evidencian de forma rapida 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 comUnmente utilizados como
bioindicadores de inmunotoxicidad siendo una de las razones la facilidad de
evaluacion 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 particulas 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 dafios 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 metalicos, son capaces de retenerlos, por lo cual, los crustaceos son
considerados buenos indicadores de contaminacion 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 crustaceos, los estudios demuestran que poseen un sistema inmune basado en
efectores celulares y humorales, los cuales se combinan para eliminar agentes

extrafios, su inmunidad esta mayoritariamente mediada por hemocitos con capacidad



para reconocer material extrafio, fagocitarlos y/o encapsularlos, siendo su respuesta
celular limitada, identificandose tres tipos béasicos de células: hemocitos hialinos,
hemocitos semigranulosos y granulosos. Son consideradas células analogas a los
gldébulos blancos de los vertebrados, estas cumplen funciones inmunitarias capaces de
fagocitar, encapsular, formar nodulos y producir citotoxicidad, representando la
fraccion celular de la hemolinfa (Anton-Marin 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 contaminacion ambiental, teniendo también, algunas ventajas, por
lo cual el conocimiento integral acerca de su taxonomia y fisiologia, asi como los
requerimientos de habitat, son exigencias previas claves para utilizarlos como

indicadores (Chovanec et al., 2003).

Se considera que los peces son los organismos acuaticos mas adecuados para la
aplicacion de métodos diferentes que permiten evaluar la gravedad de los efectos
toxicos, por ejemplo, la determinacion de la acumulacién de sustancias toxicas en los
tejidos, utilizando métodos histoldgicos y hematolégicos o detectando anomalias
morfolégicas. Debido a sus complejos requisitos de habitat, los peces son indicadores
cruciales de la integridad ecoldgica de los sistemas acuaticos en diferentes escalas,
desde el microhabitat hasta el macrohabitat. La aptitud de las especies de peces tanto
a nivel individual (por ejemplo, el rendimiento del crecimiento) como a nivel de
poblacion (por ejemplo, la estructura poblacional), estd determinada por la
conectividad de diferentes elementos del habitat en un contexto espacio-temporal
amplio. Por lo cual, la bioindicacion mediante el uso de los peces, representa una
buena herramienta de seguimiento, especialmente en lo que respecta a los aspectos de
contaminacion de naturaleza antropica (Van der Oost et al., 2003; Burgeot et al.,
2017; Rubio-Vargas et al., 2024).
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Segun Zelikoff, (1998) y Chovanec et al. (2003), los peces, en comparacion con los
mamiferos, ofrecen multiples ventajas como modelos, en especial para estudios

inmunotoxicologicos. Dentro de esas ventajas, enumeran:

-Son especies, generalmente, de relativo gran tamafio, aportando un nimero 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 metodologia bien definida, ya sea en el

laboratorio o0 en su medio ambiente.

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

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

numero 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 estan siendo empleados con mayor
frecuencia como modelos para trabajos experimentales de naturaleza ecotoxicoldgica

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

Algunos autores sefialan la necesidad de establecer valores hematoldgicos en peces
con la finalidad que estos puedan ser utilizados como patrones de referencia para
ayudar en el diagnostico de cuadros fisiologicos, patolégicos y/o toxicologicos, ya
que, debido a la estrecha relacion que guardan dichos pardmetros con los
inmunoldgicos y con el medio que los rodea, los convierte en buenos indicadores para

evaluar los efectos de los toxicos 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 més relevante linea de defensa inmunoldgica; 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
toxicos, ya sean estos de origen organico o0 inorganico. Los contaminantes
inorganicos, tal como los metales, pueden producir en estos organismos, leucopenia,
atrofia de drganos linfoides, supresion de la respuesta humoral, asi como alteracion
de la citoarquitectura de los tejidos hematopoyéticos (Nayak et al., 2007; Anton,
2014; Bosch et al., 2016; Tarasco et al., 2019; Antdn-Marin, 2022).

De igual manera, cuando se habla de organismos boindicadores es muy comdn y a
veces es necesario mencionar a los biomarcadores. Estos desempefian un papel
crucial en el seguimiento de la salud y la calidad de los entornos acuéticos. Pueden
ser indicadores moleculares, celulares o fisioldgicos, los cuales brindan informacion
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 exposicion, asi 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 intervencién apropiada, y si es posible, la aplicacion de medidas de
atenuacion. Ademas, pueden proporcionar informacion sobre los mecanismos de
toxicidad, asi como una mejor comprension de como los contaminantes afectan a los
organismos a nivel fisioldgico, molecular y celular (Van der Oost et al., 2003;
Chovanec et al., 2003; Anton, 2014; Antdn-Marin, 2022; Martinez-Morata et al.,
2023).
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Por otra parte, el sistema inmune tiene como prioridad mantener la individualidad
bioldgica, por tal motivo, diferencia y elimina toda sustancia extrafia 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, ademas que no poseen células linfoides ni
moléculas del tipo inmunoglobulinas (Tonguthai, 1997; Antdn-Marin y Salazar-Lugo,
2009).

Debido a las caracteristicas del sistema inmune, es posible inferir, dependiendo de la
via de exposicién al toxico, la susceptibilidad de los mecanismos inmunoldgicos
expresados por un organismo ante un contaminante determinado, ya que este incluye
respuestas celulares y bioquimicas que pueden ser estimadas en la préctica. Entonces,
dentro de ese orden de ideas, se puede entender y considerar a los componentes del
sistema inmunol6gico como biomarcadores de exposicion a xenobidticos, siendo la
actividad fagocitica una de las mas usadas (Jer6bnimo 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 caracteristicas que le confieren una alta capacidad para valorar los diferentes
impactos sobre el ambiente acuatico (Boere et al., 2011). ElI mismo ha sido
considerado como un excelente bioindicador de contaminantes quimicos debido a su
resistencia fisioldgica, amplia distribucion poblacional, facil captura y cercania 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; Gongalves, 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 esta
modificado para sobrevivir en su entorno, tienen fuerte caparazon, patas cortas que
les habilita nadar y enterrarse rapidamente 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; Gongalves, 2018).

La especie E. portoricensis, conocido como “abuelita”, €s un crustaceo decapodo que
presenta una morfologia adaptada para cavar en el sedimento blando. Vive siempre en
relacién 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 constatd que la especie E. portoricensis se aclimataba
con facilidad a los acuarios de laboratorio, ademas puede permanecer en ellos por
largos periodos de tiempo, y una caracteristica muy importante para estudios de
toxicidad, es que tiene la capacidad de bioacumular metales por encima de la
concentracion del medio (Lemus y Garcia, 1996, Garcia 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 cominmente como ‘“‘guaraguara”, SON
peces autdctonos y estan ampliamente distribuido en los ecosistemas dulceacuicolas
de la region nororiental de Venezuela, asi como en las corrientes de las llanuras del
rio Amazonas y otros rios de América del Sur, considerandose con cierta importancia
econdmica en algunos estados de Venezuela (Larez, 2011), siendo estimada como la
cuarta especie con mayor abundancia en el rio Manzanares. Son de habitos nocturnos,
benténicos y se alimentan en el fondo de los rios, principalmente de algas y de

algunos invertebrados (Ruiz et al., 2005).
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Debido, entre otros aspectos, a su habito bentdnico, se le ha considerado como
posible organismo centinela de contaminacion acuatica (Larez, 2007; Velasquez-
Vottelerd et al., 2015). Larez (2007), estudiando el efecto genotdxico que sobre las
células sanguineas de A. brevifilis tiene el glifosato, evidencio 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 acido en higado, rifion, corazon y branquias de A.
brevifilis, demostrando que el Cd es capaz de disminuir los niveles de tioles en todos
los 6rganos, asi como, dafar significativamente las mitocondrias del higado y del
rifidn, lo cual indica su capacidad de generar especies reactivas de oxigeno y en
consecuencia, la ocurrencia de peroxidacion lipidica, con la subsiguiente cadena de

alteraciones derivadas de este hallazgo.

Considerando todo lo anterior se estimo relevante realizar un trabajo de investigacion
donde se utilicen dos especies de organismos que pudieran ser empleadas como
bioindicadoras de contaminacion ambiental por metales; una, proveniente de un
ambiente dulceacuicola, tal como el pez Ancistrus brevifilis, y otra, de un ambiente
marino-costero, como es el caso del crustdceo Emerita portoricensis, esto con el fin
de evaluar algunos parametros hematologicos, celulares e inmunoldgicos, con el
proposito de determinar las alteraciones de estos parametros frente a la exposicion a
una dosis subletal de un toxico metalico, que en este caso, es el Cd y que a la vez,
estos parametros, puedan ser considerados como posibles biomarcadores de

contaminacion por Cd en ambos ambientes.
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METODOLOGIA

Recoleccion 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, Cuman4, 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 Fisiologia
Humana y de Peces de la Universidad de Oriente del nlcleo de Sucre, ubicado en la
antigua Escuela de Enfermeria. En el mismo se realizaron tanto el ensayo de la

concentracion letal media (CLsp), como el bioensayo de toxicidad subletal.

Figura 1.- Zona de muestreo de los ejemplares de Emerita portoricensis. La flecha
blanca con el punto rojo sefiala la localizacion donde se realizo el muestreo de los
organismos.

Recoleccidn de los ejemplares de Ancistrus brevifilis

Se utilizaron ejemplares juveniles de A. brevifilis; estos fueron colectados en el rio
Manzanares, sector Agua Santa (Lat 10° 34° N; Long 64° 11’ S) en la carretera
Cumana-Cumanacoa, municipio Montes, estado Sucre (figura 2). Se utiliz6 como arte

de pesca, chinchorros de malla de 0,50 cm de diametro, 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
plasticas negras selladas, conteniendo agua y oxigeno, hasta igualmente, el
Laboratorio de Fisiologia Humana y de Peces del niucleo de Sucre de la Universidad

de Oriente.

Figura 2.- Zona de muestreo de los ejemplares de Ancistrus brevifilis. La flecha
blanca sefiala la localizacion de la colecta.

A~
P

Aclimatacion 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 contenian 1 500 mL de agua de mar esterilizada
y filtrada con papel Whatman 42 y 1 000 g de arena esterilizada, cada acuario tenia
una cubierta plastica para evitar la pérdida de agua por evaporacion y disponian de
bombas de aireacion y piedras difusoras. Las condiciones en el estudio fueron las
siguientes: temperatura del agua se situé en 24,00 £ 2,00°C, fotoperiodo de 12/12
horas, salinidad de 36,00 + 2,00% y pH del agua de 7,00 + 0,00; con un periodo de
aclimatacion de 7 dias, tiempo durante el cual fueron alimentadas ad libitum una vez

al dia, con una suspension de microalgas de Tetraselmis chuii y nauplios de Artemia
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spp. (Garcia et al., 2000), de igual forma se les hizo recambio diariamente del 80,00%
de agua para disminuir los desechos metabolicos (Anton et al., 2005).

Aclimatacion 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 aclimatacion. El
tiempo de aclimatacién fue de siete dias, tiempo durante el cual se realizé recambio
del 80% del agua de los acuarios diariamente, manteniéndose con sistemas de
aireacion, compuestos por aireadores y piedras difusoras. Para prevenir infecciones
fangicas en los peces, se le agrego al agua 0,01 ml de solucion de verde malaquita al
3%.

Toda la aclimatacion se realiz 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 alimentacién de los peces se realizd ad libitum (todas las
mafianas antes de hacer el recambio de agua), con alimento comercial en hojuelas
para peces tropicales marca Kantal®. Al finalizar el tiempo de aclimatacion, los peces

fueron considerados aptos para someterlos al bioensayo de toxicidad.

Determinacién del CLsy para Emerita portoricensis

Debido a que no se le habian realizado estudios de toxicidad con Cd en estos
organismos, se hizo necesario la realizacion de un ensayo para determinar la
concentracion 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 concentracion letal media
(CLsp), con un tiempo de exposicion de 96 horas, contandose los organismos muertos
en el transcurso del ensayo, obteniéndose como concentracion 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 CLsp y partiendo de la concentracion 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 agregé el Cd o acuario A
(concentracion 0,00 mg/L de Cd); de igual forma, se establecieron 2 grupos de
organismos sometidos al toxico. Estos grupos se dispusieron de la siguiente forma: un
grupo expuestos a una concentracion de 0,10 mg/L de Cd o acuario B y otro grupo, a
una concentracion 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 exposicion de
15 dias, de igual forma, durante todo el bioensayo se mantuvieron las mismas
condiciones fisicas del periodo de aclimatacién, siendo utilizado un sistema de
ensayo semi-estatico (Ramirez y Mendoza, 2008). Los organismos fueron
alimentados diariamente, se realizd el recambio de 80,00% de agua de mar filtrada,
mediante sifoneo, esto para disminuir los desechos tdxicos metabolicos, donde por
cada recambio se agregaron los volumenes correspondientes de solucion a cada

acuario para mantener las concentraciones iniciales (Nusetti et al., 2004).
Extraccién de la muestra de hemolinfa E. portoricensis

Luego de cumplido el lapso de exposicion se procedio a la obtencidn de la muestra de

hemolinfa. Se removieron con sumo cuidado los ejemplares de los acuarios, luego
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fueron lavados répida 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 punciéon de la membrana artrodial en la base del primer par de
peredpodos con una jeringa de hipodérmica, la hemolinfa extraida fue agregada a
tubos Eppendorf que previamente contenian 5,00pL de anticoagulante EDTA al 10%,
obtenida la muestra de hemolinfa, se procedié a realizar la determinacién de los

diferentes parametros celulares e inmunoldgicos (Antén et al., 2005).

Ensayo de toxicidad subletal para A. brevifilis

Luego del periodo de aclimatacion, 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 CLs, determinada para A. brevifilis
(11, 81 mg/L) por Velasquez-Vottelerd et al. (2015), se tomd una concentracion
subletal de Cd (0,10 mg/L), la cual fue depositada diariamente en los acuarios con los
peces, con un tiempo de exposicion de 15 dias; de igual forma, se mantuvieron las
mismas condiciones fisicas y quimicas del agua empleadas para la aclimatacion para
todos los acuarios, utilizdndose un sistema de ensayo semi-estatico [United States
Environmental Protection Agency (USEPA), 1996]. Al final del periodo de
exposicion, se procedié a tomar las muestras para la determinacion de los pardmetros

inmunoldgicos y sanguineos (Apéndice 2).

Toma de muestra sanguinea de A. brevifilis

Para la obtencion de las muestras, los organismos fueron colocados en agua fria a 10
°C para que se adormecieran y luego se procedié a pesarlos y medirles la longitud
estandar para seguidamente realizar la toma de las muestras sanguineas. El pesaje de
cada organismo fue realizado en una balanza analitica marca Ohaus (+ 0,001g) y
medida su longitud con un ictiometro. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante

cortes del pedinculo caudal, con un bisturi, utilizando jeringas para insulina, las
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cuales, fueron previamente y mediante aspirado, heparinizadas (heparina sodica: 1
000 Ul/mL) para que actuara como anticoagulante. Se cubrieron los ojos y las
branquias del organismo con una toalla de papel empapada en agua fria para
minimizar el estrés, de acuerdo con las Normas para la Utilizacion de Animales en
Investigacion del Fondo Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (FONACYT,
2007; Antdn-Marin et al., 2015). Las muestras sanguineas fueron a su vez colocadas
en tubos Eppendorf con heparina, para su utilizacion en la obtencion de los

parametros hematoldgicos e inmunologicos (Anton, 2014).

Debido a que los objetivos que se perseguian en este estudio tenian 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 habian hecho con anterioridad investigaciones
donde se establecieran estos tipos celulares, ni en A. brevifilis ni en E. portoricensis,
se considerd necesario realizar, previamente, la caracterizacion de los grupos
celulares de ambos organismos, sin embargo, al no ser el objetivo de esta
investigacion, no se incluyeron en el mismo, solo se tomaron los resultados finales de

la caracterizacion celular de los organismos de interés.

Parametros citoldgicos en la hemolinfa de E. portoricensis

Diferenciacion de hemocitos al fresco

Con el proposito de observar las caracteristicas morfologicas de los hemocitos y asi
poder establecer que tipos de hemocitos posee esta especie, se realizd la
diferenciacion celular. Para esto se colocaron 20,00 uL de hemolinfa recién tomada
sobre una lamina portaobjetos limpia y desengrasada, luego se procedié a cubrir la
muestra con una laminilla para asi visualizarla al microscopio con el objetivo de 40X

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

Numero total de hemocitos.
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Para obtener el numero total de células de la hemolinfa se utiliz6 el método de
Riveros (1993), con una modificacién. En un tubo de ensayo se colocaron 0,99 ml de
agua de mar esterilizada y filtrada al cual se le afiadié 10,00 uL de hemolinfa tomada
de los tubos Eppendorf, se mezcld y se procedid a llenar la camara de Neubauer, la
misma fue colocada en camara himeda por 5 minutos, transcurrido este tiempo, se
procedio a contar los hemocitos en los cuatro cuadrantes externos de la camara a
través del microscopio oOptico, bajo el objetivo de 40X. Para obtener el nimero total

de hemocitos por mm?® se utilizé la siguiente formula:
Numero de hemocitos/mm?® = hemocitos contados x 50

Parametros hematologicos de A. brevifilis

Determinacion del porcentaje de hematocrito

Se utilizé el método del microhematocrito. Para esto, se llenaron con sangre tubos
capilares de 75,00 mm de longitud x 12.00 mm de didmetro, se sellaron con
plastilina, luego se sometieron a centrifugacion durante 5 minutos a 10 000 rpm, en
una microcentrifuga. Los tubos de los microhematocritos se leyeron en una tabla
semilogaritmica elaborada para tal fin, los resultados se expresaron como porcentajes
(Blaxhall y Daisley, 1973).

Determinacion de la concentracion de hemoglobina

La concentracion de hemoglobina (Hb) en los peces se determind utilizando el
método de la cianometahemoglobina Para tal fin, se tomaron 20,00 uL de sangre, se
colocaron en un tubo de ensayo que contenia 5 ml de reactivo de Drabkin y se dejo
reposar durante cinco minutos; luego se procedio a determinar la absorbancia en un
espectrofotometro a 540 nm. El resultado se expreso en gramos de Hb por decilitro de
sangre total (g/dL). Para la elaboracion de la curva patrén se utilizé un estandar 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).

Determinacion del contaje total de las células sanguineas (eritrocitos y leucocitos)

El contaje de los eritrocitos, glébulos rojos o hematies se realizd en una camara de
Neubauer, para lo cual se mezclaron 10,00 puL sangre con 1,99 mL de solucion de
Dacie para peces, luego, con una pipeta se tomé de esta solucion y se colocé en el
borde de la camara, hasta llenar el reticulo de la misma, se dejé que los eritrocitos
sedimentaran en camara himeda durante un minuto e inmediatamente se realizé el
contaje de las células sanguineas en un microscopio éptico con el objetivo de 40X.
Los eritrocitos se contaron en 5 cuadrados pequefios del cuadrado central de la
camara. El resultado fue expresado en millones de eritrocitos por milimetros cubicos
de sangre (céls/mm?®) utilizando para ello la formula siguiente (Blaxhall y Daisley,
1973):

Numero de eritrocitos/mm? = eritrocitos contados x 10 000

El contaje de leucocitos o glébulos blancos se realizé, de igual forma, con una cdmara
de Neubauer utilizando reactivo de Turk, para esto se mezclaron 20 ul sangre con
0,38 ml de reactivo, los leucocitos fueron contados en los cuatro cuadrantes laterales
especificos para estos y los mismos fueron expresados como miles de leucocitos por
milimetros cubicos de sangre (céls/mm?®), utilizando para lograrlo, la formula que se

expresa a continuacion:
Numero de leucocitos/mm?® = leucocitos contados x 50
Recuento diferencial de leucocitos

Se realiz6 mediante contaje directo en un frotis sanguineo, el cual fue previamente

secado al aire y fijado con metanol absoluto durante cinco segundos, se utilizo la
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coloracion de Giemsa para peces modificado por Anton (2014); esto para realizar el
reconocimiento, descripcion, y caracterizacion morfoldgica parcial de las células

blancas.

Se fijé el extendido sanguineo en metanol absoluto durante 2 segundos y se dejé
secar rapidamente al aire. Posteriormente, se cubrié con el colorante Giemsa puro y
se dejo actuar durante 4 minutos. A continuacion, se le agregé igual cantidad de agua
destilada tamponada, luego se procedié a soplar suavemente con una pipeta para
mezclar el colorante y el agua hasta que apareciera una pelicula verde metélica sobre
la superficie de la muestra; enseguida se lavé bien con agua corriente (agua de
chorro) y se sec6 al aire en posicion vertical; posteriormente, se observo
microscopicamente con objetivo de 100X para visualizar de forma mas clara la
morfologia de las células. Se contaron 100 células y se expresaron en porcentajes
segun cada tipo celular. Los elementos celulares se identificaron utilizando criterios
citoldgicos definidos por Correa-Negrete et al. (2009) para el blanquillo Sorubim
cuspicaudus, por Salazar-Lugo et al. (2012) y por Anton (2014) para C.

macropomum.

Determinacion de los indices hematimétricos

Los indices hematimétricos relacionan los parametros hematolégicos (hemoglobina,
hematocrito y nimero de hematies), siendo Utiles para comparar las condiciones
fisiolégicas de organismos sometidos a diferentes situaciones experimentales. Se

emplearon las formulas matematicas propuestas por Levinson y McFate (1964):

Volumen corpuscular medio
El volumen corpuscular medio (VCM) corresponde al tamafio de los eritrocitos, es
decir, el volumen que tiene un eritrocito por término medio. Se expreso en fentolitros

(f1) y se calcul6 a través de la siguiente formula:
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VCM = Hto x 10
N2 de glébulos rojos

Hto: Hematocrito; G.R: Globulos rojos.

Hemoglobina corpuscular media

La hemoglobina corpuscular media (HCM) corresponde al contenido de la
hemoglobina que, en promedio, hay en cada eritrocito, se expresé en picogramos (pg)
y se calcul6 a traveés de la formula:

Hb x 10
N2 de glébulos rojos

HCM =

Hb: valor de la concentracion de hemoglobina; G.R: numero de glébulos rojos.

Concentracion de hemoglobina corpuscular media
La concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) se refiere al contenido
medio o concentracion de hemoglobina por unidad de volumen eritrocitario, se

calculé mediante la férmula:

Hb x 100

CHCM =
Hto

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

Determinacion de los parametros inmunolégicos de E. portoricensis

Viabilidad de los hemocitos
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Para determinar la viabilidad de los hemocitos de E. portoricensis se realiz6 la
técnica de exclusion 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 caracteristica que ayuda a
diferenciar unas de otras.

En este procedimiento se mezclaron 20 uL. de hemolinfa con un volumen igual de
azul de tripano (Sigma-Aldrich®, INC. St. Louis, USA) al 0,4% en tubos Eppendorf,
colocandose a 16 °C por 5 minutos. Posteriormente se colocaron 20 mL de la
suspension final en una ldmina portaobjetos, seguido de una laminilla y se procedio a
realizar el contaje de 100 células hemocitarias mediante microscopia de luz, a una
magnificacion de 40X. Se diferenciaron los hemocitos vivos de los muertos, ya que
estas ultimas tomaron una coloracion azul, mientras que los vivos se observaron
refringentes y carentes del colorante en su interior. La viabilidad se expres6 como el
porcentaje (%) de células vivas contadas, utilizdndose para esto la formula abajo
descrita (Antén, 2011).

Numero total de hemocitos vivos

VIABILIDAD = 100

X
Numero total de hemocitos contados (vivos + muertos)

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

Para evidenciar la adherencia celular se utiliz6 la técnica descrita por Anton (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
laminas portaobjetos, perfectamente lavadas y desengrasadas con etanol al 96%. En
cada lamina se depositaron, a cada lado de la misma, dos gotas de hemolinfa recién
tomada. Cada una de las laminas portaobjetos fue colocada dentro de una placa de

Petri provista de papel filtro grueso saturado con agua destilada estéril (camara
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himeda), a temperatura ambiente durante 45 minutos. Pasado este tiempo se
recuperaron los portaobjetos y se elimind con un aplicador y con mucho cuidado, el
coagulo formado, sin tocar o rayar la ldmina, inmediatamente, para eliminar las
células no adheridas, se procedié a lavar con buffer fosfato de sodio, pH: 7,5; gota a
gota y con mucha suavidad. Se seco el exceso de liquido alrededor de los circulos y
se cubrieron las preparaciones con safranina al 0,5%.

Se procedié a colocarlas nuevamente en camara humeda a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Al cumplirse este lapso, las laminas fueron lavadas con buffer
fosfato de sodio (gota a gota y con suavidad) y se dejaron secar al aire. Una vez secas,
se les coloc6 una gota de aceite de inmersion en cada circulo y cada una se cubrié con
una laminilla para ser observadas al microscopio Optico bajo objetivo de inmersion
(100X). Se contaron 100 células por cada circulo, de lo cual se obtuvo un promedio,

expresandose la adherencia en hemocitos por campo (Anton, 2014).

Determinacion de los parametros inmunolégicos de A. brevifilis

Obtencion de leucocitos polimorfonucleares de sangre periférica de A. brevifilis

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) se obtuvieron por modificacion de la
técnica de Mamnur et al. (2002) y Rojas-Espinosa et al. (2024). Se tomaron 20 uL de
sangre total, la cual fue homogeneizada con 1 mL de solucion salina, suplementada
con heparina 0,1%. La suspensién celular se centrifug6 a 5 000 rpm por 5 minutos, se
elimind el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 0,75 mL de buffer fosfato
salino (PBS) 0,15M (pH:7,2), se centrifug6 a 2 500 rpm por 5 minutos, el precipitado
obtenido fue suspendido en cloruro de amonio (0,85%) frio, luego se procedio a dejar
en refrigeracion (4°C) por 1 hora; al término de este lapso, las células se
centrifugaron a 2 500 rpm por 10 minutos, se descartdo el sobrenadante y el
precipitado se lavd 3 veces con PBS frio con sus respectivas centrifugaciones (2 500
rpm por 5 minutos). Al final, el sedimento se mezcl6 con 2 000 pL de solucion salina
fisiolégica y suero bovino fetal y se conservd en tubos Eppendorf a 4°C hasta la

realizacion de las pruebas de viabilidad y de adherencia.

27



Viabilidad celular de los leucocitos

Aqui, los leucocitos se colorearon con una solucion de azul de tripano (Sigma-
Aldrich, INC. St. Louis, USA) al 0,4%. La solucion preparada se filtro en papel
Watman # 3, se conservo en frasco &mbar y bajo refrigeracion. Se mezclaron 50 pL
de solucion de azul de tripano con 50 pL de la suspension de leucocitos, se agitd
durante 20 segundos y luego, con la mezcla, se llen6 una camara de Neubauer para
proceder efectuar el contaje de las células PMN. Este se realizd de la misma manera
que normalmente se cuentan los leucocitos en la cdmara, es decir, contando en los

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

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad mediante la cuantificacién de 100 células; de
ese nimero de células se determind cuantas estaban vivas. Las células vivas se
observaron refringentes, mientras que las muertas tomaron una coloracion azul claro.
Los resultados obtenidos se expresaron en porcentajes de células vivas, utilizando
para ello la misma ecuacion 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 utiliz6 la técnica de Rojas-Espinosa y
Arce-Paredes (2004), modificada por Anton (2014) para células de peces. Por cada
organismo se prepararon 2 portaobjetos de vidrio perfectamente lavados con jabén y
desengrasados con etanol al 96%. Se marcaron en cada portaobjetos con lapiz graso,
2 circulos equidistantes: 1 y 2, de aproximadamente 1 cm diametro. Luego se
depositd una gota de suspension de células en el centro de cada circulo dibujado en el
portaobjetos. Se colocd cada portaobjetos dentro de una caja de Petri y se cubrio la
caja con su tapa provista de papel filtro grueso saturado con agua (camara himeda).
Se procedid a incubar las cajas a 37°C durante 30 minutos y se recuperaron los

portaobjetos, seguidamente se eliminaron las células no adheridas mediante lavado
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con PBS pH 7,2 (gota a gota con mucha suavidad). Se secd el liquido alrededor de los
circulos con papel absorbente y de manera rdpida, 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 Gltimo, se observaron al microscopio
con objetivo de 100X.

Se contaron las células adheridas en cada circulo, por cada uno de ellos, se contaron
50 campos y se obtuvo un promedio de los dos circulos, los resultados se expresaron
en células adheridas por campo.

Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos fueron sometidos al analisis estadistico t-Student, esto con la
finalidad de determinar si existen diferencias en los diferentes parametros evaluados
entre el grupo de organismos expuestos al toxico versus los pardmetros evaluados en
el grupo control de cada una de las especies, de igual forma los mismos fueron
expresados en medias con sus respectivas desviaciones estandar (X+SD) y se
presentaron en tablas, utilizandose, para la realizacion del analisis estadistico, el
programa Excel de Microsoft 365 en ambiente Windows, utilizandose para la toma de

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

Con el propésito de hacer méas entendibles los resultados, se iniciara con los

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

Parametros hemocitarios e inmunoldgicos del crustaceo E. portoricensis.

En el crustaceo E. portoricensis se lograron identificar cuatro tipos de células en
fresco de acuerdo con la forma y la presencia de granulaciones citoplasmaticas,
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 éptico. Ambas células sefialadas 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 éptico. Las flechas punteadas

sefialan las proyecciones citoplasmaticas 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 interrupcion en la continuidad de esta, siendo menos definida
que las observadas en los organismos del grupo control. Asi mismo, fue posible notar
la presencia de proyecciones en la membrana citoplasmatica.

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

distinguir por la abundante presencia de granulos en el nucleo 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 estan 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 nucleo 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 Optico. (A) célula granulosa; (B) célula

semigranulosa; (C) célula hialina; (D) célula semigranulosa ahusada. Aumento: 40X.
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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 mas 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 morfologia, se observa deformacién de las mismas;
ademas es posible notar en muchas de las células expuestas, ruptura de la membrana

celular con liberacion del contenido citoplasmatico 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 Optico (A) célula granulosa, (B) célula semigranulosa, (C)
célula hialina y (D) célula semigranulosa ahusada. Aumento: 40X
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Un estudio realizado por Zapor (2014), indica que el Cd causa dafio, en primera
instancia, sobre la membrana celular reduciendo su permeabilidad para inhibir la
actividad metabolica de las mitocondrias y luego causa trastornos metabdlicos. Es
notable que a mayor concentracion (1,00 mg/L de Cd) del metal, el dafio causado a la
membrana celular de los hemocitos es significativamente mas evidente. Por otra
parte, se considera que las mitocondrias como estructura, son el principal objetivo de
accion 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 quizas esta la razén por la cual se observa el
deterioro de las células expuestas. Asi mismo se piensa que el Cd promueve la
apoptosis, lo que también pudiera explicar los hallazgos obtenidos en esta

investigacion (Fernandez 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
concentracion se evidenciaron alteraciones a nivel de la membrana celular mientras

que en la mayor concentracién empleada, causo la ruptura parcial de la membrana y
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deformacion 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 investigacion, se puede apreciar que
el efecto toxico ocasionado por el Cd a las células de la hemolinfa del crustaceo
evaluado, en si mismo, es dosis dependiente, ademas 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.

NUmero total de hemocitos de ejemplares de E. portoricensis expuestos a
concentraciones subletales de Cd.
En la tabla 1 se muestra el nimero total de hemocitos (hemocitos/mm®) 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 analisis t-Student aplicado al ndmero total de hemocitos
(hemocitos/mm°) 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 X+ DS (hemocitos/mm?®) 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; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas.

Con relacion al contaje celular, en los organismos provenientes del acuario A
(control) se obtuvo un promedio de nimero total de hemocitos de 1812,50 + 66,14
células/smm?, mientras que en los organismos pertenecientes al acuario B (0,10 mg/l
de Cd), el nimero total de hemocitos fue de 3017,50 + 68,13 hemocitos/mm?,

encontrandose diferencias significativas (p<0,05).
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La tabla 2, por su parte, muestra el nimero total de hemocitos (células/mm?®) en la
hemolinfa de ejemplares de E. portoricensis del acuario A (grupo control) y acuario
C (1,00 mg/L de Cd). El estadistico utilizado arrojo diferencias significativas entre
ellos (p<0,05), mientras que por su parte, en la tabla 3, se sefiala el numero total de
hemocitos (células/smma3) 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 analisis estadistico t-Student aplicado al ndmero total de
hemocitos (células/mm®) 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  X+DS (hemocitos/mm°) p
A (Control) 10 1812,50+66,14
0,000332*
C(L00mg/LdeCd) 10 1301,25+16,52

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas.

Tabla 4. Resumen del analisis estadistico t-Student aplicado al ndmero total de
hemocitos (células/mm®) 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 X + DS p
(hemocitos/mm?)

B(0,10mg/LdeCd) 10 3017,50+68,13
6,65E-06*
C(1,00mg/LdeCd) 10 1301,25+16,52

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas.

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

acuarios, muestra que, a mayor concentracion, mayor es la disminucion en el contaje
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celular. Costa et al. (2009), obtuvieron variabilidad en el recuento hemocitario
causada por exposicion a contaminantes toxicos. Lacerda et al. (2006) sugieren que el
Cd tiene un efecto negativo sobre los crustaceos, puesto que puede afectar varios
procesos fisioldgicos y metabdlicos, lo que ocurre cuando los organismos expuestos
no pueden regular las concentraciones internas del toxico y se ven rebasadas sus

estrategias de desintoxicacion y de almacenamiento en formas menos toxicas.

Al realizar el contaje total de hemocitos de los organismos se puede apreciar que a la
menor concentracion utilizada del metal (0,10 mg/L de Cd) se observa un aumento de
hemocitos en comparacion con los valores hallados en los organismos no expuestos o
grupo control (acuario A), atribuyéndose éste a uno de los efectos toxicos del metal.
Este aumento quizas es una respuesta del organismo ante el toxico, posiblemente, con
el propdsito de contrarrestar los potenciales efectos dafinos del Cd sobre la viabilidad

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

Por el contrario, al comparar los resultados obtenidos en los organismos expuestos a
una concentracion mayor (1,00 mg/l de Cd) con respecto a los de los organismos
provenientes del grupo control, se evidencia una disminucién de hemocitos en los
ejemplares expuestos (tabla 3). La disminucion de los hemocitos ante la
concentracion mas alta del metal se puede entender como uno de los efectos
subletales del contaminante, ya que entre los mismos se ven alteradas algunas
reacciones bioquimicas de naturaleza enzimatica, lo cual conlleva a que se afecten
algunos organelos celulares y por lo tanto generar alteraciones a nivel histolégico y/o
a nivel de procesos fisiologicos. Entre las reacciones bioquimicas/enzimaticas
afectadas se encuentra el dafio a mitocondrias, ADN y ribosomas, al respecto, Frias-
Espericueta et al. (2011) indican que metales como cobre, cadmio y niquel tienen

potencial genotdxico.

Autores indican que la disminucién del recuento de hemocitos (hemocitopenia) puede
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ser generada por apoptosis de los hemocitos. La apoptosis 0 muerte celular es una de
las acciones citotoxicas del Cd en diversos organismos, siendo parte del efecto tdxico
que éste le produce al sistema hematoldgico de los animales (Zhukalin et al., 2007,
De Frias et al., 2018).

Debido al dafio oxidativo que genera el Cd, ocurren modificaciones del ADN (). Una
vez en la célula, el Cd presenta citotoxicidad al inhibir el proceso de reparacion del
ADN, la proliferacion celular y las funciones supresoras de tumores, y provoca estrés
oxidativo. Ademas, el Cd inactiva la proteina supresora de tumores p53, que es
importante para la detencién del ciclo celular (para evitar que la inestabilidad que se
encuentra en el genoma se trasmita a las generaciones venideras) y la regulacion de la
apoptosis, se encuentra en el ndcleo de las células y ayuda a controlar la division y
destruccion de las células. evitando el desarrollo de cancer. La via de p53 se conoce
como una red de intercomunicacién de genes y proteinas que responde a diversas
sefiales de estrés, bien sean intrinsecas o extrinsecas, que puede afectar a la
replicacion del ADN vy la division celular. EI Cd tiene la propiedad de inactivar la via
p53, induciendo asi dafio al ADN e inhibiendo la reparacién del mismo (Fernandez 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 disminucién en la produccion de hemocitos debido, muy
posiblemente, al aumento de la concentracion del toxico, indicando que el organismo
a menor concentracion de Cd, genera una respuesta inmune adecuada aumentando la
produccidn celular; sin embargo, al encontrarse expuesto a mayores concentraciones
del contaminante, el dafo celular es quizés, irreparable, lo cual induce a la muerte
celular, provocando de esta manera el descenso evidente del contaje hemocitario

(Harris y Levine, 2005; Frias-Espericueta et al., 2011).
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El contaje total de hemocitos de los ejemplares de E. portoricensis presentd
diferencias significativas por la exposicion al Cd. Este a la concentracion de 0,10
mg/l del metal, provoco un aumento de hemocitos mientras que a 1,00 mg/L, genero
un descenso, lo cual es caracteristico del Cd, producir perturbaciones en la
produccion celular de los invertebrados, pues se han determinado que este metal es
uno de los téxicos que mas variaciones significativas causa en la produccion de
hemocitos (Coles et al., 1995; Le et al., 2017).

Parametros 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 estadistico no demostré diferencias significativas (p>0,05)
entre las medias obtenidas, lo que evidencia que las medias de ambos grupos, con
respecto al parametro evaluado, se comportan de la misma manera, indicando que, al
parecer el toxico, a esta concentracién, no afecta de forma significativa la viabilidad

de las células estudiadas.

Tabla 4. Resumen del anélisis 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 (%) (X + DS) p
A 10 70,00+8,58
0,233801NS
B 10 60,50+10,47

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; %: porcentaje de células
vivas; NS: no hay diferencias significativas.
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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 estadistico t-Student demostrd6 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 (%) (X + DS) p
A 10 70,00+8,58 0,034068*
C 10 53,50%7,94

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; %: 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 estadistico utilizado no encontr6 diferencias significativas
(p>0,05).

Tabla 6. Resumen del andlisis 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 (%) (X + DS) p
B 10 60,50+10,47
C 10 53,50+7,94 0,33051INS

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; %: porcentaje de células
vivas; NS: no hay diferencias significativas

La viabilidad de las células estudiadas presentd solo diferencias en los grupos
pertenecientes al acuario A y C (tabla 5), en el acuario control se registré 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 exposicion 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 existio
significancia, sin embargo, disminuye significativamente al exponerse el organismo a
1,00 mg/I de Cd con respecto al grupo control, lo que evidentemente demuestra que el
Cd, a la concentracién 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 disminucion de la viabilidad de tres lineas 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 mas evidentes a medida que la

concentracion del metal aumentaba.

La viabilidad de las células de la hemolinfa de los ejemplares controles de E.
portoricensis se podria considerar baja si se compara con otras especies u otro tipo de
células, las cuales superan el 80,00% de viabilidad (Anton, 2014; Ravindran et al.,
2017), lo cual indica que posiblemente las células de este organismo son mas fragiles,
tal vez debido a que son més susceptibles a la manipulacion o a cualquier otro agente
estresor. Con respecto a la exposicion al Cd, la viabilidad celular presentd variaciones
significativas, puesto que esta disminuyo gradualmente al aumentar la concentracion
de 0,1 mg/L a 1,00 mg/L de Cd, siendo esto, una de las consecuencias de la
exposicion a este tdxico, haciéndose evidente que el metal, en base a estos resultados,

quizas pudiera generar un desequilibrio en la respuesta inmunoldgica, asi como la
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alteracion estructural de los linajes de las células de la hemolinfa de E. portoricensis
(NUfez y Fernandez, 2011; Geethanjali et al., 2017).

Adherencia celular

Se muestra en la tabla 7 el resumen de la prueba estadistica 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), encontrandose
diferencias significativas (p<0,05) entre los dos grupos comparados. La tabla 8,
refleja el resumen de la prueba estadistica realizada a la adherencia celular de los
organismos del acuario A (control) en comparacion con la adherencia celular
obtenida en el grupo de organismos de E. portoricensis expuestos a 1,00 mg/L de Cd

(acuario C), observandose diferencias significativas entre ambos grupos (p<0,05).

Tabla 7. Resumen de la prueba estadistica 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)

Adherencia p
Acuario N (Células/campo) (X + DS)
A 10 16,00+0,96 -
B 10 2,00+1,71 543E-05

n: muestra; X:media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas

Tabla 8. Resumen del andlisis 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)

_ Adherencia p
Acuario n (Células/campo) (X + DS)
A 10 16,00+0,96 *
A 10 6.00+1 91 0,000408

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas

Asi mismo, la tabla 9 muestra los resultados obtenidos con respecto a la adherencia

de los hemocitos de los organismos expuestos a Cd, reflejando el analisis estadistico

41



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 andlisis 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/I de Cd)

Adherencia p
Acuario N (Células/campo)
(X £ DS)
B 10 2,00£1,71 «
C 10 6,00+1,91 0,044981

n: muestra; X: media; DS: desviacion estandar; p: distribucion estandar; *: diferencias significativas.

Zhukalin et al. (2007) refieren que luego de exponer a una linea celular similar a los
osteoblastos humanos a Cd, se observa que la adherencia celular es mayor tras
aumentar la concentracién de exposicion. En esta investigacion, por el contrario, los
resultados muestran una disminucion 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 dafio oxidativo sobre las células dado por el
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), esta produccion de
ROS es generada por la degradacion de metalotioneinas en los endosomas, liberando
el Cd libre al citosol. El dafio oxidativo provoca modificaciones en el ADN, asi como
dafio en las proteinas 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/-catenina, estas son proteinas encargadas de la adhesion celular (Fernandez
et al., 2003; Johri et al., 2010; Urquiza y Carezzano, 2013), lo cual pudiera ayudar a
explicar la disminucion significativa que se obtuvo en la adhesion celular hemocitaria
en los organismos expuestos a Cd, asi mismo, estudios realizados por Dong et al.
(2009) muestran que el Cd causa disfuncion endotelial con relacion a la funcion de
las integrinas, este hallazgo es importante ya que relaciona el efecto del Cd sobre la
estructura y funcion de una proteina 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 investigacion, evidencia disminucion notoria de las propiedades
de adherencia de sus células hemocitarias, comprometiendo de esta manera una de las
reacciones inmunoldgicas fundamentales para el mantenimiento de la integridad
bioldgica de los organismos, como lo es la fagocitosis, ya que la adherencia es
primordial para que el sistema inmunologico 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 extrafio
0 patogeno al que pudiera enfrentarse, le generara un sistema inmunocomprometido
por la exposicion al Cd, aunado a que este metal, afecta tanto el namero total de
células como la estructura de estas, siendo asi mismo, productor principal de estrés
oxidativo (Nufiez y Fernandez, 2011; Ortega et al., 2022), ademéas de ser un metal
capaz de causar dafio significativo sobre la estructura molecular del colageno,
molécula fundamental en la composicion de las membranas bioldgicas (Wright y
Heggland, 2014).

Es también importante resaltar que estos resultados (adherencia y viabilidad), tienen
relacién con la morfologia 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 pardmetros de viabilidad y
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adherencia, ya que una célula con anormalidades, en una estructura tan fundamental
para su integridad biolégica como la membrana, por razones logicas, no puede
cumplir a cabalidad con sus funciones normales, asi 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 investigacion. De igual
manera, considerando que la adherencia es un mecanismo que forma parte
fundamental de la respuesta inmune, y que depende de la exacta conformacion del
citoesqueleto, la cual a su vez depende en gran medida de la presencia de iones Ca*,
y siendo el Cd un metal que afecta el metabolismo de este ion (Tvermoes et al.,
2011), es muy probable que quizés el metal estd actuando en las células de la

hemolinfa, reflejandose directa y/o indirectamente, sobre estos parametros estudiados.

Todo lo anteriormente presentado, muestra unas condiciones donde se evidencian las
consecuencias de la exposicion al Cd. En la presente investigacion fue posible
observar, directa e indirectamente, las diferentes inducciones que ocasiona el Cd a
diversos niveles (funcional, celular y morfologico), sobre algunos parametros
inmunes, asi como sobre los componentes celulares hematoldgicos de E.
portoricensis cuando es expuesto de forma crénica a una dosis subletal de Cd, lo que
ejemplifica lo afirmado acerca de la complejidad del modelo de accién del Cd, ya que
muchas rutas y procesos estan, por lo general, sumamente involucrados e

interrelacionados (Antén, 2014).

Todos estos resultados permiten inferir que las concentraciones de Cd utilizadas en
esta investigacion para el crustaceo E. portoricensis, ocasionan alteraciones evidentes
en los pardmetros hematologicos e inmunologicos evaluados, lo que causaria muy
probablemente, comprometimiento de la respuesta inmune innata celular de estos

organismos.

B) Resultados de los parametros hematologicos y celulares del pez A. brevifilis
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Descripcion morfoldgica parcial de las células leucocitarias de A. brevifilis

Debido a que, hasta la fecha, no se habia realizado la descripciéon de las celulas
blancas de esta especie, se considerd necesario hacer esta definicion parcial de las
mismas ya que de esta manera se pudo dar una mejor idea del efecto del metal sobre
ellas, complementando asi, los hallazgos obtenidos.

En este estudio, la descripcion parcial de la morfologia de los glébulos blancos
permitié identificar cuatro (4) tipos de células diferentes (figura 7), las cuales se
clasificaron como células granulociticas de tipo neutrofilo (A) y basofilas (B);
adicionalmente, se identificaron células semejantes a los linfocitos (células

linfociticas) (C) y células semejantes a los monocitos (D).

Figura 7. Frotis con coloracién de Giemsa proveniente de ejemplares controles de A.
brevifilis. Las flechas negras sélidas largas sefialan los tipos leucocitarios, la flecha
solida corta gruesa sefiala un eritrocito y la flecha negra punteada un trombocito. (A):
célula granulocitica de tipo neutréfilo; (B): célula granulocitica de tipo basofila; (C):
la flecha sefiala una célula linfocitica; (D): célula monocitica. Aumento 100X.
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Morfologia general de los leucocitos de ejemplares de A. brevifilis expuestos a
0,1mg/L de Cd.
La figura 8 muestra imagenes 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 neutréfilo: se distinguen perturbaciones de la
membrana citoplasmatica; (C) y (D): células linfociticas, las flechas sefialan
proyecciones citoplasmaticas; (E): célula monocitica; (F): célula con protuberancias o
vesiculas en la membrana citoplasmatica (flechas continuas), las flechas discontinuas
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sefialan las estructuras semejantes a gemaciones. Coloracion: Giemsa. Aumento:
100X

En la figura 8 es posible notar que las células, en comparacion con las celulas
controles, presentan una serie de anormalidades, siendo una de las més resaltantes, la
pérdida de continuidad de la membrana celular (figura 8A y 8B), asi como la
presencia de abundantes proyecciones citoplasmaticas en las células del tipo linfocito
y monocitica (figura 8C, 8D y 8E), ademas de la presencia de unas células con unas
caracteristicas 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 Anton (2014) en glébulos blancos provenientes de
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pronefros de ejemplares de C. macropomum expuestos a Cd, atribuyendo este
hallazgo, en términos generales, a la accién que tiene el Cd sobre algunas proteinas

de union de membrana, como las integrinas y cadherinas.

Lo observado en esta investigacion con respecto a los leucocitos de los organismos
expuestos, pudiera también atribuirse al efecto directo del Cd sobre las proteinas de
unién. Las caderinas e integrinas son glicoproteinas transmembrana, dependientes del
calcio (Ca), las mismas, son responsables de las uniones célula-célula y cuya funcion
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 interaccion se da a través de unas proteinas citosolicas 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 proteinas, 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 razén por la
cual se observen las alteraciones mostradas en las membranas de los leucocitos. Asi
mismo, el Cd, por si solo, actia como radical libre, causando también
simultaneamente, peroxidacion lipidica, la presencia del Cd dentro de la célula
aumenta la produccion de ROS por dafios causados a organelos, especificamente a las
mitocondrias, las cuales son altamente sensibles y vulnerables a metales pesados, lo
que a su vez trae como consecuencia la peroxidacion de lipidos de la membrana
celular, provocando alteraciones en la permeabilidad, o la pérdida de la integridad de
la membrana plasmatica y el resto de los organelos celulares, en resumen, la
consecuencia de la exposicion a Cd in vivo es la estimulacion de la produccién de

ROS en la cadena de transferencia de electrones mitocondrial y la inhibicion de la
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actividad NADPH oxidasa en la membrana plasmatica (Heyno et al., 2008; Dong et
al., 2009; Cuyper et al., 2010).

Los &cidos 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 &tomos de hidrogeno de los fosfolipidos que la componen, aunque el hidroxilo
original se ha inactivado, se forma un radical lipidico que puede reaccionar con el
oxigeno para originar el radical peroxilo (R-OO), este puede reaccionar con otros
acidos grasos de la membrana, formando mas radicales lipidicos, mientras él mismo
se transforma en hidroperdxido (R-OOH), el que en presencia de varios complejos
metalicos como el Cd puede descomponerse en mas radicales, incluyendo entre ellos
al radical hidroxilo, lo que provoca un fendmeno de expansion del dafio, en el que se
considera que la lipoperoxidacion se ha propagado (Halliwell y Aruoma, 1991),
siendo entonces este otro mecanismo, lo que quizas, también pudiera explicar la
alteracion de la morfologia de los leucocitos observada en este estudio, implicando

que el metal tiene efectos tdxicos sobre los tejidos leucopoyéticos.

En los peces, los valores de los pardmetros hematoldgicos producto de la exposicion a
Cd varian, estos cambios no estan siempre directamente relacionados con las
concentraciones de los metales y el tiempo de exposicién (Witeska et al., 2010), ya
que estas variaciones pueden ser el resultado de la translocacion de Cd dentro del
organismo (Edward et al., 2013), lo cual trae como consecuencia que tenga accion
toxica en varias vias reguladoras y/o metabdlicas, deteriorando las funciones de estas.
En esta investigacion se puede notar que el Cd, no sélo afecta a las células circulantes
de la sangre como lo sefialan 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 linfociticas y disminuyen las células de tipo neutréfilas luego del periodo de
exposicion, sino que el Cd también interfiere con el desarrollo y morfologia de los

leucocitos, como se pudo observar en los frotis.

Datos recabados en relacion con los efectos hematopoyéticos de los metales pesados
en los peces y mamiferos, sefialan que estas sustancias son citotdxicas 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; Anton-Marin,
2022)

La presencia de las proyecciones citoplasmaticas en las células observadas en el
presente trabajo, concuerdan que el estrés genotoxico puede provocar muerte celular
tanto apoptdtica como necrética, dependiendo de la intensidad del tratamiento.
Durante la apoptosis las células muestran una contraccion nuclear, citoplasmatica y
fragmentacion de la cromatina; mientras la membrana muestra yemas redondeadas
(vesiculas extracelulares), las llamadas "bubbles cells", las cuales son estructuras
caracteristicas del proceso de apoptosis, aunque aun se desconoce su funcion real, se
las ha relacionado con procesos metastasicos (Anton 2014; Wang y Cheng, 2015; Wei
y Shaikh, 2017).

Parametros hematoldgicos
En la tabla 10 se presentan los valores de los diversos parametros hematologicos
determinados en ejemplares de A. brevifilis expuestos a de 0,1 mg/L de Cd, asi como

en los organismos controles.
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Tabla 10. Resumen de la prueba estadistica t-Student aplicada a los diferentes
parametros hematoldgicos hallados en ejemplares de Ancistrus brevifilis controles y
expuestos a una concentracion subletal de 0,1 mg/L de Cd.

Parametros Control Expuestos p

(X+ DE) (X + DE)
Hemoglobina (g/dl) 10,32+ 1,86 511+0,91 0,00009*
Hematocrito (%) 29,85+ 4,87 19,85+ 7,33 0,00132*
Glébulos rojos *
(106cels/mm3) 3,73+0,83 2,72 £0,42 0,01871
Globulos — blancos 539, 4 1047,75 3987 + 58513  0,01243*
(céls/mm?)
Células  granulociticas -
de tipo neutréfilo (%) 48,57 + 6,24 29,57 £+ 8,50 0,00058
Células monociticas (%) 32,57 + 7,06 34,28+ 10,11  0,79193 NS
Células linfociticas (%) 18,71 £ 4,34 34,00 + 9,20 0,00323*

X: Promedio; DE: desviacion estandar; *: diferencias significativas; NS: no significativo, g/dl: gramos
por decilitros; %: porcentaje; céls/mm®: células por milimetros cdbicos; 10° céls/mm?: millones de
celulas por milimetros cubicos; p: < 0,05.

El presente estudio revelé que en comparacion con el grupo control, en el pez A.
brevifilis la exposicion a 0,1 mg/L de Cd durante 15 dias, causa una reduccion
significativa de los pardmetros hematoldgicos, tales como la Hb, el Hto asi como el
contaje total de glébulos rojos y de glébulos blancos. Estos resultados estan en
concordancia con los de Gill y Eppel (1993) y Karuppasamy et al. (2005), quienes
encontraron un descenso significativo en los glébulos rojos, de la Hb, asi como del
Hto, en la anguila americana Anguilla rostrata y en el pez Channa punctatus,

correspondientemente, después de la exposicion 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 dias mostraron una disminucién apreciable en sus glébulos
rojos, de la concentracién de Hb y del porcentaje del Hto. Resultados semejantes
también fueron observados en un estudio realizado en el pez dulceacuicola C.

macropomum expuesto a Cd por Salazar-Lugo et al. (2011), quienes igualmente
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obtuvieron disminuciones de los mismos parametros.

En los peces, el Cd es bien conocido por inducir toxicidad en las células sanguineas, a
menudo dando lugar a anemia e inmunosupresion (Seong-Gil et al, 2004; Witeska et
al, 2009, 2010). La reduccidn de los pardmetros hematol6gicos anteriormente citados,
luego de la exposicidn a niveles sub-letales de Cd, podria deberse a la destruccion de
los globulos rojos maduros y/o, a la inhibicion de la produccion de los mismos debido
a una reduccion de la hemosintesis lo que a su vez, produce una hematopatologia o
causa una crisis hemolitica aguda, lo que conlleva a una anemia severa y a una
liberacion 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 exposicion cronica al Cd, en el pez A. brevifilis,
posiblemente también se relacione con la accion directa de este metal sobre los
centros hematopoyéticos, que en los peces se encuentra especialmente en el rifion
anterior o cefalico, principal 6rgano de acumulacion del Cd en estos organismos
(Aitio y Tristcher 2004; Antén, 2014).

El Cd induce estados de anemia en diferentes organismos, considerandose para ello
varios mecanismos: a) Por hemolisis debido a una disminucion en la capacidad de
deformabilidad de los glébulos rojos (Kunimoto et al., 1985), esto es debido a que el
Cd se acumula en los glébulos rojos afectando el citoesqueleto, lo que ocasiona la
destruccion prematura de los mismos por el bazo; b) por deficiencia de Fe, ya que
compite con la absorcion del Fe duodenal (Hamilton y Valberg, 1974; Horiguchi,
2007), y c) por la anemia renal derivada de la disminucién en la sintesis de la
eritropoyetina (EPO) (Horiguchi et al., 2010), la cual es una hormona glicoprotéica
eritroide especifica, producida en los rifiones y que se encarga de regular el volumen
de glébulos rojos; Horiguchi et al. (2006), proponen que los tres mecanismos se
desarrollan interdependientemente con el Fe, siendo este metal un factor comun en

estos; por otro lado, Azziz et al. (2015) determinaron que el Cd puede inducir un
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desorden conformacional de la molécula de Hb a nivel de su estructura terciaria y
cuaternaria, esto causado por la sustitucion del Fe por Cd en la molécula de Hb, lo
que, légicamente, impide el uso eficiente del Fe durante la sintesis de la Hb
(Horiguchi, 2007).

En los organismos expuestos a 0,1 mg/L Cd los hallazgos, en cuanto a la
concentracion de Hb, el porcentaje de Hto y concentracion 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
disminucion de estos en los ejemplares del pez A. brevifilis expuestos a Cd (3 987 +
585,13) en comparaciéon con los organismos controles (5 391+ 1047,75),
encontrandose diferencias significativas (p= 0,01243), una posible explicacion es que
podria deberse a dafios del tejido leucopoyético, al respecto, Salazar-Lugo et al.
(2010) demostraron dafios a nivel del rifion cefalico del pez C. macropomum
inducidos por la exposicion al Cd, de la misma forma, Antdon-Marin et al. (2015)
demostraron, en ese mismo organismo, que el Cd tiene efectos nocivos sobre el rifidn
cefélico, alterando tanto a los precursores maduros como a los progenitores
primitivos hematopoyéticos, induciendo apoptosis celular y/o necrosis del tejido
hematopoyético en si, sefialando la afectacion significativa de este tipo de células
sanguineas debido a la exposicién 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 dependia del tiempo de exposicion al toxico, asi como de la concentracion.
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En cuanto a los tipos de glébulos blancos que se presentaron en mayor nimero en los
ejemplares de A. brevifilis controles, fueron las células granulociticas de tipo
neutrofilos (48,57+6,24), seguidas de las monociticas (32,57+7,06), luego las
linfociticas (18,71+4,34) y en menor proporcion, las células granulociticas de tipo
basofilas (0,14+0,37), mientras que en los peces expuestos al Cd se presentd
disminucion significativa en las células granulociticas de tipo neutrofilos (29,57 +
8,50; P=0,00058*) y un aumento en las linfociticas (34,00 £ 9,20; p=0,79193%*); sin
embargo, no se presentaron diferencias significativas en las células monociticas (tabla
2). Estos resultados concuerdan con los de Salazar-Lugo et al. (2009), en el cual hubo
un aumento de las células linfociticas y disminucion de las granulociticas de tipo
neutrofilo en el pez C. macropomum expuesto a Cd, contrario a los resultados
encontrados por Moura et al. (1994), en donde se presentd una disminucion de

linfocitos circulantes en C. macropomum expuesto a Cd.

Los resultados obtenidos en esta investigacion indican que, posiblemente, estos tipos
celulares responden a perturbaciones de naturaleza quimica, tal como el Cd, lo cual
puede llevar al pez a un estado de estrés y por consiguiente a la aparicion de
patologias que pudieran desencadenar en un desequilibrio funcional del principal
organo encargado de producir los leucocitos. En tal sentido, este hecho puede que sea
producto de un mecanismo de defensa activado por los 6rganos leucopoyéticos del
pez en un intento por equilibrar la cantidad de glébulos blancos circulantes, los cuales
se han visto seriamente perjudicados por la accion del Cd, ocasionando a su vez, la

alteracion de las funciones normales de los drganos 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 exposicion al Cd, por ende, se encuentra debilitado o vulnerable ante cualquier

agente extrafio.
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En la tabla 11 se muestra el andlisis t-Student aplicado a los valores promedios de los
indices 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 concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM) no se

hallaron diferencias significativas

Tabla 11. Resumen estadistico 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

Control Expuestos
Parametros (X £DS) (X£ DS) p
Hemoglobina corpuscular media (pg) 3,87+0,65 1,88+ 0,25 0,00678*
7
Volumen corpuscular medio(fl) 8,22+ 1,22 ,09+187 0,21087 NS

Concentracion ~ de  hemoglobina 34 28+1 60 28.06+7,79 0,07733 NS
corpuscular media (%)

X: Promedio; DS: desviacion estandar; *: 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 exposicion al Cd se produjo un aumento en el VCM, a
diferencia del HCM, donde hubo disminucion significativa y la CHCM que no
mostré diferencias significativas ante la exposicion al Cd con relacion al grupo
control. En tal sentido, a la vista de los resultados obtenidos en esta investigacion, se
podria sefialar que se presenta una anemia hipocrémica, esto puede deberse a que, tras
la exposicion al Cd, en los peces, ocurren dafios a nivel de la hemoglobina, ya sea
disminucion de la sintesis de la molécula o en el plegamiento de la misma, ya que el

Cd causa dafio a niveles de ciertos organelos celulares como los ribosomas
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encargados de la produccién de globinas y las mitocondrias, encargados de producir
el grupo hemo, asi mismo el Cd puede desplazar el i6n ferroso (Fe?*) causando
anormalidad en la conformacion estructural de esta proteina de transporte, o también
causar alteraciones a nivel de los tejidos y 6rganos que impiden la normal maduracion
y produccion de eritrocitos debido a una hematopoyesis ineficiente (Karupassamy et
al. 2005; Chatterjee y Saxena, 2015).

Con respecto al analisis realizado a los valores obtenidos para la viabilidad de los
glébulos blancos, asi como los de adherencia de PMN a superficies en ejemplares de
A. brevifilis controles y expuestos a 0,1 mg/L, la prueba estadistica demostro

diferencias significativas entre ambos parametros 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.

Parametros Control Expuestos p
(X + DE) (X + DE)
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*

X: Promedio; DE: desviacion estandar; 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
sanguineas en comparacion 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 inmunotdxico bajo
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la exposicion al Cd lo que podria inducir la muerte celular, impidiendo que las
mismasv cumplan con funciones inmunoldgicas posteriores como la quimiotaxis,
adherencia y fagocitosis ante agentes externos. Al respecto Velasquez-Vottelerd et al.
(2015), trabajando con la especie Ancistrus exponiéndola a la misma concentracion
subletal de Cd, determinaron disminucion de la viabilidad mitocondrial (VM) y
afeccion en los tioles solubles en acido (TSA), lo cual puede indicar que hubo
aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que conlleva,

invariablemente, a un aumento en el estrés oxidativo.

Las mitocondrias son unos organelos esenciales para la generacion de ATP, estan
involucradas en otros procesos como la generacién natural de especies reactivas del
oxigeno (ROS), la muerte celular y los procesos de envejecimiento (Chaiyarit y
Thongboonkerd, 2009). Se cree que la funcion mitocondrial estd altamente
sintonizada y propensa al dafio por metales pesados (Adiele et al., 2010). La
presencia de metales como el Cd, aumentan de manera transcendental la produccién
de ROS, lo que resulta en la peroxidacion de lipidos, la escision del ADN
mitocondrial y la inhibicion de la sintesis de ATP, lo que conlleva a dafio
mitocondrial e induccion 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 esta 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 relacién 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 hepaticas en ratas, donde presumen que la disminucion de la respuesta
fagocitica en las modalidades evaluadas (adherencia celular) se debe a una respuesta

toxica no especifica ante el Cd relacionada con sus propiedades fisicoquimicas, entre
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las que se encuentran la afinidad por los grupos sulfidrilos (-SH), hidroxilos (-OH) y
carboxilo (-COOH) encontrados en las biomoléculas y a su accion competitiva con
otros elementos funcionalmente esenciales, tales como Zn, Fe y Ca, provocando asi la
inhibicidn de las enzimas y las estructuras de ciertas proteinas claves que participan

en el proceso de adhesion celular (Mousa, 2004).

Dong et al. (2009), realizaron un estudio donde mostraron que el Cd causa disfuncion
endotelial con relacion a la funcion de las integrinas y las caderinas; dicho
descubrimiento es relevante, ya que relaciona el efecto del Cd sobre la estructura y
funcién de proteinas 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 disminucion de Ca 'y Mg en peces expuestos a Cd, los cuales son metales
fundamentales para el buen funcionamiento de estas proteinas, 1o 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 disminucion de la efectividad de la misma, haciendo
gue los organismos sean mas propensos a infecciones, lo que en consecuencia podria
conducir a patologias y/o a una eventual muerte del organismo afectado (Anton,
2014).

De igual manera, el posible aumento de las ROS, conlleva a su vez, a dafar, las
proteinas que intervienen en el proceso de adhesion, como por ejemplo, las integrinas,
las cuales son sensibles a los cambios en el nanoambiente de los lipidos de membrana
(Akin et al., 2019), en consecuencia, alteradas estas proteinas, las células disminuyen
su capacidad de adhesion y por lo tanto, de migracion, lo que afecta de forma directa,
al proceso de fagocitosis, deteriorando, seguramente, la efectividad de la misma,

situacion que condenaria al organismo a sufrir de diversas patologias, 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 patdgenos (Anexo 3).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demuestran el efecto perjudicial
que causa el Cd sobre los pardmetros hematoldgicos e inmunoldgicos evaluados en el
pez A. brevifilis expuestos a una dosis subletal de Cd, sino también sobre el
tegumento de los organismos de estudio. EI hecho que se evidenciaran alteraciones en
la concentracién de eritrocitos y de Hb, denota la capacidad que tiene el metal de
alterar de forma sustancial estos pardmetros en el pez, provocando cuadros de
anemia, conllevando esta situacion, muy posiblemente, a la afectacion de la salud
general de los organismos, lo que impediria a éste, poder desarrollarse de forma
satisfactoria; de igual manera, el efecto del Cd sobre las respuestas celulares
evaluadas, relacionadas con la capacidad inmunoldgica (concentracién de leucocitos,
adherencia y viabilidad), segin los observaciones obtenidas a lo largo de la presente
investigacion, pudieran sefialar la alteracién 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 bioldgica asi 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 vias, quizas 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 morfologia de los hemocitos
de E. portoricensis, sugieren, que el efecto del Cd, en el lapso evaluado, es, para esta

especie, toxico-dependiente.

E. portoricensis exhibio cierta capacidad de respuesta celular para enfrentar la
presencia del toxico, sin embargo, al sobrepasarse esta capacidad, el metal afect6 de

forma negativa esta respuesta.

La exposicion a las dos concentraciones de Cd utilizadas, en el tiempo evaluado,
alteran la funcionabilidad del proceso de fagocitosis de los hemocitos de E.
portoricensis, 1o que por ende ocasionaria, la depresién del sistema inmune del
crustaceo, dejandolo indefenso ante cualquier agente patdgeno y/o oportunista,

afectando asi, 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, asi 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 disminucion del contaje de los leucocitos en los individuos expuestos al metal,

evidencia el efecto del toxico a esa concentracién y durante el tiempo estudiado sobre

el linaje leucopoyético de A. brevifilis.
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Las alteraciones de los parametros inmunoldgicos 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 perturbacion 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

BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Emerita portoricensis

Aclimatacion: 7 dias
Exposicion: 15 dias

n= 60 organismos
10 organismos / acuario

3 3 | [
0,00 mg/L Cd 0,10 mg/L Cd ‘ 1,00 mg/L Cd
REPLICAS
Ry Rg | Rc
| |
0,00 mg/L Cd 0,10 mg/L Cd 1,00 mg/L Cd

Toma de muestra (hemocianina)

I

REALIZACION DE PRUEBAS CELULARES E INMUNOLOGICAS
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Anexo 2.- Esquema del bioensayo para A. brevifilis

BIOENSAYO DE TOXICIDAD EN Ancistrus brevifilis
Aclimataciéon: 7 dias
Exposicion: 15 dias

n= 16 organismos
4 organismos / acuario

Control Expuestos
n=4 =4
0.00 mg/L de Cd 0.10 mg/L de Cd
REPLICAS
RC RE
n=4 n=4
0,00 mg/L de Cd 0.10 mg/L de Cd

Toma de muestra sanguinea

|

REALIZACION DE PRUEBAS CELULARES E INMUNOLOGICAS
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Anexo 3.- Ejemplares de A. brevifilis luego de la exposicion a 0,10 mg/L de Cd.
Notese las zonas decoloradas (sefialadas con flechas punteadas) que presentan los

organismos.
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(E. portoricensis y A. brevifilis) entre el grupo de organismos expuesto versus el
grupo control, se utiliz6 un t-Student. Los resultados obtenidos para E.
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0,10 mg/l de Cd y una reduccion de estos en los expuestos a 1,00 mg/l de Cd. Las
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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,
evidencidndose que la exposicion 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 especimenes expuestos a 0,10 mg/l de Cd y
1,00 mg/l de Cd, lo que generaria también la disminucion de la capacidad de
fagocitosis del crustaceo y por consiguiente la competencia de la respuesta inmune,
dejdndolo expuesto a cualquier agente externo. Por otra parte, los resultados
obtenidos con respecto a A. brevifilis, la exposicion a 0,1 mg/L de Cd versus el
grupo control, causa una reduccion significativa de los pardmetros hematoldgicos,
tales como la Hb, el Hto asi como el contaje total de glébulos rojos y de glébulos
blancos, en el porcentaje de células granulociticas del tipo neutrofilas y linfociticas,
asi como en el HCM; de igual manera, con relacién a la adherencia y a la viabilidad
celular. Todos estos hallazgos permiten concluir que, posiblemente el Cd causé
algun tipo de efecto deletéreo sobre los parametros evaluados, por lo que se
considerd que los resultados obtenidos a lo largo de la presente investigacion,
indican que el efecto del Cd sobre las respuestas celulares relacionadas con la
capacidad inmunoldgica y hematopoyética de estas celulas, muestran la alteracion
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, ademas de
causar anemia, producir alteraciones en el sistema hematopoyético e inmune innato
del pez, y por consiguiente, puede comprometer su integridad biolégica y por lo
tanto, derivar en disminucion 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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CONSEJO UNIVERSITARIO
RECTORADO

CUN°09S
Cumand, 04 AGD 208

Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009defed|n 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por

unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestién.

MUNVERSERuAERBIRYE

SISTEMA DE B\BUZAECA
RECIBI00 POR =5
,chwwmng —"'

Cc.C:

austedalosﬁnescmstgwemes

Interna, Consultoria Ju.ndacu. Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
’ Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformadtica, Coordinacién General de Postgrado.

JABC/ YGC/ maryja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefix: 4008043 / Cumand - Venezusla
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del IT Semestre 2009, segin comunicaciéon CU-034-2009): “Los trabajos de grados
son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados
para otros fines con el consentimiento del Concejo de Nucleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.

-

W/

Profa. Yante Aplon

AUTOR
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