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Prélogo

Rafael Torronteras Santiago

Este libro surge como reconocimiento y modesto homenaje a la Biologia en Huelva. A esa Biologia
con mayusculas que los miembros, en su mayoria biélogos, del Departamento de Biologia Ambiental
y Salud Publica de la Universidad de Huelva, quisieron cultivar, poner en valor y desarrollar con la
constitucién de dicho departamento y desde él. En este curso 2020/21 se han cumplido 20 afios de la
creacion de ese querido departamento y que, desgraciadamente, fue eliminado en 2016 con motivo de
las restricciones econdmicas impuestas por el Plan de Refinanciacion de la Universidad. Dicho Plan
supuso la fusién y desaparicion de muchos departamentos, entre ellos el nuestro.

Para los bidlogos de aquel Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica de Huelva era
importante visibilizar, de manera institucional, la importancia y el gran valor de los estudios de Bio-
logia en la provincia de Huelva y, ademas, hechos desde su Universidad.

La configuracion del Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica se fue fraguando des-
de que en 1997 (hace 25 afios) empezaron a llegar a la Universidad de Huelva un grupo importante
de nuevos profesores de Biologia. Y ello fue posible gracias a la implantacion de nuevos estudios en
nuestra Universidad, como los de Ciencias Ambientales (curso 1996/97). Asi se fueron contratando
y se fueron formalizando plazas de profesorado universitario en 4 grandes areas de conocimiento:
en Biologia Animal (Zoologia), Biologia Celular, Biologia Vegetal (Botanica), y Ecologia.

No obstante, y en honor a la verdad, hay que decir que la presencia de los estudios de Biologia
y de profesionales de la Biologia (bidlogos y bidlogas) en la institucion universitaria de Huelva no era
nueva con la creacion de este departamento, aunque si era la primera vez que su presencia se con-
solidaba de manera institucional con departamento de biologia, a la vez que se hacia mas numerosa.

Los primeros biélogos y bidlogas en los centros universitarios de Huelva estuvieron impartiendo
sus conocimientos en la Escuela del Profesorado de E.G.B. de Huelva (antigua “Escuela Normal”), al
principio dependiente de la Universidad de Sevilla y que se alojé en las instalaciones de lo que hoy
conocemos como Campus de Cantero Cuadrado, y que son las dependencias actuales del Rectora-
do de la UHU. En esa Escuela Universitaria de Profesorado de E.G.B. se impartian especialidades de
Ciencias Humanas, Literatura, Preescolar, Idiomas y Ciencias. Esta ultima especialidad incluia tres
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grandes disciplinas, cada una integrada en un “Seminario” propio: “Seminario de Fisica y Quimica”,
“Seminario de Matematicas” y “Seminario de Ciencias Naturales”.

El Seminario de Seminario de Ciencias Naturales estuvo integrado originalmente por D? Librada
Vazquez Dominguez (licenciada en Ciencias Naturales y Catedratica de Escuela Universitaria), D*
Francisca Fernanda Fernandez lllescas (licenciada en Ciencias Bioldgicas y Titular de Escuela Uni-
versitaria) y D® Ana Maria Wamba Aguado (licenciada en Ciencias Bioldgicas y Titular de Escuela
Universitaria), a los que se unieron D. Carlos Gonzalez y Diaz de la Cortina (licenciado en Geologia y
Titular de Escuela Universitaria) y D. Miguel Angel Lépez Pefia (licenciado en Ciencias Bioldgicas y
Titular de Escuela Universitaria, que tras varios afios en Huelva obtuvo una plaza en la Universidad
de Sevilla). Tras la marcha de D. Miguel Angel Lépez Pefia, se incorpord el profesor D. Francisco Cor-
doba Garcia, como Catedratico de Escuela Universitaria, y al afio siguiente se incorporé el también
profesor D. Juan Carlos Pérez Quintero, como Titular de Escuela Universitaria.

Desde aqui también nuestro mas profundo y eterno reconocimiento, admiracién y agradecimien-
to a todos ellos por promover la ensefianza y el conocimiento de la Biologia, y especialmente por
hacerlo en tiempos dificiles donde la escasez de recursos y medios era habitual.

Con la creacion de la Universidad de Huelva en 1993 y la adscripcion de la Escuela de Magis-
terio a la UHU, los miembros (bidlogos y bidlogas) del “Seminario de Ciencias Naturales” de dicha
Escuela se incorporaron a distintos departamentos de la nueva universidad. La profesora D® Ana
Wamba Aguado y el profesor D. Carlos Gonzalez y Diaz de la Cortina se adscribieron al “Departa-
mento de Didacticas Especiales”, mientras que los profesores, D? Francisca Fernanda Fernandez
lllescas (Botanica), D. Francisco Cérdoba Garcia (Biologia Celular), y D. Juan Carlos Pérez Quintero
(Zoologia) se integraron en la plantilla del Departamento de Ciencias Agroforestales, difuminandose
asi su presencia entre una inmensa mayoria de profesionales y areas de la ingenieria, adscritas a
ese mismo departamento.

En 1997 con la implantacién de nuevas titulaciones, como la de Ciencias Ambientales, comien-
zan a incorporarse un mayor numero de bidlogos en el departamento de Ciencias Agroforestales, a
distintas areas de conocimiento.

Asi, al area de Ecologia se incorporan los profesores Eloy M. Castellanos Verdugo, Francisco
Javier Jiménez Nieva y Carlos Javier Luque Palomo. En el area de Biologia Celular se incorporan,
ademas del mencionado profesor Francisco Cérdoba Garcia, los profesores Rafael Torronteras San-
tiago, Francisco J. Navarro Roldan y Antonio L. Canalejo Raya. En el area de Botanica, ademas de
la mencionada profesora Francisca F. Fernandez lllescas se incorporan los profesores Adolfo F.
Mufoz Rodriguez y Pablo Hidalgo Fernandez. Y, finalmente, en el area de Zoologia se incorporan
ademas del profesor Juan Carlos Pérez Quintero, los profesores José Prenda Marin y Javier Calzada
Samperio.

Este grupo de bidlogos y bidlogas no solo se fueron incorporando a las distintas areas de co-
nocimiento que luego dieron origen a la creacién del Departamento de Biologia Ambiental y Salud
Publica, junto al area de Medicina Preventiva y Salud Publica, sino que también fueron creando y/o
incorporandose a distintos grupos de investigacién de la Universidad de Huelva, y adscritos al Plan
de Investigacioén, Desarrollo e Innovacion de la Junta de Andalucia (PAIDI). Asi nos encontramos con
la participacion de estos biélogos y bidlogas en los siguientes grupos de investigacion:

BIOLOGIA DE HUELVA
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GRUPO BIO-282: Respuestas y Adaptaciones Celulares Frente al Estrés Ambiental.
Dirigido por Francisco Cérdoba Garcia y con la participacion entre otros miembros
de Rafael Torronteras Santiago, Antonio L. Canalejo Rayay Pablo Hidalgo Fernandez.

Grupo RNM-324: Biologia de las Aguas Epicontinentales.
Dirigido por José Prenda Marin, y con la participacion entre otros miembros de Juan
Carlos Pérez Quintero.

GRUPO RNM-311: Ecologia y Medio Ambiente.
Dirigido por Eloy M. Castellanos Verdugo, y con la participacion entre otros miembros
de Carlos J. Luque Palomo.

GRUPO RNM-358: Marismas y Playas.
Dirigido por Adolfo F. Mufioz Rodriguez, y con la participacion entre otros miembros
de F. Javier Jiménez Nieva y Javier Calzada Samperio.

GRUPO SEJ-523: Prevencién de Riesgos Laborales.
Con la participacion entre otros miembros de Francisco J. Navarro Roldan.

Muchas han sido las investigaciones que estos profesores y profesoras han realizado desde
que empezaron a incorporarse a la Universidad de Huelva, y terminaron por constituir hace 20 afos
el Departamento de Biologia Ambiental y Salud Publica. De ello, da buena cuenta las numerosas
y prestigiosas publicaciones y articulos cientificos de sus curricula. Este libro sobre la Biologia de
Huelva supone todo un esfuerzo por mostrar parte de esos estudios bioldégicos en esta provincia.
Cada uno de los distintos profesores de biologia, y atendiendo a sus areas de conocimiento, han de-
dicado uno de los capitulos de este libro a temas como la flora, la fauna, la vegetacion, la ecologia,
los espacios naturales, la microbiologia y las caracteristicas ambientales de Huelva.

Asi, en el Capitulo 1, se presentan “las bacterias extremofilas de los rios acidos de Huelva”. Es-
tas bacterias son responsables en gran parte del denominado Drenaje Acido de Rocas —cuando no
se considera el efecto antropogénico- o del Drenaje Acido de Minas —cuando su intensidad depende
de las explotaciones mineras-, fenédmeno por el cual se originan estas corrientes de agua caracteri-
zadas por su acidez, color, y transporte de una variedad de metales. Estas bacterias tienen cada dia
mayor interés en la industria biometalurgica. En otro sentido, la eliminacién de metales de diversos
residuos tiene también el interés cada vez mayor de mejorar la calidad ambiental y favorecer un
desarrollo sostenible.

BIOLOGIA DE HUELVA 13
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En el Capitulo 2 se nos habla de “una microalga del rio Tinto que aporta beneficios para la salud”,
y donde se evalua la capacidad antimicrobiana de algunos extractos obtenidos a partir de la microal-
ga Coccomyxa onubensis (C. onubensis), un microorganismo extremofilo aislado de drenajes acidos
de la zona minera del rio Tinto (Huelva, Espafia). Asi mismo la biomasa de esta microalga es rica en
proteinas, lipidos, hidratos de carbono, antioxidantes y vitaminas, y, por lo tanto, su posibilidad de
servir como alimento para animales también ha sido estudiada.

El Capitulo 3 nos aporta una sintesis de la flora de la provincia de Huelva que posee una flora
de plantas vasculares que reine unos 1700 taxones, o que supone una riqueza alta por su posicion
en un importante punto caliente de biodiversidad mundial. La singularidad de su flora es muy alta
debido al gran niumero de endemismos que contiene, lo que determina que posea un numero muy
elevado de especies protegidas incluidas en el Catalogo de Especies Amenazadas de Andalucia.
En Huelva habitan 10 taxones en peligro de extincion y 27 vulnerables, a los que hay que afadir 21
incluidos en el régimen de proteccion especial.

El Capitulo 4 se dedica a la vegetacion general de Huelva porque esta provincia es la de mayor
superficie arbolada de Andalucia, aunque la mayoria de estos bosques proceden de plantaciones
forestales, algunas muy antiguas. No obstante, aln conserva grandes extensiones de vegetacion
natural derivada de los enormes bosques mediterraneos de encina y alcornoque que poblaban la Pe-
ninsula Ibérica. Se pueden identificar distintos tipos de encinares y alcornocales dependiendo de la
litologia y el bioclima. Con respecto a las plantaciones forestales, son muy frecuentes las de pinares
y eucaliptares. Finalmente, en el corazén de la sierra, existen abundantes castafares, introducidos
desde hace siglos para la explotacion de su fruto y la madera.

El Capitulo 5 nos habla de los hongos: ecologia y biodiversidad en ecosistemas litorales de Huel-
va. En este capitulo nos centramos en la biodiversidad fungica y su importancia en el funcionamien-
to de los ecosistemas terrestres onubenses, aspecto que ha permanecido hasta la fecha sumido en
una importante laguna de conocimiento, usando como ejemplo 70 especies diferentes de hongos
(aunque se citan un total de 292 especies distribuidas por los diferentes érdenes y las principales
familias de este reino), seleccionadas entre las mas representativas y/o singulares de la comarca del
litoral onubense.

En el Capitulo 6 se presenta un ejemplo de las muchas investigaciones ambientales realizadas
en Huelva y dedicada a la monitorizacién del estrés ambiental en el medio acuatico mediante la eva-
luacion de biomarcadores inducidos por cadmio en Carassius auratus (Linneo, 1758). La contamina-
cion en el medio acuatico es un problema cada vez mas serio y que va en aumento. Los organismos
acuaticos, pueden acumular los xenobiéticos del agua contaminada o de la cadena tréfica. En peces
expuestos a bajas concentraciones de un metal como el cadmio, muy presente en los drenajes en
Huelva, se produce una bioacumulacién en los tejidos asociada a la induccion de estrés oxidativo y
el desarrollo de dafo genotoxico. Los biomarcadores tempranos de exposicion y efecto utilizados
en este estudio aparecen como herramientas Utiles para la biomonitorizaciéon de la contaminaciéon
ambiental en el medio acuatico.

El Capitulo 7 nos habla de los moluscos dulceacuicolas de Huelva. La fauna de invertebrados
de Huelva ha sido, en general, poco estudiada. Existe gran cantidad de informacion acerca de la
estructura de las comunidades en entornos emblematicos como el Parque Nacional de Dofiana o el
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Paraje Natural Marismas del Odiel, pero del resto de la provincia de Huelva sélo se conocen mosai-
cos aislados. En este capitulo se recapitula informacién sobre 12 familias, 30 géneros y 32 especies
(26 autoctonas y 6 introducidas).

El Capitulo 8 nos descubre los anfibios y reptiles de la provincia de Huelva. En él se presentan
las especies estudiadas a lo largo 36 afios de salidas al campo para la confeccion del Atlas Herpeto-
I6gico de la Provincia de Huelva, y paralelamente, el Atlas Herpetolégico de Andalucia. Se hace una
breve resefia de cada una de las especies y se aportan fotografias de las mismas. En total son 43
las especies presentes en la geografia onubense, de ellas 13 son anfibios, 9 son quelonios, cinco de
las mismas son tortugas marinas que deben ser tratadas como especies divagantes, y un galapago
americano introducido, pero con poblaciones estables y perfectamente aclimatada, 12 saurios, 1
anfisbénido y 8 ofidios.

El Capitulo 9 se centra en la ictiofauna continental onubense. Los peces continentales son los
vertebrados mas diversos y los mas amenazados. En total se aporta informacién sobre 96 locali-
dades continentales, la mayoria fluviales, en las que se han registrado 38 especies de peces, de
las que 18 son de distribucion primaria, es decir, estrictamente continentales. Esta extraordinaria
ictiofauna estéd expuesta a un grave riesgo de extincién, como se puede comprobar a partir de las
extinciones locales registradas en este trabajo. De aqui se deduce que se deben redoblar los esfuer-
zos de proteccion de los habitats acuaticos.

El Capitulo 10 nos descubre los mamiferos en Huelva. Esta provincia posee 23 espacios prote-
gidos, entre ellos un Parque Nacional, dos Parques Naturales, ocho Parajes Naturales, un Paisaje
Protegido, tres Reservas Naturales y una Reserva Natural Concertada. Entre todos los espacios pro-
tegen el 30% del territorio de la provincia de Huelva. Pero o que es menos conocido es que Huelva
es también rica y diversa en mamiferos. Como relata este capitulo, se han citado en la provincia
hasta 72 especies distintas de mamiferos y 51 son comunes: seis especies de insectivoros, ocho
especies de roedores, dos de lagomorfos, 19 especies de murciélagos, tres especies de ungulados,
10 de carnivoros y tres cetaceos. No en vano la provincia cuenta con seis areas ZIM, Zonas Impor-
tantes para los Mamiferos de Espafa.

El Capitulo 11 esta dedicado a la ecologia del litoral onubense (1): marismas mareales. Las ma-
rismas mareales son ecosistemas unicos, de alto valor ecoldgico, que ofrecen bienes y servicios que
trascienden del ambito geografico local y repercuten tanto a escala regional como global. Huelva
es rica en estos ecosistemas. Los organismos son mayoritariamente haléfilos y sus productores
primarios exclusivamente especies haléfitas, con adaptaciones que les permiten vivir en estos am-
bientes. A escala regional, las marismas, son zona de cria, guarderia y alimentacion de numerosas
especies animales en el Golfo de Cadiz, algunas de interés comercial. A escala global, las marismas
onubenses estén mundialmente reconocidas por su importancia ornitolégica, fundamentales para
las aves de humedales que, en sus rutas migratorias, encuentra en las marismas de Huelva puntos
de alimentacién, descanso y reproduccion.

Y el Capitulo 12 nos habla de la ecologia del litoral onubense (2): sistemas dunares. Los sistemas
dunares costeros son ecosistemas de transicién de distribucién mundial. Si bien estan cefidos a
una pequefa franja del litoral, aportan importantes bienes y servicios ecosistémicos. Sin embargo,
son espacios sometidos a una enorme tensién ambiental debido a la gran demanda por parte del
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hombre para establecer instalaciones y realizar otros usos y actividades en su territorio (vivien-
das, paseos maritimos, vias de comunicacién, agricultura, balnearios, etc.). Se consideran espacios
amenazados y llegando incluso a su eliminacién. La mayor parte de la costa de la provincia de
Huelva dispone de una inmensa riqueza de sistemas dunares, con diferentes formaciones geomor-
folégicas. Dunas blancas, bosques litorales y dunas méviles forman parte de los sistemas dunares
de un enorme valor natural.

Esperamos que el lector disfrute con esta Biologia de Huelva que aqui le hemos querido mos-
trar y, sobre todo, poniendo de relieve el altisimo valor bioldgico, ecolégico y medioambiental de
la provincia de Huelva, asi como visibilizar y reconocer el trabajo que los biélogos y biélogas de la
Universidad de Huelva realizan desde que empezamos a incorporarnos a ella.

Finalmente, queremos agradecer a la Universidad de Huelva, al Vicerrectorado de Extension
Cultural y al Servicio de Publicaciones de la Universidad que hayan facilitado y posibilitado que este
libro pueda ver la luz para conocimiento por parte de todos los onubenses de la riqueza de su tierra,
de su naturaleza. Nos mueve también a ello el favorecer su proteccion, defensa y conservacion. Y, al
mismo tiempo, que este libro sirva también de estimulo a todos aquellos apasionados por la Biologia
y no duden en lanzarse a su estudio y conocimiento.

BIOLOGIA DE HUELVA
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Monitorizacion del estrés ambiental en el medio acuatico mediante la evaluacion
de biomarcadores inducidos por cadmio en Carassius auratus (Linneo, 1758)

Yoselin Roa Aravena |l Antonio L. Canalejo Raya |l Rafael Torronteras Santiago

RESUMEN

La contaminacién en el medio acuéatico es un problema cada vez mas serio y que va en aumento. Los organismos
acuaticos, pueden acumular los xenobiéticos del agua contaminada o de la cadena tréfica. El cadmio es un metal
que puede alcanzar el medio acuatico y producir efectos adversos en los organismos debido a su alta toxicidad,
incluso en baja concentracién. Es por este motivo que es de gran importancia la monitorizacién ambiental de
este metal por medio de bioensayos. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos téxicos tempranos del
cadmio sobre peces de la especie Carassius auratus (L), mediante el desarrollo de bioensayos de laboratorio
con diferentes concentraciones (0,01; 0,1 y 1 mg/L) y analizando biomarcadores de exposicion y efecto como, la
deteccion histologica de labioacumulacién de Cd en los érganos branquias e higado mediante la tincion de Ditizona,
el dafio genotéxico mediante el test de micronucleos y la induccién de estrés oxidativo mediante la cuantificacion
de dafo oxidativo (peroxidacién lipidica) y de la respuesta antioxidante [enzimas superéxido dismutasa (SOD)
y catalasa (CAT)]. Los resultados obtenidos mostraron que las tres concentraciones de cadmio provocaron la
acumulacién del metal en los dos érganos estudiados. Asi mismo, se observé un aumento en la cantidad de
micronucleos en los eritrocitos de los peces expuestos a la mayor concentracién de cadmio (700%, respecto al
control). Ademas, se pudo identificar dafio oxidativo con la medida de la peroxidacién lipidica, un aumento del
72% (branquias) y del 90% (higado) en los niveles de hidroperoxidos frente al control en los peces expuestos a
1 mg/L de cadmio. En relacién con la respuesta antioxidante, la actividad SOD presenté un aumento del 67%
(branquias) y 98% (higado) frente al control en los peces expuestos a 1 mg/L. En el caso de la CAT, el aumento
fue significativo desde la menor concentracién en branquias, aumentando un 32% frente al control, y en la mayor
concentracion en higado (en un 68%).

En conclusién, este estudio muestra que en peces expuestos a bajas concentraciones de cadmio se produce una
bioacumulacion del mismo en los tejidos que se asocia con la induccién de estrés oxidativo y el desarrollo de dafio
genotéxico. Ademas, estos efectos ocurren de manera muy rapida, detectandose a las 96 horas de exposicion. Por
ello, los biomarcadores tempranos de exposicion y efecto utilizados en este estudio aparecen como herramientas
utiles para la biomonitorizacién de la contaminacion ambiental por este metal en el medio acuatico.

PALABRAS CLAVE
Peces, biomonitorizacién ambiental, biomarcadores, ecosistemas de agua dulce, Carassius auratus, metales
pesados, estrés oxidativo, cadmio, alteraciones histopatoldgicas, histoquimica.
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| Proélogo

El grupo de investigacion de “Respuestas y Adaptaciones Celulares frente al Estrés Ambiental”
(Grupo BI0-282 de la Junta de Andalucia) que constituimos entre otros miembros, bidlogos del area
de Biologia Celular de la Universidad de Huelva, lleva trabajando desde sus inicios en la activacién
y efectos del estrés oxidativo, el cual puede ser producido en condiciones de estrés ambiental. Los
seres vivos (tanto vegetales como animales) tienen diversos mecanismos de defensa para hacer frente
al estrés oxidativo.

Los mecanismos celulares antioxidantes son un eficaz sistema de defensa frente a distintos tipos de
contaminantes (incluidos los metales pesados) y también son una excelente herramienta como biomar-
cadores de alerta temprana. Por tanto, el gran interés que tiene el estudio de la influencia de los metales
pesados en los ecosistemas terrestres y acuaticos no se limita solo a la calidad ambiental, es decir, a
conocer los niveles de contaminantes en suelos, aguas y/o sedimentos, sino ademas esos estudios se
pueden aplicar a conocer el impacto que producen dichos xenobidticos (metales incluidos) sobre los
organismos vivos. Nuestro grupo ha realizado estudios tanto en modelos vegetales y animales.

Inicialmente, nuestro grupo de investigacién se centroé en los estudios en especies vegetales, con-
cretamente en Spartina densiflora (Brong) y en Erica andevalensis (Cabezudo & Rivera). Y Ultimamente,
en dos especies animales de gran interés comercial como son la lubina y la dorada, con el objetivo
general de conocer y desarrollar en ellos bioindicadores de contaminacién metalica. Asi, nuestra fina-
lidad radica en el conocimiento sobre la capacidad que los metales pesados pueden tener de alterar
o producir lesiones en diferentes células, tejidos u 6rganos y en el conocimiento de los mecanismos
antioxidantes que poseen y que puedan establecerse como Utiles biomarcadores tempranos del dafio
oxidativo causado por xenobioticos ambientales. Estos procesos estan influidos por la biodisponi-
bilidad metalica, por lo que también es importante el conocimiento geoquimico de estas sustancias
toxicas en los ecosistemas, incluyendo la especiacion metélica.

Spartina densiflora (Brong) es una planta haléfila que ha colonizado las marismas del rio Odiel
(Huelva), que presentan altos niveles de metales (Fe, Ni, Cu, Pb, Zn, As, Cd,...) debido a la histérica
actividad minera en la cuenca y a la cercania de un polo industrial petroquimico. Entre los metales
destaca la elevada concentracion de Fe en sedimentos. Sin embargo, en este medio Spartina den-
siflora, una graminea de origen sudamericano, prospera con éxito, colonizando nuevas areas y des-
plazando a especies nativas. Nuestras investigaciones demostraron que esta habilidad para coloni-
zar ambientes pro-oxidantes y competir con especies autéctonas esta relacionada con la posesion
de mecanismos no enzimaticos (del acido ascoérbico), asi como con la modulacion de mecanismos
enzimaticos muy eficaces como defensa antioxidante. Por otra parte, en el caso de Erica andeva-
lensis (Cabezudo & Rivera) se trata de una especie vegetal endémica del sudoeste de la Peninsula
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Ibérica capaz de crecer en suelos muy afectados por la actividad minera (escorias de minas, riberas
de los rios Tinto y Odiel, etc.), sin competencia vegetal en estas zonas que muestran un alto rango de
contaminacion metalica, especialmente por cadmio (Cabezudo and Rivera, 1980; Nelson et al., 1985;
Soldevilla et al., 1992; Asensi et al., 1999; Marquez-Garcia and Cordoba, 2010). Nuestros estudios
en el laboratorio confirmaron que esta especie es capaz de reproducirse y crecer en presencia de
altos niveles de metales (cadmio), gracias a la activacion de su maquinaria enzimatica antioxidante
sumamente eficaz.

Finalmente, en los Ultimos aflos nos hemos interesado por la relaciéon entre ambientes contami-
nados por metales pesados y aquellas patologias de peces relacionadas con estos contaminantes
[Myers et al., 1994; Blasco et al., 1999., Gonzalez de Canales et al., 2001; Oliva et al., 2009; entre
otros]. Los peces son muy sensibles a muchos contaminantes y los cambios patolégicos que sufren
permiten definir la toxicidad de un ecosistema y establecer el peligro potencial que poseen los conta-
minantes que existen en él [Moiseenko y Kudryavtseva, 2001]. La presencia de lesiones en estructuras
organicas de peces ha sido observada en ambientes contaminados por metales, asi como en peces
tratados experimentalmente con ellos [Arellano et al., 1999]. Numerosas alteraciones observadas en el
sistema vascular y las malformaciones durante su desarrollo larvario han sido asociadas a procesos
de contaminacion (Crespo, 1993). Asi, se han descrito numerosos efectos histopatolégicos produci-
dos por sustancias téxicas en diferentes 6rganos de peces [Domitrovic, 2000; Cerqueira y Fernandes,
2002; Mazon et al., 2002; Ortiz et al., 2003; Monteiro et al., 2005; Vigliano et al., 2006; Oliva et al., 2007
y 2009]. Nuestros trabajos han evaluado la presencia del dafio inducido por metales (Cu, Pb, As) en
peces obtenidos en zonas costeras de Huelva y Cadiz, y mantenidos en el laboratorio, con la intencién
de encontrar biomarcadores moleculares Utiles de este dafio a diferentes niveles (actividades enzima-
ticas, cuantificacion de dafios celulares y genotoxicidad). Concretamente, nuestros datos muestran
que en ambientes particularmente contaminados, estos metales en concentraciones subletales son
capaces de generar lesiones histopatolégicas, una importante actividad enzimatica antioxidante y un
elevado potencial genotédxico en los peces, incluso con concentraciones metdlicas y tiempos de expo-
sicién mucho maés bajas que las encontradas medioambientalmente, hasta tres veces mas bajas que
las establecidas por las agencias reguladoras. El registro de la actividad enzimatica antioxidante de
determinados tejidos animales, asi como el uso de test de micronucleos en células sanguineas pue-
den considerarse unos biomarcadores de alerta temprana apropiados para monitorizar la toxicidad y
genotoxicidad inducida por metales pesados en ambientes acuaticos naturales o artificiales.

Como muestra de nuestros estudios os dejamos con el siguiente trabajo de investigacién inédito,
realizado con una especie animal, Carasius aurata (L.).
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[1]

Introduccion

La polucién en el medio acuatico es un problema cada vez mas serio y que va en aumento. Los
organismos acuaticos, incluyendo peces, acumulan los xenobio6ticos del medio, directamente del agua
contaminada o indirectamente a través de la cadena alimenticia (Ameur et al., 2015), lo cual causa
dafios a nivel histolégico y fisiolégico que, en condiciones extremas, desencadenan su muerte. Por lo
tanto, conservar el buen estado del medio acuatico garantiza la supervivencia y conservacion de las
especies que lo habitan.

La presencia en el medio de concentraciones nocivas de algunos elementos quimicos es un tipo
especial de degradacién que se denomina contaminacion. El contaminante, en general, tiene un efecto
adverso sobre los organismos. Por su origen puede ser geogénico o antropogénico (Galan y Romero,
2008). Los efluentes industriales, la eliminacion de aguas residuales, la lixiviacion del suelo y la lluvia
son los principales fuentes de metales pesados en el medio acuatico (Arellano et al., 1999); ademas
de la emisidn de residuos domésticos o la aplicaciéon de fertilizantes y pesticidas que favorecen la
contaminaciéon por metales pesados (Sanchez Moyano et al., 2005). Los metales son la causa principal
de toxicidad en las masas de agua y constituyen un amplio grupo de contaminantes acuaticos por su
capacidad bioacumulable y no degradable, ademas de su biodisponibilidad y su toxicidad (Velma y
Tchounwou, 2010).

Entre los metales considerados muy téxicos se encuentran Ag, As, Bi, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd,
Pt, Sb, Se, Sn, Te, Ti, y Zn (Galan y Romero, 2008). Muchos metales son esenciales para el crecimiento
y desarrollo de plantas, animales y seres humanos, como son el Na, K, Ca, Fe, Zn, Cu, Ni, Mo, Se, V,
Zn y Mn. Las dianas celulares principales del proceso toxicolégico de los metales son las proteinas,
las membranas celulares, organulos y ADN. Los efectos toxicos de los metales pueden producirse por
la interaccion directa entre el ion metalico libre y su diana (Ferrer, 2003). Por otro lado, los metales
pueden participar de forma directa o indirecta en la formacién de Especies Reactivas del Oxigeno (en
adelante, EROs), llevando a las células al estado de estrés oxidativo, lo cual se asocia con efectos
toxicos a diferentes niveles. Ademas, los metales pueden generar mutaciones (dafio genotoxico) y la
consiguiente carcinogénesis, debido a que estos se intercalan o forman uniones covalentes con el
ADN sin ser reparado antes de la replicacion (Javed et al., 2017).

El cobre, zinc, arsénico, plomo y cadmio son metales que se encuentran disueltos normalmente en
el medio acuatico y se encuentran definidos en las normativas de calidad de las aguas, tanto marinas
como de rios. Muchos de estos metales son absorbidos y acumulados por los peces e incorporados a
la cadena tréfica, causando problemas serios a la salud en los consumidores finales, como el hombre
(Figueroa, 1998).

[1.1]
El cadmio (Cd)

El cadmio es un elemento quimico de numero atémico 48 y masa atémica 111,40; su simbolo en
la tabla periddica es Cd. Es un metal pesado, blanco azulado, ductil y maleable. En algunos aspectos
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puede ser muy similar al zinc. Su estado de oxidacion mas comun es +2. Ademas, puede presentar
el estado de oxidacién +1, siendo muy inestable. El Cadmio es un metal traza, no es esencial en las
funciones bioldgicas de los organismos, siendo toxico para las plantas, los animales y los humanos
en pequefas concentraciones.

| 1.1.1| El cadmio en el medio ambiente

El cadmio esta considerado como uno de los 126 contaminantes principales por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Waisberg et al., 2003). Este metal es uno de los prin-
cipales agentes toxicos asociado a contaminacién ambiental e industrial, pues reune cuatro de las
caracteristicas mas temidas de un téxico: a) efectos adversos para el hombre y el medio ambiente, b)
bioacumulacién, c) persistencia en el medio ambiente y d) dispersion (Ramirez, 2002).

El Cd puede alcanzar el medio ambiente de forma natural a través de los minerales del suelo,
fuegos forestales, emisiones volcanicas, y actividades humanas como la mineria, productos contene-
dores de metales, fertilizantes y por la combustién de gasolina. El cadmio puede producir efectos ad-
versos debido a su alta toxicidad, incluso en baja concentracién, y a su bioacumulacion en la cadena
alimenticia (Pereira et al., 2016). Este metal es mas téxico en agua dulce, ya que en agua salada forma
compuestos que son menos biodisponibles para los organismos (Bradl, 2005).

La meteorizacion de la roca madre es la via geogénica principal de liberacién del Cd al ambiente.
Por otra parte, el aumento y la mayor intensidad de la mineria y otras actividades humanas, como fer-
tilizantes o la industria electrénica son la actual causa de las elevadas concentraciones ambientales
de cadmio (Gramlich et al., 2018). El Cd puede formar complejos solubles con sustancias humicas
provocando que no se reduzca su toxicidad como ocurre con otros metales. Por su parte, las fuentes
principales del cadmio en el agua son los efluentes provenientes de fabricas de electrogalvanizados,
petroquimicas y de la lixiviacién de depdsitos geoldgicos. Una de las principales formas de incorpo-
racion de este metal a la cadena alimentaria es a través de la dispersion en el suelo y aguas hasta
las plantas y animales marinos. El ser humano incorpora al organismo aproximadamente un tercio del
cadmio al que esté expuesto con los alimentos de origen animal que consume y dos tercios de origen
vegetal (Anton y Lizaso, 2001).

| 1.1.2| Efectos téxicos del cadmio en peces

El Cd representa un problema ecoldégicamente significativo debido a su capacidad de acumularse
en organismos vivos y causar cambios morfopatolégicos. El cadmio produce efectos similares en los
peces y en los humanos, los cuales incluyen deformaciones del sistema esquelético y dafio en el fun-
cionamiento del rifdn.

En peces se ha mostrado que se acumula principalmente en el rifidn, higado y branquias, cau-
sando cambios patologicos en los 6rganos citados (Giari et al., 2007). En peces expuestos al Cd se
observaron cambios como hiperplasia del epitelio lamelar primario y secundario, separacion del epi-
telio respiratorio, necrosis e hipertrofia epitelial, telangiectasia lamelar e hiperplasia de células cloro,
encargadas de la captacién y liberacion de Ca y Cl para la osmorregulacién (Arellano et al., 1999). En
el higado, se encontraron cambios en los hepatocitos como son cuerpos mieloides, dafio en las mito-
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condrias, dilatacion del reticulo endoplasmatico y un numero elevado de lisosomas y autofagosomas
(Giari et al., 2007).

Tanto el Cd como el As, el Hg y el Pb tienen en comun la capacidad de incrementar la produccion
de radicales libres y de disminuir la disponibilidad de reservas antioxidantes del organismo, convirtien-
do al estrés oxidativo en un componente clave en las consecuencias fisiopatoldgicas generadas por
estos metales (Jomova y Valko, 2011).

[1.2]
Test de micronucleos inducidos (MNi)

El ensayo de micronucleos fue desarrollado por W. Schmid en 1975, e inicialmente se propuso
para llevarlo a cabo en la medula ésea del ratén; posteriormente, la técnica se ha utilizado en una gran
variedad de tejidos y especies, y en la actualidad se le utiliza ampliamente (Zufiga y Gomez, 2006). El
test de micronucleos es un ensayo para determinar el dafio genotoxico provocado por distintas sus-
tancias quimicas y elementos fisicos. Mediante este test se puede determinar el dafio causado por los
agentes mutagénicos sobre los cromosomas, identificando cromosomas rezagados y/o fragmentos
(Martinez, 2005). Los micronucleos son aglomeraciones de cromatina que se parecen al nicleo princi-
pal y son vistos como pequefios nucleos en el citoplasma de las células. Es un tipo de nucleo de menor
tamafo, en comparacién con el que se encuentra habitualmente. Se puede identificar facilmente a
través de la microscopia optica en las células después de obtener una muestra de sangre, previamente
preparada y con tincion de Giemsa al 5%, facilitando observar la cantidad de micronucleos presentes
en los eritrocitos (Carranza, 2011).

[1.3]
El estrés oxidativo

En las especies aerobias, aquellas que necesitan del oxigeno para poder realizar sus funciones
vitales, durante el metabolismo aerobio se pueden generar moléculas muy toxicas llamadas Espe-
cies Reactivas de Oxigeno (en adelante, EROs) y que se caracterizan por ser compuestos altamente
reactivos.

El estrés oxidativo ocurre cuando se genera un desequilibrio entre la generacion de EROs y la
capacidad antioxidante, pudiéndose crear un dafo celular, desatar trastornos fisiolégicos y propiciar
que se produzcan sucesos patolégicos (Yu, 1994). Las EROs se caracterizan por ser compuestos alta-
mente reactivos, ya que poseen uno o varios electrones desapareados en su molécula.

| 1.3.1| Las especies reactivas de oxigeno (EROs)

Las EROs pueden ser radicales libres y especies no radicales y se producen debido a alteracio-
nes en la reduccion tetravalente del oxigeno molecular (O,) a agua (H,0) en las mitocondrias. Asi, se
pueden formar distintos radicales del oxigeno parcialmente reducidos y altamente inestables (reac-
ciones 1-4).
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(1) Reduccion univalente: O, +e — O, (radical superoxido)
(2) Reduccién bivalente: O, +e +2H"+H,0 — H,0, (peroxido de H)
(3) Reduccién trivalente: H,O0,+e +H* — OH°* (radical hidroxilo)

(4) Reduccion tetravalente: OH® + e + H* — H,O

Los metales de transicion con capacidad oxidorreductora como el Fe*? o el Cu*, pueden acelerar
la generacién de EROs al actuar como catalizadores de la reaccién de Fenton (reaccién 5) que a su vez
esta integrada en el ciclo de Haber-Weiss (reaccion 6) (Halliwel, 2006).

(5) Reaccion de Fenton: Cu?2+0,” — Cu'"+0,
Cu'+HO, — Cu?+0,
(6) Reaccion de Haber-Weiss: H,O, + O, — OH + OH* + O,

(7) Reaccion global: Cu?+0,” +H,0, - Cu*?+OH* + O,

El ion superoxido (O,™) es un radical libre, que en condiciones normales se produce en pequefias
cantidades en la cadena respiratoria aerébica. Por otro lado, puede ser sustrato, metabolito inter-
mediario o metabolito final de algunas reacciones enzimaticas. Los principales dafios causados por
el superéxido en sistemas biolégicos son 1) la destruccién de centros metalicos de proteinas, 2) la
oxidacién de cadenas laterales de lipidos y aminoacidos y 3) la formacién de otras especies reactivas,
como el radical hidroxilo y el peroxinitrito (Jiménez et al., 2005). Su toxicidad es indirecta, ya que se
fundamenta en que puede sufrir una conversién hacia otras especies derivadas del oxigeno que son
muy reactivas y dafinas, tales como el radical hidroxilo (OH®).

El peréxido de hidrogeno (H,0,) no se considera un radical libre porque no posee electrones
desapareados en su capa de valencia y, aunque es la forma menos reactivas de las EROs, presenta
una serie de caracteristicas que lo hacen especialmente relevante en el proceso de estrés oxidativo:
1) su vida media es de 1 milisegundo (ms), superior a la de otras EROs; 2) participa en numerosas
reacciones que generan radicales libres; 3) tiene la capacidad de unirse a pequefias moléculas como
aminoacidos, nucleétidos y acidos nucleicos; y 4) puede generar dafio oxidativo en puntos de la célula
alejados de su lugar de producciéon debido a que presenta carga eléctrica neutra, lo que le impide ser
compartimentado por las células y le confiere la capacidad de atravesar facilmente las membranas
biologicas. Por otro lado, la peligrosidad del H,O, también reside en que es precursor directo del radi-
cal hidroxilo, la especie reactiva de oxigeno mas peligrosa que se conoce (reaccioén 3).
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El radical hidroxilo (OH®) es una de las especies quimicas mas reactivas que se conocen. A tempe-
ratura celular (37°C), su vida media es aproximadamente de 9-10 segundos, inferior al de otras EROs,
lo cual le impide interaccionar con moléculas alejadas de su lugar de produccion. Por esta razon, el
OH* reacciona sin especificidad alguna oxidando moléculas préximas. La elevada reactividad que
presenta, asi como la inexistencia de mecanismos enzimaticos celulares que la eliminen, hacen que
evitar su formacion sea una estrategia muy importante (Vranova et al., 2002).

| 1.3.2| El dafio oxidativo

La peroxidacién lipidica o lipoperoxidacién es una constatacion fisica del dafo celular provocado
por radicales libres y hace referencia a la degradacion oxidativa de los lipidos. En este proceso, los
radicales libres capturan electrones de los lipidos de las membranas celulares y en la mayoria de los
casos afecta a los acidos grasos poliinsaturados debido a que contienen multiples dobles enlaces,
entre los cuales se encuentran los grupos metileno (-CH2-) que poseen hidrégenos particularmente
reactivos.

La peroxidacion lipidica de membranas consiste en un proceso que se produce en tres fases fun-
damentales:

Fase |l oiniciacion: el proceso se inicia cuando las EROs, sobre todo el radical hidroxilo
(OH*), extraen atomos de hidrogeno a las cadenas alifaticas de los acidos grasos
de las membranas celulares, provocando la formaciéon de un radical lipidico bastante
inestable (R) y H,0,.

Fase Il o propagacion: en esta fase, el radical lipidico reacciona con oxigeno molecular,
generandose radicales peroxilos, hidroperéxidos (ROOH), perédxidos ciclicos y radicales
alcoxilicos lipofilicos.

Fasellloterminacion: losradicales formados en la fase anterior, que tampoco son estables,
pueden reaccionar con un nuevo acido graso, dando lugar a un nuevo radical lipidico y a
hidroperoxidos lipidicos. Asi mismo, los hidroperdxidos (ROOH) pueden descomponerse
en varias especies reactivas incluyendo aldehidos como el malondialdehido (MDA),
alcanos, epoxidos lipidicos y alcoholes, constituyendo la mayoria toxicos y mutagenos

activos.

(1 ROO*+RH — ROOH +R,
@ Ry +0, —» ROO°

(3 R,00*+R,H — ROOH+R,
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(4 ROOH + Me*" — RO* + Me *n-1

(65) ROOH + Me*"" — R,00° + Me*"

Otro de los efectos deletéreos principales derivados del estrés oxidativo es el dafio genotoxico.
El dafio oxidativo da lugar a la modificacion quimica de las bases. El material genético tiene zonas
con un alto grado de susceptibilidad para el ataque por OH*, incluyendo las bases nitrogenadas y
el esqueleto azucar-fosfato. Asi, este radical es responsable de la hidroxilacién, de la apertura del
anillo y de la fragmentacion del DNA (Kelly et al., 1998), lo que tiene serias consecuencias en el desa-
rrollo de mutaciones y carcinogénesis, o en la alteracion de la expresion de genes (Rodriguez-Perén
et al., 2001).

| 1.3.3| El sistema antioxidante

A lo largo de la evolucién los organismos han desarrollado mecanismos de defensa frente al
estrés oxidativo. Estos mecanismos intentan prevenir la produccién de EROs, detener o retardar la
reaccion de oxidacion en cadena inducida por éstas y reparar los dafios que causan a las macromo-
léculas. Estos mecanismos antioxidantes pueden diferenciarse en dos grupos: de tipo enzimatico y
no enzimatico.

El sistema antioxidante enzimatico constituye la primera y mejor linea de defensa contra los radi-
cales libres. Estd compuesto por una gran variedad de actividades enzimaticas capaces de desactivar
selectivamente diferentes tipos de EROs, entre las que destacan la superdxido dismutasa (SOD) y la
catalasa (CAT). Entre los antioxidantes no enzimaticos se encuentran moléculas como la vitamina E,
vitamina C (acido ascorbico), el glutation (GSH, que se encuentra en el citosol y las mitocondrias) y
los carotenoides.

La actividad SOD reside en una familia de metaloenzimas de muy alta eficiencia catalitica que
eliminan el ion superoxido (O,7). El principal proceso del que toma parte es en la catalizacion de una
reaccion de dismutacion donde una molécula de O, se oxida hasta O, molecular, mientras que la otra
se reduce a H,0,.

20,- (0,,+0,) +2H* — H,0,+ 0,
La CAT es una enzima que cataliza la reaccion del H,0, a H,0. Se puede encontrar en practi-
camente todos los 6rganos, sobre todo en el higado y en eritrocitos. Constituye una hemoproteina
en la que el &tomo de hierro realiza un intercambio redox con una alta eficacia catalitica (Lee et

al., 2018).

2H,0, © 2H,0+0,
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[1.4]
El cadmio y el estrés oxidativo en peces

En general, el efecto toxico de los metales estd mediado por la induccion de la produccién de
EROs, bien de forma directa, como resultado del ciclo redox, o indirecta por la inactivacion de los cap-
tadores de metales y por la inactivacion de las enzimas antioxidantes (McRae et al., 2016). Por lo tanto,
la alteracion de las actividades antioxidantes normales, la peroxidacion lipidica y el dafio genotoxico
derivado como resultado de estrés oxidativo, son usados como buenos biomarcadores para monitori-
zar la presencia de metales u otros xenobidticos en el medio ambiente en general y, en particular, en
el medio acuatico mediante el uso de peces (Ramirez-Duarte et al., 2017).

El cadmio no es un metal activo del ciclo redox. Sin embargo, esté involucrado en la formacion
de EROs. Uno de los posibles mecanismos puede ser el incremento indirecto de las EROs, a través
del desplazamiento de iones como el hierro y el cobre, de esa forma, Fe y Cu quedan libres para la
formacién de EROs por la reaccion de Fenton (Jomova y Valko, 2011). Ademas, este metal actua como
un analogo del Ca, compitiendo con éste para ser absorbido a través del mecanismo de absorcion de
alta afinidad de Ca presente en las branquias (MacDonald et al., 2002).

En la FIGURA 06-1, se esquematizan los principales efectos toxicos inducidos por el cadmio a nivel
celular. Algunos autores mencionan que el cadmio no es directamente genotoxico (IARC, 1993; Dally y
Hartwig, 1997), sino que induce estrés oxidativo mediante mecanismos indirectos, como el descenso
de antioxidantes celulares y la liberacion de especies reactivas de oxigeno en la mitocondria (Wais-
berg et al., 2003). Varios autores han descrito la capacidad del ion cadmio para inducir especies reacti-
vas de oxigeno en distintos tipos de células (Koizumi et al., 1996; Thevenod et al., 2000; Almazan et al.,
2000). La intensificacion del metabolismo oxidativo da lugar a la generacion del radical superéxido, el
cual puede transformarse por conversion enzimatica o espontanea a peroxido de hidrogeno que, a tra-
vés de la reaccion de Fenton puede generar el radical hidroxilo, altamente téxico (Romero et al., 2008).

De manera que el cadmio es capaz de inducir la produccién de una gran variedad de especies re-
activas de oxigeno, incluyendo O,~, H,0, y OH*. Esto proporciona la principal explicacion de la toxicidad
celular de este metal pesado (Romero et al., 2008). El mecanismo por el cual el cadmio inicia la formacion
de EROs puede deberse fundamentalmente a que este metal provoca un descenso intracelular del con-
tenido de glutation y reduce la actividad de los enzimas antioxidantes, permitiendo la acumulacién de
EROs y un incremento del estrés oxidativo intracelular (Waisberg et al., 2003). Por este motivo, la expo-
sicion de especies al cadmio afecta el ADN celular e intensifica el estrés oxidativo (Romero et al., 2008).

El cadmio, al igual que otros metales pesados, como el plomo y mercurio, presenta una elevada
neurotoxicidad (Pohl et al., 2006). Atraviesa la barrera hematoencefalica (Murphy, 1997) y puede acu-
mularse en distintas regiones cerebrales (Lafuente et al., 2003; Ong et al., 2006). La neurotoxicidad
asociada a la exposicion al cadmio podria ser debida al efecto global de una serie de pequefas per-
turbaciones en el metabolismo cerebral, y del estrés oxidativo en particular, ya que este metal parece
intensificar la peroxidacion lipidica a través de la inhibicién de la superéxido dismutasa (SOD) y otros
enzimas relacionados (Gutiérrez-Reyes et al., 1998). Por otro lado, el aumento de especies reactivas
de oxigeno puede conllevar diversas perturbaciones fisiolégicas: mayor permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica, alteraciones en la transmisién sinaptica, etc. (Evans, 1995).
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Esquema general de los efectos toxicos del cadmio a nivel celular

FIGURA
06-1 FUENTE: magen tomada de: Repetto, G., Bejarano, A. & Jiménez, M. (2008). La regulacién
de la proteccién frente al riesgo por agentes fisicos. Revista de Toxicologia. pp. 25.
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[1.5]
Los peces en la biomonitorizaciéon ambiental

El uso regular o sistematico de organismos vivos para evaluar los cambios producidos en el medio
ambiente o en la calidad del agua recibe el nombre de monitorizaciéon biolégica o biomonitorizacion
(De Zwart, 1995). En el caso de ecosistemas acuaticos, debido a que los metales pesados pueden
bioacumularse en 6rganos y tejidos de los organismos vivos y causar efectos nocivos sin que en el
medio se sobrepasen los valores limites establecidos, este tipo de monitorizacién resulta mucho mas
real y eficiente.

Los peces son considerados excelentes bioindicadores de la calidad del medio acuatico y por ello
son ampliamente utilizados en los ensayos ecotoxicolégicos que evallan las respuestas biolégicas
y bioquimicas de los organismos frente a los contaminantes ambientales (Powers, 1989). El hecho
de que aparecen ampliamente extendidos en el medio acuatico, estando presentes en la mayoria de
ambientes, incluso en los mas contaminados, los hacen modelos idéneos para la monitorizacion del
medio. Resulta interesante que presentan respuestas bioldgicas frente a la contaminacién similares a
las de mamiferos y que pueden afectar a la salud humana a través de la cadena alimenticia. Ademas,
juegan un papel fundamental en la cadena tréfica acuatica, ya que son portadores de energia de ni-
veles tréficos superiores e inferiores (incluyen diferentes niveles tréficos) (Beyer, 1996). A ello hay que
sumar que son muy sensibles a pequefios cambios ambientales, pero también presentan una rapida
capacidad de recuperacién cuando las perturbaciones desaparecen (Bhattacharya et al., 2007). Fi-
nalmente, en términos econémicos y biolégicos se pueden reducir los costos mediante el uso de pe-
quefos peces de acuario en estudios de toxicidad (Domitrovic, 1997), los cuales presentan diferentes
patrones de acumulacién, dependiendo del metal, de la concentracion en el medio y del tiempo de
exposicion (Eisler et al., 1972).

En este sentido, los estudios de campo y laboratorio anteriores han demostrado que distintos
tipos de marcadores enzimaticos y genéticos en distintas especies de peces podrian ofrecer un buen
modelo como biomarcadores fiables para la vigilancia de la contaminacion por metales en el medio
acuatico. Los estudios de evaluacion de la toxicidad del Cd en peces son muy escasos en compara-
cion con los correspondientes a otros metales. Por tanto, parece oportuno su abordaje pues, entre
otros aspectos, podria ayudar a desarrollar procedimientos de monitorizacion ambiental de este metal
en el medio acuatico.

[2]
Objetivos

El objetivo principal de este trabajo consistié en evaluar los efectos toxicos tempranos que el
cadmio tiene sobre los peces de la especie Carassius auratus (L.), mediante el desarrollo de bioensa-
yos de laboratorio con Cd a diferentes concentraciones analizando los biomarcadores de exposicion
y de efecto.
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Para ello, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

a) Realizar un seguimiento y deteccion histolégica de la bioacumulacién cualitativa del Cd
en diferentes tejidos (branquias e higado).

b) Evaluar la induccion de daino genotoxico mediante el ensayo de micronucleos en eritro-
citos de sangre periférica.

Evaluar el estrés oxidativo y los mecanismos de respuesta antioxidante inducida por el cadmio:

cl) Evaluar el dafio oxidativo mediante medidas de peroxidacion lipidica (hidroperéxidos)
en dos 6rganos diferentes, branquias e higado, de Carassius auratus (L.).

c2) Analizar las actividades enzimaticas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y ca-

(2]
-~

talasa (CAT) en branquias e higado.

[3]
Material y Métodos

[3.1]
Ensayos de toxicidad con cadmio (Cd) en laboratorio

El estudio se llevo a cabo con peces de la especie Carassius auratus (L) en estadio adulto [FIGURA 06-2].
Se emplearon tanques de material de vidrio de 15 litros de capacidad.

Antes del inicio del tratamiento, los peces fueron aclimatados durante 24 horas sin alimentaciéon
tras lo cual se comenzaron los bioensayos. Las condiciones del ensayo fueron las siguientes: los
tanques fueron llenados con 10 L de agua dulce, la temperatura del agua fue de 24°C promedio, con
oxigenacién constante, sin recambio de agua durante el bioensayo y se utilizaron 9 peces por estan-
que de tratamiento.

Segun estudios previos y de acuerdo a la literatura, los animales se expusieron a diferentes con-
centraciones de cadmio durante 96 horas, teniendo un tanque control:

a) Tratamiento 0 (Control): Peces expuestos a una concentracion de 0,0 mg/L de CdCl,
b) Tratamiento 1: Peces expuestos a una concentracién de 0,01 mg/L de CdCl,
c) Tratamiento 2: Peces expuestos a una concentracion de 0,1 mg/L de CdCl,

d) Tratamiento 3: Peces expuestos a una concentracién de 1 mg/L de CdClI,
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Tanques para bioensayos de exposicion a distintas concentraciones de cadmio con
peces Carassius auratus (L).

FIGURA
06-2

[3.2]
Extraccion y preparacién de las muestras biolégicas.

Se seleccionaron al azar individuos del control y de cada concentracién para la extraccion y pro-
cesamiento de las muestras que se utilizaron en los analisis de histologia, bioquimica y micronucleos.
Una vez concluido el periodo de exposicion, los peces fueron anestesiados a través de una dosis de
0,1% de 2-phenoxyethanol, posteriormente se midieron y pesaron. Después, fueron sacrificados y se
les extrajo sangre del pedunculo caudal. El mantenimiento de los peces y los procedimientos expe-
rimentales se llevaron a cabo teniendo en cuenta la Directiva CEE 86/609 (Guia de uso y cuidado de
animales de laboratorio).

A continuacion se tomaron muestras bioldgicas del higado y de las branquias que se fijaron en
formol (pH 7,2) para la realizacion de los estudios histolégicos. Paralelamente, otras muestras se
congelaron a -802C y se procesaron sin fijar, para el estudio biomarcadores de estrés oxidativo. A
continuacién, se especifican las preparaciones mas detalladamente.
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| 3.2.1| Fijacion, inclusién en parafina y seccidn para estudios histoquimicos

Se seleccionaron 3 peces por tratamiento para los analisis histolégicos, muestras de higado y
branquias de estos peces fueron fijadas en formol tamponado a pH 7,2 durante 24 horas. Después
de ello, fueron lavadas durante dos horas en agua corriente. Se inicié entonces el proceso de des-
hidratacion con alcohol 70% por 24 horas, se realizé un lavado rapido con alcohol 70% y se dejaron
en alcohol 90% por toda una noche. Al otro dia, se realizé 3 bafios en alcohol 100% por 1 hora cada
uno, posteriormente 2 bafios de benceno (Xilol) de 30 min cada uno. A continuacién, se llevé a cabo
un bafo de benceno/parafina (1:1) durante 4 horas a 60°C, desde esta etapa los bafios se realizaron
en la estufa para lograr mantener la temperatura, posteriormente un bafio en parafina 100% durante
3 horas a 60°C, un segundo bafo en parafina 100% durante toda la noche a 60°C y un ultimo bafio en
parafina 100% durante 3 horas a 60°C. Se sigui¢ esta metodologia descrita por Bancroft et al. (1990).

Finalmente, se prepararon los bloques y se dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas.
Por ultimo, los bloques de parafina se tallaron manualmente y se realizaron cortes de 5 micras de es-
pesor que se obtuvieron con un microtomo Jung RM 2025 (Leyca).

| 3.2.2| Tinciones

Se realizaron dos tinciones diferentes. Por un lado, la de Hematoxilina-Eosina siguiendo la me-
todologia descrita por Luna (1968). Esta tincion se utilizé para observar la estructura histolégica de
branquias e higado de los peces estudiados. La hematoxilina es un colorante basico y esta carac-
teristica genera que tenga afinidad por estructuras acidas como es el nucleo celular, por otro lado,
la eosina es un colorantes acido lo que genera que tenga afinidad por estructuras basicas como el
citoplasma celular. Para la aplicacion de la Hematoxilina-Eosina, primero a los cortes se les procedio
a eliminar la parafina, se mantuvieron en un bafo de Xilol por 30 min, posteriormente dos bafios de
alcohol al 100% y 90% por 15 minutos, un bafio de alcohol de 70% por 10 minutos y dos bafos en
agua corriente y destilada por 10 minutos cada uno. Una vez concluidos los bafios, se procedid a
aplicar la tincién de Hematoxilina por 20 minutos, pasado este tiempos se lavd la muestra con agua
corriente y se le agreg6 la Eosina por 5 minutos, concurrido este tiempo se procedié a lavar nueva-
mente las muestras y se continud con la deshidratacién con alcohol y Xilol para su posterior montaje
con balsamo de Canada.

La tincion con Ditizona se utilizé para observar cambios a nivel celular generados por el Cd. Esta
técnica fue desarrollada por Seregin e lvanov (2001), y mejorada por Vieira da Cunha et al., (2008),
basada en la capacidad de la Ditizona para producir un compuesto de color rojizo después de reac-
cionar con algun metal en este caso el cadmio. Para la aplicacion de la Ditizona primero a los cortes
se les procedié a eliminar la parafina, se mantuvieron en un bafio de Xilol por 30 min, posteriormente
dos bafios de alcohol al 100% y 90% por 15 minutos, un bafio de alcohol de 70% por 10 minutos y dos
bafios en agua corriente y destilada por 10 minutos cada uno. Una vez concluidos los bafios, se pro-
cedio a aplicar la tincién de Ditizona por 90 minutos y se continué con el montaje, las muestras fueron
montadas con glicerina para su posterior observacién con microscopia optica.

En el presente estudio, el cadmio ha sido el Unico metal agregado al agua en los distintos trata-
mientos, por lo que se supone que cualquier cambio en las tinciones histolégicas entre las muestras
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biolégicas de los individuos control y tratados se debe al efecto del cadmio. Las secciones fueron
analizadas en microscopia 6ptica y las imagenes fueron digitalizadas para su posterior analisis.

[3.3]
Ensayo de micronucleos inducidos (MNi).

Se evalud la frecuencia de micronucleos inducidos (MNi) en los eritrocitos de sangre obtenida de
la aleta caudal de cada pez. La preparacion de los portaobjetos y los criterios de evaluacion e identifi-
cacion para MNi se realizaron como se describe en Cavas et al., (2005). Brevemente, después de que
los peces fueran anestesiados y sacrificados, se extrajeron muestras de sangre periférica de la aleta
caudal y se realizd una extension en un portaobjeto, se fijaron con etanol puro durante 20 minutos y
una vez secos se tifleron con solucién de Giemsa al 5% durante 30 minutos. Se utilizé6 balsamo de
Canada para el montaje de las muestras. Solo se evaluaron las células (eritrocitos) claramente aisladas
de las células circundantes. Los criterios para la identificacion de micronucleos fueron los siguientes:

a) MNi deben ser mas pequefios que un tercio del tamafio de los nlcleos principales.
b) MNi debe estar claramente separados de los nucleos principales.

c) MNi debe estar en el mismo plano de enfoque y tener el mismo color que los nucleos. La fre-
cuencia de los micronucleos se evalu6 mediante la observacion de los portaobjetos con un
aumento de x1000 utilizando el microscopio éptico Leica DM 2500 y se expresé como el nu-

mero de MNi/1000 células para al menos 18.000 células por tratamiento (2000 cel/ individuo).

Para evitar la generaciéon de un sesgo en la evaluacién de los micronucleos, las muestras fueron
codificadas por una persona diferente a la que realiz6 el conteo de los micronucleos.

[3.4]
Evaluacion de los parametros bioquimicos

| 3.4.1] Homogenizacién y extraccion de la fraccion subcelular de los érganos.

Los andlisis bioquimicos llevados a cabo en el estudio se realizaron a partir de una fraccion subcelular, la
cual se obtuvo mediante un proceso de troceado y homogeneizacion (mediante el T10 Basic ULTRATURRAX
®), siempre en contacto con hielo, en presencia de un tampén homogeneizador (tampén fosfato 0.1 M, pH
7.4, KCI 1,2%). Posteriormente, el homogeneizado se centrifugo a 10.000g durante 30 min a 4°C quedando
un sobrenadante que se alicuota y finalmente se conservoé a -80°C hasta su uso en los ensayos bioquimicos.

| 3.4.2| Evaluacion de los Niveles de Hidroperdxidos

El proceso se llevé a cabo siguiendo el método descrito en Gay y Gebicki (2000), utilizando 50 pL
de muestra (sobrenadante resultante del centrifugado) mezclado con 950 uyL de reactivo FOX (Fe-
rric-Xilenol Orange). El reactivo estd compuesto por: Acido sulfirico 25 mM; Xilenol-Orange: 400 plL
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en 200 mL de disolucién; Sorbitol 100 mM; Sulfato Amodnico de Fe (ll) 250 pM. La mezcla se incubo
durante unos 45 minutos y se dejé reposar.

Posteriormente, se midié la absorbancia a 560 nm en cubetas de plastico, con las muestras en
dilucién de 1/20, y con un coeficiente de extincién de 2,67x10°% M-'cm" Se utiliz6 el espectrofotometro
DU 800 Beckman Coulter.

| 3.4.3| Evaluacion de la Actividad Catalasa (CAT: EC 1.11.16)

La medida de la actividad catalasa se realizé siguiendo el método descrito en Aebi (1983). La mez-
cla de reaccion contenia 2740 uL de tampoén fosfato potasico 100 mM (pH 7), 250 yL de H,0, y 10 pL
de muestra en higado y 40 pL de muestra en branquias, en un volumen final de 3 mL.

Las medidas se llevaron a cabo mediante un espectrofotometro durante 30s cada una en las
muestras de higado y 45s para las muestras de branquias, a una longitud de onda de 240 nm. La
actividad catalasa fue calculada en términos de nanomoles de H,O, consumidos por minuto y mg de
proteina (nmol H,0, min" mg proteina). El coeficiente de extincién utilizado fue de 43,5 Mcm™. Se
utilizé el espectrofotometro DU 800 Beckman Coulter.

| 3.4.4| Evaluacion de la Actividad de Superdxido Dismutasa (SOD: EC 1.15.11)

Esta medida se realizé siguiendo una modificacién de la metodologia expuesta en McCord y Frido-
vich (1969). Este método se basa en la capacidad de la SOD de inhibir la reduccién del NBT mediada
por el O,~ generado por el sistema de la Xantina oxidasa.

La mezcla de reaccién contenia: Tampén fosfato potasico 50 mM; EDTA 5 mM a pH= 7.8; Xantina
50 mM; NBT 1 mM; Xantina oxidasa 5.4 U?/mL 50 pL; Muestra de 50 pL. La reaccidn se inicié mediante
la adicion de la xantina oxidasa. Para alcanzar la velocidad méaxima se llevé a cabo una incubacién
de un minuto, después de este tiempo se llevé a cabo la medida a 560 nm durante 30 segundos sin
muestra, y a continuacion con muestra para cuantificar el grado de inhibicién. Asi, la reduccién del
NBT en ausencia de muestra se empleé como referencia o control.

Una unidad de actividad SOD constituye la cantidad de enzima que produce un 50% de inhibicion
del control (donde la muestra es sustituida por el tampén). Se utilizd el espectrofotémetro DU 800
Beckman Coulter.

| 3.4.5| Medida de la Cantidad de Proteinas

El procedimiento se realizd siguiendo el método descrito en Bradford et al., (1976). Este procedi-
miento permite determinar la cantidad de proteina mediante un procedimiento colorimétrico. Se pro-
cedid a realizar una mezcla conformada por: Muestra 20 pyL; NaOH 50 pL; Reactivo Bradford 1000 pL.

La mezcla resultante se agité y se dejé reposar durante 5 min. Posteriormente se pasé a medir
en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 590 y 450 nm. Se construyé una recta de calibra-
do con BSA (Albumina de suero Bovino) 1 mg/ml. Se utilizé el espectrofotometro DU 800 Beckman
Coulter.
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[3.5]
Analisis estadistico

Los resultados de los micronucleos y los parametros bioquimicos se presentan como la media + la
desviacién tipica (SD). La normalidad fue comprobada mediante el test de Kolmorov-Smirnoff. Para la
comparacion de medias entre los grupos experimentales se utilizé un analisis de varianza no paramé-
trico, de Kruskal-Wallis, seguido del test post hoc de Dunn. Para ello, se utilizé el paquete estadistico
SPSS 20 (IBM).

[4]
Resultados

[4.1]
Caracteristicas morfologicas de los peces estudiados

En la TABLA 06-1 que se muestra a continuacion, se presentan los valores medios de las tallas to-
tales, tallas estandar y pesos de los individuos Carassius auratus (L) utilizados en el experimento de
toxicidad de cadmio, distribuidos en los distintos tratamientos experimentales.

En total, los peces utilizados en los experimentos mostraron unas tallas totales medias de 8,0 +
1,0 cm, una talla estdndar media 4,9 + 0,7 cm y un peso medio 3,3 + 0,9 g. No se observoé diferencias
en la morfologia de los peces estudiados entre los grupos experimentales.

Datos de tallas y pesos de peces adultos de Carassius auratus (L.) para los
diferentes grupos experimentales en el estudio de toxicidad de Cd. Los datos se presentan
como las medias + SD.

mg/L de CdCl, Talla Std (cm) | TallaTotal (cm) Peso (g)

| Control | 0 § 9 . 4,5¢0,6 | 7,7¢0,6 | 2,9:0,8

T1 0,01 9 5,4+0,5 8,5+0,9 3,5+0,8
T2 0,1 9 5,3+0,5 8,5+1,0 3,8+0,9
T3 1 9 4,6+0,6 7,4+1,0 2,9+0,9

Total = 36 4,9+0,7 8,0+1,0 3,3+0,9
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[4.2]
Identificacién histoquimica de la disposicion de cadmio en higado y branquias

De las imagenes obtenidas para la histologia se pudo observar higado [FIGURAS 06-3, 06-5, 06-6
Y 06-7] y branquias [FIGURAS 06-4 Y 06-8] de Carassius auratus (L). Se obtuvieron cortes de los peces
sometidos a los tres tratamientos de CdCl, y el control. De los peces control se observa higado y
branquias en condiciones normales, se identifican claramente los hepatocitos en el higado, ademas
de arteriola [FIGURA 06-5] y vénulas normales [FIGURA 06-6]. Ademas, se pueden observar branquias
normales, identificando claramente arco branquial, ldminas y laminillas branquiales [FIGURA 06-4]. En
los peces control no se observo tincidén con Ditizona de los hepatocitos en higado [FIGURA 06-7], ni de
las células epiteliales en branquias [FIGURA 06-8].

En el caso de los peces expuestos a las tres concentraciones distintas de CdCl, se pudo observar
coloracién marrén en células del higado (hepatocitos) [FIGURAS 06-9, 06-11 Y 06-13] y células branquiales
periféricas [FIGURAS 06-10, 06-12 Y 06-14]. Estos cambios en la coloracién celular se deben a la capacidad
de la Ditizona para producir un compuesto de color rojizo después de reaccionar con metales, como
el cadmio, presentes en el interior de las células.

Histomorfologia de higado normal
FIGURA Control. Aumento: 40x Tincién:
06-3 Hematoxilina-Eosina.

Histomorfologia de branquias
FUEIEEY | as flechas sefialan laminillas
06-4 branquiales. Control. Aumento:

40x Tincién: Hematoxilina-Eosina.
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Histomorfologia de higado
FIGURA Hepatocitos normales (flechas
06-5 amarillas). Arteriola con células
sanguineas en su interior (flecha
roja). Control. Aumento: 40x
Tincién: Hematoxilina-Eosina.

Histomorfologia de Higado
FIGURA Flecha roja: vénula con células
06-6 interior. Control. Aumento: 40x
Tincién: Hematoxilina-Eosina

Histomorfologia de higado

FIGURA
06-7

Control. Aumento: 40x Tincion
especifica con Ditizona.

Histomorfologia de branquias

FIGURA Control. Aumento: 40x Tincion
06-8

especifica con Ditizona
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Histomorfologia de higado
FIGURA Se identifica la tincidon de hepatocitos
06-9 ennegrecidos debido a la presencia
de cadmio (flechas). Tratamiento 1
(0,01 mg/L). Aumento: 40x. Tincién
especifica con Ditizona.

Histomorfologia de branquias
FIGURA Se identifica la tincién de células
06-10 epiteliales ennegrecidas de las

laminillas debido a la presencia

de cadmio (flechas). Tratamiento 1

(0,01 mg/L). Aumento: 40x. Tincién

especifica con Ditizona.

Histomorfologia de higado
FIGURA Se identifica la tincidon de hepatocitos
06-11 ennegrecidos debido a la presencia
de cadmio (flechas). Tratamiento 2
(0,1 mg/L). Aumento: 20x. Tincién
especifica con Ditizona

Histomorfologia de branquias
FIGURA Se identifica tincion de células
06-12 ennegrecidas de las laminillas

periféricas debido a la presencia

de cadmio (flechas). Tratamiento 2

(0,1 mg/L). Aumento: 40x. Tinciéon

especifica con Ditizona.

210 BIOLOGIA DE HUELVA



Yoselin Roa Aravena Il Antonio L. Canalejo Raya Il Rafael Torronteras Santiago

Histomorfologia de Higado
FIGURA

06-13

Se identifica la tincién de
hepatocitos ennegrecidos debido

a la presencia de cadmio (flechas).
Tratamiento 3 (1 mg/L). Aumento
20x. Tincién especifica con Ditizona

Histomorfologia de branquias

FIECEEY  Se identifica la tincién de células

06-14

ennegrecida de las laminillas

periféricas debido a la presencia
de cadmio (flechas). Tratamiento
3 (1 mg/L). Aumento: 40x Tincién
especifica con Ditizona.

[4.3]
Ensayo de micronucleos inducidos (MNi)

Como se muestra en la FIGURA 06-15, al cabo de las 96 horas de exposicion a las diferentes con-
centraciones de cadmio se observa una tendencia hacia el incremento en el nUmero de micronu-
cleos asociado al aumento en la concentracién de cadmio en el agua, con una dosis-dependencia
significativa desde la concentracion mas baja de CdCl, usada (0,1 mg/L), donde los niveles de MNi
contabilizados resultaron estadisticamente diferente del grupo control.

En la sangre periférica, extraida de la aleta caudal de Carassius auratus (L), para el analisis de
MNi mediante microscopia 6ptica, se pudo observar a los eritrocitos normales [FIGURA 06-17] con un
nucleo central de forma eliptica y con contornos definidos. Ademas, y con frecuencias muy reducidas,
también se detectaron eritrocitos que presentaban algunas alteraciones en la morfologia nuclear,
eritrocitos con brotes nucleares “nuclear buds” [FIGURAS 06-17 Y 06-18], pero para este estudio solo se
consideraron eritrocitos con micronucleos bien definidos segun los parametros descritos en la meto-
dologia [FIGURAS 06-16, 06-17 Y 06-18].
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Frecuencia de micronucleos (MNi) inducidos por cadmio en peces Carassius auratus (L).

negras) Eritrocitos normales, (flechas
rojas) Eritrocitos con “nuclear buds”.
Aumento: 40x. Tincién: Giemsa 5%.

; FIGURA Después de 96 horas de exposicion. ;
; 06-15 Los datos se muestran como media = SD, n=12. (*): p<0,01vs Control, T1 y T2. ;
E ° E
5 3 8 * 5
: 2 T |
: Sz 7 :
i ER ?f E
1 L SN 1
! 83 5 |
, =8 !
: co 4 :
: S =S :
| < E 3 ;
| * |
! 5 — 1
: o 2 1
, T8 :
5 N e e 5
' Control 0,01 mg/L 0,1 mg/L 1 mg/L '
E Eritrocitos de sangre periférica :
, FIGURA de Carassius auratus (L.), (flechas) :
E 06-16 Eritrocitos con microndcleos. -
E Aumento: 100x. Tincién: Giemsa 5%. -
E Eritrocitos de sangre periférica :
E FIGURA de Carassius auratus (L.), (flechas -
N 06-17 :

BIOLOGIA DE HUELVA



Yoselin Roa Aravena Il Antonio L. Canalejo Raya Il Rafael Torronteras Santiago

Eritrocitos de sangre periférica de

FIGURA Carassius auratus (L.), (flecha negra)

06-18

Eritrocito con micronucleos, (flecha

roja) Eritrocito con “nuclear buds”.
Aumento: 100x. Tincion: Giemsa 5%.

[4.4]
Evaluacion bioquimica de biomarcadores de estrés oxidativo

| 4.4.1| Efecto del cadmio sobre los niveles de Hidroperdxidos (ROOH)

Los hidroperdxidos (ROOH) son productos generados durante el ataque oxidativo a moléculas
como lipidos y proteinas; especialmente, en la reaccion en cadena de radicales libres que tiene lugar
durante la peroxidacién lipidica de las membranas. Por tanto, la medida de éstos constituye un marca-
dor de dafio oxidativo en las membranas celulares. Se utilizé el método FOX (Fe-orange xilenol) (Gay
y Gebicki, 2000) para la cuantificacion de los niveles de hidroperéxidos.

Como se puede observar en las FIGURAS 06-19 Y 06-20, tras 96 horas de exposicién a las distintas
concentraciones se observd un aumento significativo con la mayor concentracion de 1 mg/L de cad-

Niveles de hidroperéxidos (ROOH) en branquias de Carassius auratus (L.), expuestos a

FIGURA

tratamientos con diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1 y 1 mg/L en el agua)
durante 96 horas. Se muestra la media + SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Control, T1y T2.

Control 0,01 mg/L 0,1 mg/L 1 mg/L
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Niveles de hidroperéxidos (ROOH) en higado de Carassius auratus (L.), expuestos a 4

FIGURA tratamientos con diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1 y 1 mg/L en el agua)
06-20 durante 96 horas. Se muestra la media + SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Cy T2.
| 3 |
. 25 * |
i © !
1 w £ ‘
! [« ] '
3 $g :
' o o -|- i
! ?g 2 15 .!- 1
i o % 1 '
: T ¢ ‘
1 5 1
| 05 |
s 0 3
} Control 0,01 mg/L 0,1 mg/L 1 mg/L j

mio con respecto al control en ambos 6rganos estudiados (branquias e higado). En las branquias no
se observan diferencias significativas a 0,01 y 0,1 mg/L frente al control. Solo se observa diferencia
significativa en 1 mg/L, donde se obtiene un aumento del 72% de la cantidad de hidroperdxidos. En
el caso del higado la situacion se repite, registrandose también solo una diferencia significativa con la
mayor concentracion (1 mg/L) frente al control, observandose un aumento de hidroperodxidos del 90%.

| 4.4.2| Efecto del cadmio sobre la actividad catalasa (CAT).

La actividad catalasa reside en una familia de isoenzimas especializadas en la eliminacion del
H,O,, sin necesidad de disponer de un sustrato reducido.

En las FIGURAS 06-21 Y 06-22 se puede observar el efecto de los tratamientos con cadmio sobre la
actividad de la CAT en los érganos estudiados. En ambos 6rganos se puede observar una estimula-
cion por parte de las concentraciones de cadmio. En el caso de las branquias se observé un aumento
significativo en los tres tratamientos utilizados respecto al control. En la FIGURA 06-21, se observa un
aumento del 32% en las concentraciones de 0,01 y 0,1 mg/L (CdCl,) y del 89% en 1 mg/L, en la ac-
tividad CAT. En el higado se observo en la concentracion 0,1 mg/L un aumento del 21% y en 1 mg/L

del 68% en la actividad de la catalasa respecto al control, siendo ambos significativos [FIGURA 06-22].

| 4.4.3| Efecto del cadmio sobre la actividad superéxido dismutasa (SOD).

La actividad superéxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa frente al radical supe-
roxido, que es transformado en agua oxigenada (reaccidn de dismutacién). En las células eucaridticas
existen dos tipos, CuZn-SOD y Mn-SOD, siendo ésta ultima de localizaciéon mitocondrial. Como puede
observarse en las FIGURAS 06-23 Y 06-24 Se aprecia una tendencia al aumento en todos los tratamientos
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en ambos 6érganos estudiados, pero éste soélo resultd ser significativamente diferente frente al control
en la mayor concentracion de cadmio utilizada (1 mg/L). En las branquias, las concentraciones de 0,01
y 0,1 mg/L no presentaron diferencias significativas frente al control. En la FIGURA 06-23 se observa un
aumento del 67% en la concentracion 1 mg/L (CdCl,) de la actividad de SOD. La misma situacion se
repite en el higado, donde se observa un aumento del 98% en la actividad de la superéxido dismutasa
[FIGURA 06-24] solo en la concentracion 1 mg/L (CdCl,), mientras que en las dos concentraciones mas
bajas no presentan diferencias significativas respecto al control.

Actividad catalasa (CAT)) en branquias de Carassius auratus (L.), expuestos a tratamientos

FIGURA

con diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1 y 1 mg/L en el agua) durante 96 horas.
Se muestra la media + SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Control; (#): p<0,05 vs T1y T2.
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Actividad catalasa (CAT) en higado de Carassius auratus (L.), expuesto a tratamientos con
FIGURA diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1y 1 mg/L en el agua) durante 96 horas. Se
muestra la media = SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Control, T1y T2; (#): p<0,05 vs Control.

300

250

200

150 T T

100

Actividad Catalasa
(nmoles/min/mg proteina)

50

Control 0,01 mg/L 0,1 mg/L 1 mg/L
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Actividad Superéxido dismutasa
(mU/mg proteina)
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Actividad superéxido dismutasa (SOD) en branquias de Carassius auratus (L.), expuestas
a tratamientos con diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1 y 1 mg/L en el agua)
durante 96 horas de tratamiento. Se muestra la media + SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Control, T1y T2.

Control

0,01 mg/L

0,1 mg/L

1 mg/L

Actividad superoxido dismutasa (SOD) en higado de Carassius auratus (L.), expuestas
a tratamientos con diferentes concentraciones de cadmio (0, 0.01, 0.1 y 1 mg/L en el agua)
durante 96 horas de tratamiento. Se muestra la media + SD, n=9. (*): p<0.01 vs. Control y T2.

Control

0,01 mg/L

[5]

Discusioén

La contaminacion ambiental es un tema que nos afecta a todos, es considerado un problema glo-

bal, siendo los metales pesados uno de los contaminantes de mayor importancia debido a su toxicidad

y acumulacion en los organismos y a la biomagnificacion a través de la cadena tréfica (Shafaqat et al.,
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2014). Los metales pesados como, por ejemplo, arsénico, cadmio, mercurio y plomo, son considera-
dos los mas toxicos para el ambiente y las especies animales (Pandey y Madhuri, 2014). Estos metales
producen efectos bioldgicos adversos en los organismos llegando a ser letales o subletales (Pandey
y Madhuri, 2014). Los efectos téxicos de los metales pesados se manifiestan afectando a la tasa de
crecimiento, a funciones fisiolégicas, reproducciéon y mortalidad. Los organismos acuaticos pueden
absorber los contaminantes directamente del agua (via directa) y/o a través de la alimentacién (via in-
directa). Desde el punto de vista organismico, los metales pueden ingresar en los peces mediante tres
vias: branquias, superficie de la piel y tracto digestivo. Las branquias son la via a través de la cual se
produce la mayor tasa de ingreso de los metales en el cuerpo del animal desde el agua, mientras que
la superficie de la piel representa el menor porcentaje (Shafaqgat et al., 2014).

Los organismos, también los acuaticos, necesitan de algunos metales pesados en muy pequefias
cantidades para su supervivencia (microelementos o metales esenciales). Sin embargo, en concen-
traciones inadecuadas, todos los metales pueden llegar a ser sustancias toxicas y contaminantes
ambientales no biodegradables, susceptibles de acumularse en los tejidos y 6rganos de los animales,
y causar graves dafios en el higado, pancreas, sistema nervioso central, tejidos mucosos, tracto intes-
tinal y sistemas reproductores. Estas sustancias tienden a unirse covalentemente a macromoléculas
y ADN, lo que puede favorecer la induccion de estrés oxidativo (Gaete et al., 2017). La toxicidad de
estas sustancias depende de las rutas que tomen, la posicion del organismo expuesto en la cadena
alimentaria, el tipo de metal, la edad de los individuos expuestos, la genética o el género (kuczynska
et al., 2018).

En el medio acuatico, el cadmio esta presente en forma de ion libre o como complejo i6nico aso-
ciado a otras sustancias inorganicas u organicas. Los compuestos de cadmio solubles se movilizan
en el agua, mientras que los insolubles se depositan en el sedimento (ATSDR, 2012). Los niveles de
cadmio son generalmente mas elevados en las zonas proximas a plantas metaldrgicas y minerias.
Ademas, la utilizacion de fertilizantes superfosfatados en suelos agricolas resulta en la acumulacion
de cadmio y la posterior escorrentia a rios (McDowell, 2009) y, por lo tanto, su transporte hacia los
océanos. El drenaje acido de minas moviliza cadmio enriquecido naturalmente que conduce a eleva-
das concentraciones en el agua. Encontramos varios ejemplos de ello. Un ejemplo es lo que ocurre
aguas abajo de la mina Tui en Te Arocha (Nueva Zelanda) donde se han medido concentraciones de
cadmio de 286ug/L (Sabti et al., 2000), mientras que concentraciones mucho mas altas de 800ug/L se
han reportado en corrientes asociadas con drenaje acido de minas en la regién de la costa oeste de
Nueva Zelanda (Craw et al., 2005). En el caso de Huelva (Espafa), la carga media calculada de conta-
minantes transportada por el rio Odiel a la ria de Huelva y golfo de Cadiz es 45 t / dia de metales entre
los que se encuentra el cadmio (Fe+Zn+Mn+Cu+Pb+Cd) (Sarmiento et al., 2004). La cantidad y tipolo-
gia de vertidos de metales pesados a la Ria de Huelva estan relacionados con el caudal de agua dulce
(y, en consecuencia, con las precipitaciones). Asi, durante las crecidas o inundaciones se registr6 una
descarga maxima diaria de 72.475,00 kg de metales pesados, de los cuales 1481 kg fueron de As, 470
kg de Pb y 170 kg de Cd (Sainz et al., 2004)

El cadmio representa uno de los metales de mayor contaminacién en muchas partes del mundo
encontrandose acumulado en altas concentraciones en los tejidos de los peces en ambientes acuaticos
con contaminacion (Zelikoff et al., 1995). Los efectos toxicos del cadmio se encuentran bien descritos en
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peces pudiendo afectar procesos fisioldgicos y bioquimicos en tejidos y 6rganos (Al-Asgah et al. 2015).
Este metal se acumula en diferentes 6rganos (higado, pancreas, riflones, intestino, branquias, etc.) cau-
sando cambios histopatoldgicos en ellos (Abalaka, 2015). La accidén del cadmio resulta en un bloqueo de
los grupos sulfhidricos de las enzimas, donde compite por sitios de ligamiento con el Zn (Allen, 1993).
Las actividades de las enzimas glucoliticas aumentan bajo condiciones andxicas, sin embargo, en or-
ganismos contaminados con Cd tales ajustes bioquimicos son alterados, reduciendo la produccion de
energia y limitando la capacidad de sobrevivir frente al estrés anoxico (Nusetti et al., 2010).

En su forma iénica (Cd?*), el cadmio en el agua imita el calcio (Ca?*), entrando en los peces a través
de los canales de calcio del epitelio apical (Galvez et al., 2006; Verbost et al., 1987). Una vez absorbido,
la magnitud de la acumulacion de cadmio se correlaciona con la magnitud del efecto téxico (McGeer
et al., 2012). De acuerdo con su ruta de entrada, los principales efectos téxicos del cadmio son sobre
la homeostasis del calcio. Por ejemplo, la ATPasa del calcio ubicada en la membrana basolateral del
epitelio branquial es inhibida por el cadmio (Verbost et al., 1987), lo que resulta en un deterioro de la
absorcion de calcio, hipocalcemia plasmatica y una eventual muerte (McGeer et al., 2000).

El cadmio también puede afectar la homeostasis de otros iones. Debido a la pérdida constante de
sodio desde el cuerpo (donde estd mas concentrado) al ambiente (mas diluido), existe un mecanismo
en los peces de agua dulce para absorber sodio en las branquias. Esto se logra, en parte, por enzimas
tales como la anhidrasa carbénica (CA) y la ATPasa de sodio/potasio (NKA), que ayudan a generar
condiciones favorables para el transporte de sodio a la branquias de los peces, en contra de un gra-
diente de concentracién (Hwang et al., 2011). Se sabe que el cadmio perjudica la actividad de NKA y
CA (Da Silva y Martinez, 2014; Lionetto et al., 1998), lo que conducen a un deterioro de la absorcién de
sodio y comprometiendo el estado del sodio corporal (Da Silva y Martinez, 2014; McGeer et al., 2000).

Otros problemas provocados por el cadmio en peces son: el daio oxidativo (medido por la pe-
roxidacion lipidica, se ha observado dafo en el ADN y carbonilacion de proteinas) (Nunes et al., 2015;
Thomas y Wofford, 1993); la inhibicién de la actividad antioxidante de enzimas a través de la unién
al sitio activo, y/o el deterioro de la unién enzimatica apropiada (Wang et al., 2015). También puede
aumentar la produccién de EROs a través del desplazamiento de hierro en la reaccién de Fenton, que
puede conducir a dafio oxidativo (Nair et al., 2013).

Los estudios en peces, como bioindicadores, se han ido haciendo cada vez mas comunes para
poder identificar la toxicidad de diferentes metales. Estos ensayos de toxicidad realizados en condi-
ciones controladas en el laboratorio tienen la ventaja de poder aislar el efecto de un unico contaminan-
te y relacionarlo de forma precisa con las concentraciones de exposicién establecidas para el estudio.

En el presente estudio se han evaluado distintos parametros: a) la induccion de dafio genotéxico
del cadmio mediante los ensayos de micronucleos; b) se identificé acumulacion de cadmio en células
de branquias e higado; c) y se evalué su efecto en la induccion de estrés oxidativo a través de la cuan-
tificacion del dafo oxidativo por medio de la medida de peroxidacion lipidica y de la respuesta antioxi-
dante (evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes). Para los bioensayos se utilizé individuos
de la especie Carassius auratus (L). Las pruebas fueron realizadas en tanques con tres concentracio-
nes distintas (0,01; 0,1 y 1 mg/L) y teniendo como referencia un tanque control; la exposicion de Cd se
llevé a cabo durante 96 horas, a través de su adicidon al agua porque imita mejor la exposicién natural
a los metales disueltos o suspendidos en el agua (Rodriguez-Cea et al., 2003).
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Los resultados obtenidos muestran que las tres concentraciones distintas de cadmio generaron la
acumulacién del metal en los dos érganos estudiados, branquias e higado, como indican los estudios
histoquimicos, y paralelamente se observa un aumento en la cantidad de micronucleos en los eritro-
citos de los peces asi como en la inducciéon de estrés oxidativo después de 96 horas de exposicion.

Existen numerosos procedimientos para medir genotoxicidad. Una herramienta de alerta temprana
para medir genotoxicidad es el ensayo denominado “The Single Cell Gel Electrophoresis” (SCGE), co-
nocido como ensayo cometa (Collins et al., 1995), utilizado para detectar el dafio que se produce en el
ADN. Esta técnica se basa en la visualizacion microscépica de las imagenes del acido desoxirribonucleico
después de que las células son embebidas en agarosa, lisadas y sometidas a una electroforesis alcalina
(Rodriguez-Rey et al., 2016). Un ejemplo de este procedimiento es el realizado por Gaete et al. (2014), en
las especies Mugil cephalus y Odontesthes brevianalis donde midieron efectos de genotoxicidad de las
aguas de los rios Aconcagua y Maipo y del estero Catapilco (Chile), los metales medidos fueron Cu, Zn, Pb.

Otro de los procedimientos mas aceptados en la literatura es la evaluacién de la induccién de
micronucleos (ensayo de micronucleos). Descrito inicialmente por Schmid (1975), es utilizado en la ac-
tualidad como un método simple y alternativo, para evaluar dafios a nivel cromosdémico. Se considera
la prueba de micronlcleos como la técnica mas adecuada para evaluar efectos genotéxicos de una
amplia gama de compuestos en peces (Rodriguez-Cea et al., 2003). Los micronucleos inducidos (MNi)
son pequefias masas de cromatina separadas del nucleo celular y que se encuentran en el citoplasma,
por lo tanto, se genera una ruptura cromosomica o mitética (Schmid, 1975). La prueba de micronu-
cleos se puede llevar a cabo en cualquier tejido activo en proliferacién. En peces, se han utilizado prin-
cipalmente las células sanguineas, branquiales, hepaticas, renales y de las aletas (Al-Sabti y Metcalfe
1995; Cavas et al. 2005; Udroiu 2006; Cavas, 2008; Ahmed et al., 2011). En otros metales, Cavas et al.,
(2005) evalud la induccion de MNi en la sangre de tres peces distintos, expuestos a concentraciones
de 0,01 y 0,21 mg/L de Cu después de 21 dias de exposicidon, encontrando un efecto no significativo
en carpa prusiana (Carassius gibelio), una induccion de MNi en carpa comun (Cyprinus carpio) y una
mortalidad total en Corydoras paleatus. Canalejo et al., (2016) observé un aumento en la frecuencia de
MNi, en Dicentranchus labrax expuestos a concentraciones de 0,01; 0,1; 1, y 10 mg/L de Pb durante
24 y 96 horas, incrementandose cada vez mas la presencia de micronucleos con dosis mas altas de
plomo. Por otro lado, Cavas (2008) encontré que los tratamientos con acetato de plomo a dosis de 0,01
a 0,1 mg/L durante 2 a 6 dias indujo significativamente la formacién de MNi en eritrocitos, branquias
y células de aletas de Carassius auratus (L). En el caso del As, las frecuencias de MNi aumentan gra-
dualmente a mayores concentraciones de este metal (Canalejo et al., 2016). Yadav y Trivedi (2009) ob-
servaron una dependencia gradual entre el tiempo de exposicion y el aumento de la frecuencia de MNi
en la sangre inducida por As,O, (6,94 mg/L) durante 24 a 168 horas de exposicion en Channa punctata.

Los resultados obtenidos en este estudio indican una tendencia a incrementar el nimero de micro-
nucleos asociada al aumento en la concentracién de cadmio en el agua, con una dosis-dependencia sig-
nificativa, ya que los niveles de MNi contabilizados desde el nivel de exposicién de 0,01 mg/L de CdCl,
resultaron estadisticamente diferentes del grupo control. Zhu et al., (2004) mostr6 que a concentraciones
de 0,01 y 1 mg/L después de 48 o 96 horas de exposicidon a Cry Cd en carpa (Cyprinus carpio), indica-
ron una dosis dependencia en la frecuencia de micronucleos, diferente a lo que vieron con el Cu que
no mostro ningun efecto significativo en la frecuencia de microntcleos a las dos concentraciones antes
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mencionadas. Del mismo modo, Sanchez-Galan et al. (1999) encontraron que en la trucha marrén (Salmo
trutta) inyectadas intraperitonealmente (1,7 mg/kg de peso corporal) con cadmio y mercurio se generé un
aumento de MNi en eritrocitos renales después de 24 horas de tratamiento, a diferencia del cobre que no
generd aumento en los MNi. También se observaron resultados similares en la anguila (Anguilla anguilla,
L.) (Sanchez-Galan et al., 2001; Gravato et al., 2006). En India, Parveen y Shadab (2012) vieron que en la
especie Channa punctatus, en los individuos expuestos a distintas concentraciones de cloruro de cad-
mio (0,5, 1,0, 2,0 y 5,0 ppm) durante 72 horas, se generd un aumento en la frecuencia de micronucleos
en los eritrocitos de la sangre de la aleta caudal, ademas de varias anormalidades cromosdmicas. Estos
estudios muestran claros indicios de la existencia de una relacion directa entre la exposicion a cadmio y
el aumento en la frecuencia de MNi en los eritrocitos de los peces.

El cadmio afecta negativamente a varios 6rganos, principalmente a los rifones, pulmones, huesos,
placenta, cerebro y el sistema nervioso central (Castro-Gonzalez y Méndez-Armenta, 2008). Varios
estudios han demostrado que el cadmio se acumula preferentemente en los 6rganos internos como el
higado y rifién, y no tanto en musculo, donde se han encontrado concentraciones menores en otros
estudios (Castro-Gonzalez y Méndez-Armenta, 2008; Storelli et al., 2005). Por ello, es por lo que en
este estudio se decidié evaluar histoldgicamente las branquias y el higado.

Las branquias son los 6rganos encargados de la respiracion de los peces, ingresando O, y elimi-
nando CO,. Las branquias de los peces estan compuestas por cuatro arcos branquiales (6seos), dos
hileras de filamentos branquiales y éstas a su vez estdn compuestas por las laminillas o lamelas donde
tiene lugar el intercambio de gases. Ademas, las branquias estan compuestas de tres diferentes tipos de
células: células de moco o neuroepiteliales, células del pavimento (PVCs) o células epiteliales y células
ricas en mitocondrias (MRCs.). En este estudio se pudo observar acumulacion de cadmio en células epi-
teliales periféricas de las branquias y, ademas, se observo hiperplasia lamelar. El higado es el segundo
o6rgano a estudiar y la importancia de su estudio radica en su posicion fisiolégica clave y su capacidad
de detoxificacion. Los hepatocitos son las células primarias del higado, constituyen el 75% del peso del
higado y son los encargados de la secrecion de la bilis (Gartner y Hiatt, 2002). En los peces teledsteos
(esqueleto 6seo) como nuestra especie estudiada, Carassius auratus (L.), el higado se encarga del pro-
cesamiento de proteinas, lipidos, vitaminas y carbohidratos, ademas de ser el encargado de la detoxifi-
cacion y la sintesis de diferentes proteinas. En peces, el higado es un érgano esencial de acumulacion
de metales. Los metales se acumulan principalmente en los lisosomas de los hepatocitos. En nuestro
estudio se pudo observar acumulacion de cadmio en los hepatocitos del higado.

Las muestras obtenidas para los analisis histolégicos fueron teflidas con dos tinciones diferentes.
Se utilizé Hematoxilina-Eosina para ver la estructura de los tejidos, debido a que la hematoxilina es un
colorante basico y por ello tiene afinidad por estructuras acidas como el nucleo celular. Sin embargo,
la eosina es el inverso a la hematoxilina, siendo un colorante acido que tiene afinidad por estructuras
basicas como el citoplasma celular. Esto nos permite identificar con claridad el armazén tisular de
higado y branquias. En el caso del higado de los peces control, se observa claramente hepatocitos,
arteriolas y vénulas, mientras que en el caso de las branquias se pueden observar las estructuras
branquiales (arco, laminas y laminillas).

Con la finalidad de poder observar a nivel histolégico si existia una acumulacion de cadmio en los
tejidos, se realizé una segunda tincién con Ditizona, esta técnica fue desarrollada por Seregin e lvanov
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(2001), basada en la capacidad de la Ditizona para producir un compuesto de color rojizo después de
reaccionar con cadmio o cualquier otro metal a estudio, presente en las células o tejidos. Nuestros
resultados muestran que existe una marcada diferencia entre los peces control y los peces expuestos
a los tres tratamientos con cadmio. Desde el tratamiento 1 (0,01 mg/L de CdCl,) se pudo observar cé-
lulas tefidas de un color marrén indicando que existia acumulacién de cadmio, estas tinciones fueron
en ambos tejidos estudiados y tanto branquias como el higado se vieron afectados. Si comparamos
nuestro estudio con el realizado por Costa y Costa (2008) en la especie Sparus aurata (L.), un estudio
de corta duracién (48 h) en el que a los peces se les inyectaron intraperitonealmente dosis individua-
les de Cd (100-250 pugCd/L), aqui el cadmio generé una degradacion histolégica del tejido hepatico
y una induccion de las metalotioneinas (MTs), fuertemente correlacionada con las dosis de cadmio
inyectadas, pero no con la bioacumulacion o el tiempo de supervivencia. En este estudio, la inyeccién
con cadmio genera muerte de la mayoria de los peces y una degradacion histolégica mucho mas ra-
pida. En nuestro bioensayo no se generé muerte de ninguno de los peces estudiados debido a que
el experimento se realizé a concentraciones mas bajas de cloruro de cadmio, ya que era importante
para nosotros ver desde qué nivel minimo de concentracion de este metal encontrariamos alguna alte-
racion. Costa y Costa (2008) mencionan que la relacidon entre la dosis de cadmio, el cadmio hepatico
bioacumulado y la MTs hepaticas indica la existencia de un umbral de absorcion de cadmio, tras el
cual los animales ya no son capaces de regular o bioacumular este metal, no dependiendo del tiempo
de supervivencia sino de la dosis del metal.

Existen evidencias de bioacumulaciéon de cadmio en organismos de aguas continentales. Asi, por
ejemplo, los altos niveles de cadmio en especies marinas estan asociados con una dieta donde pre-
dominan los moluscos (Storelli y Marcotrigiano, 2004), pero las evidencias para una biomagnificacion
en la cadena trofica son aun inconsistentes (Castro-Gonzalez y Méndez-Armenta, 2008; Falco et al.,
2006; Romeéo et al., 1999; Storelli y Marcotrigiano, 2004). Los resultados sugieren que la diferencia in-
terespecifica del contenido de cadmio puede ser atribuida a la conducta alimentaria y a factores intrin-
secos como las tasas de los procesos fisiolégicos e ingesta (Storelli y Marcotrigiano, 2004; Storelli et
al., 2005). Distintos estudios han considerado que el Cd puede provocar dafios a nivel molecular en los
organismos marinos en bajas concentraciones, conllevando alteraciones en el trasporte a través de
las membranas biolégicas (Dailianis y Kaloyianni, 2004), en la actividad enzimatica (Canesi et al., 1998;
Nusetti et al., 2010), en la produccién energética (Sokolova, 2004), y en dafios oxidativos (Prakash y
Jagannatha-Roa, 1995; Rajkumar et al., 2011).

En nuestro estudio hemos observado que la acumulacién del Cd empieza a detectarse levemente
desde concentraciones muy bajas del metal (0,01 mg/L), aunque la tincién con Ditizona es mucho mas
fuerte a dosis de 1 mg/L de Cd. Hirt y Domitrovic (2002) evaluaron la toxicidad del cloruro de cadmio
en la especie Cichlasoma dimerus en tratamientos similares a los nuestros con ensayos agudos du-
rante 96 h y con otros ensayos a largo plazo (28 dias), y encontraron efectos histopatoldgicos (conges-
tion laminar, hemorragia, hiperplasia epitelial, hipertrofia epitelial, fusion laminar de branquias). Con
relacién al nivel de toxicidad, se determiné que el cadmio pertenece al grupo Grupo 2 (téxico) con una
CL50 entre 1y 100 mg/L, y su toxicidad en relaciéon con otros metales pesados fue Cd-Zn-Pb-Cr < Al
< Cu-Hg (Hirt y Domitrovic, 2002). Es importante contrastar nuestro trabajo con el realizado por los
autores antes mencionados porque al trabajar con menores concentraciones a tiempos mas largos de
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exposicion podemos demostrar que la presencia del cadmio, y por tanto su toxicidad tisular, puede
empezar a ser representativa desde concentraciones muy bajas.

En nuestro estudio, los peces expuestos a cadmio durante 96 h. también mostraron una acumu-
lacién de este elemento en las branquias, dependiente de la dosis utilizada como nos muestran las
observaciones histolégicas con la tincion de Ditizona. El cadmio ha sido descrito como uno de los
metales pesados mas toxicos a través de su accion sobre estos 6rganos. Asi, se ha observado que
produce generalmente asfixia en los peces debido a que los precipitados o coagulados de mucopro-
teinas, producidos como defensa, se depositan sobre el epitelio branquial. Esto produce un bloqueo
del intercambio de gases, de la excreciéon de productos de desecho y de la osmorregulacion (Tafanelli
y Summerfelt, 1975). Algunos de estos efectos, como la pérdida de equilibrio, fueron observados en
ejemplares de Brachydanio rerio que fueron expuestos a cloruro de cadmio en ensayos agudos y su-
bagudos (Karlsson-Norrgren et al., 1985). El cadmio afecta la morfologia del epitelio de las branquias
produciendo patologias a nivel celular que influyen en los sistemas de regulacion i6nica (Evans, 1987).
Alteraciones similares a las antes mencionadas son descritas por Andreozzi et al. (1994) también en
Carassius auratus (L), la misma especie utilizada en nuestro estudio, aunque expuestos a concentra-
ciones mucho mayores de cloruro de cadmio (20 mg/L) que las estudiadas por nosotros. A estas dosis,
las alteraciones vasculares mas frecuentes fueron hemorragia y congestion tanto a nivel branquial
como hepatico, demostrandose asi que los dos érganos elegidos para nuestro estudio (higado y bran-
quias) son muy sensibles a los efectos toxicos de los metales, y en especial al cadmio y, por tanto,
son una herramienta tisular y organica muy adecuada para observar cualquier efecto deletéreo a dosis
bajas o muy bajas, como las empleadas en nuestro estudio, para el anélisis y seleccion de los mejores
biomarcadores de alerta temprana.

Distintos estudios han considerado que el cadmio puede provocar dafios a nivel molecular en los
organismos marinos en bajas concentraciones, conllevando a alteraciones en el trasporte a través
de las membranas biolégicas (Dailianis y Kaloyianni, 2004), actividad enzimatica (Canesi et al., 1998;
Nusetti et al., 2010), produccion energética (Sokolova, 2004) y dafos oxidativos (Prakash y Jaganna-
tha-Roa, 1995; Rajkumar et al., 2011).

El oxigeno es esencial para el desarrollo de las actividades metabdlicas en los organismos aero-
bios. El oxigeno trabaja como un aceptor de electrones durante la respiracién celular, pero también es
el principal responsable del incremento en la formaciéon de EROs. En células normales, las EROs son
detoxificadas por las defensas antioxidantes, de esta forma se genera un balance entre la produccion
de prooxidantes y el sistema antioxidante de defensa. Sin embargo, cuando hay una marcada produc-
cion de EROs, el sistema antioxidante de defensa se puede alterar o resultar insuficiente y esto lleva a
un incremento en el dafo en lipidos, proteinas y acidos nucleicos, alterando diversos procesos celu-
lares (Van der Oost et al., 2003). Las EROs pueden generar peroxidacién lipidica, dafios en las mem-
branas celulares, ruptura del ADN (dafio genotdxico) y alteraciones en la estructura y funciones de
las proteinas y otras biomoléculas (Pérez y Pérez 2000). Por ello, el estrés oxidativo es un desbalance
entre la produccion de EROs y la capacidad de su eliminacion por parte de las defensas antioxidantes,
generando un dafio oxidativo que lleva a una gran cantidad de cambios bioquimicos y fisiolégicos, los
cuales pueden desencadenar un deterioro y muerte celular (Sies, 1997). En el caso concreto de los
peces tienen un buen desarrollo de las defensas antioxidantes. Estas pueden ser de tipo enzimatico,
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entre ellas estan la superéxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), y pueden ser no enzimaticas como
el glutation (EI-Gazzar et al., 2014) y la melatonina (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Estudios realizados in vitro e in vivo muestran que el cadmio participa en la generacion de EROs
y en sus derivados (Drag-Kozak et al., 2019). Los efectos del cadmio administrado en altas concen-
traciones han sido atribuidos a un aumento excesivo de EROs en las células, y que conducen a estrés
oxidativo. La acumulacién de EROs en respuesta a la exposiciéon al cadmio puede ocurrir debido a la
inhibicion de antioxidantes y enzimas antioxidantes, y/o mediante un efecto del metal en la generacién
EROs (McRae et al., 2018). Por ejemplo, se ha demostrado que el cadmio tiene una fuerte afinidad
por el sitio activo de la enzima superoxido dismutasa en el higado del pez cebra (Wang et al., 2015),
y también se conoce que la exposicion al cadmio puede alterar la estructura proteica de la catalasa
(Wang et al., 2015). Es por esto que uno de nuestros objetivos es el de evaluar el efecto del cadmio en
la induccidén de estrés oxidativo, mediante la cuantificacién de dafio oxidativo a través de la medida de
la peroxidacién lipidica y de la respuesta antioxidante, determinada por las actividades de la catalasa
(CAT) y la superoxido-dismutasa (SOD).

La evaluacion de la peroxidacion lipidica, que resulta del dafio oxidativo ocasionado a lipidos sa-
turados e insaturados de las bicapas lipidicas, ha sido ampliamente utilizada como un marcador de
dafio oxidativo en peces inducido por contaminantes metalicos (Roberts y Oris, 2004; Ahmad et al.,
2006a; 2006b; Gioda et al., 2007). En este caso, los niveles de hidroperéxidos constituyen un marca-
dor del dafio oxidativo muy utilizado en los peces. Los hidroperéxidos son los productos primarios de
la oxidacién y se forman a partir de los acidos grasos insaturados. Alteran las membranas celulares
y son altamente téxicos, llegando a provocar problemas en las funciones o en la vida de las células.
Los resultados obtenidos durante nuestro estudio demostraron que la exposicién a concentraciones
de 1 mg/L de cadmio provocé un incremento en los niveles de hidroperdxidos tanto en las branquias
como en el higado, confirmando que con esos niveles de cadmio se produjo una situacion de estrés
oxidativo y en consecuencia dafio en las membranas celulares.

Nuestros datos acerca de un incremento en los niveles de hidroperéxidos coinciden con Oliva et al.
(2012), quienes relacionan altos niveles de peroxidacion en higado de Solea senegalensis con la pre-
sencia de altos niveles de As y Cd en dicho érgano. En otro estudio realizado con Carassius auratus (L),
pero con otro metal, en este caso el manganeso (Mn), se observéd que tratamientos a largo plazo (96 h.)
incrementaron los niveles de hidroperéxidos en todos los 6rganos estudiados (branquias, rifién, higado
y cerebro) (Vieira et al., 2012). También hay estudios de peces tratados con Zn donde se observa una
induccion de los niveles de TBAR (marcador de peroxidacién lipidica) en higado, cerebro y rifién, pero no
asi por el Cu que incluso los reduce en el higado (Gioda et al., 2007). Indudablemente, esto podria indicar
que metales pesados, como el Cd, Pb, Mn, As, y Zn, generan dafios oxidativos en peces.

Como mencionamos anteriormente, entre los principales mecanismos para eliminar las EROs de
las células animales se encuentran las actividades enzimaticas superoxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT). La superoxido dismutasa constituye la primera linea defensiva frente al radical superéxido (O,),
provocando su dismutacion y dando lugar a la formacion de agua oxigenada (H,0,). EI O, se genera
principalmente en reacciones de autooxidacion y tienen lugar durante la transferencia de electrones
en la cadena respiratoria mitocondrial. Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican que en
ambos érganos, branquias e higado, se generd una estimulacion de la actividad SOD a concentracio-
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nes de 1 mg/L de CdCl,, generandose un incremento del 67% en las branquias y un 98% en el higado
versus el grupo control. Si comparamos esto con lo realizado por Vieira et al. (2012), pero con Mn,
nuestros resultados se asemejan a los de ellos puesto que la actividad SOD resulté sensiblemente es-
timulada (por encima del 200% vs. los controles) en el higado y en branquias, no asi en cerebro donde
la actividad SOD se encontré inhibida en un 75% vs. el grupo control.

Hay estudios que han demostrado que, bajo condiciones de estrés oxidativo, la SOD puede pre-
sentar comportamientos diferentes. Inicialmente o cuando el estrés es moderado, la SOD puede ser
estimulada. Sin embargo, cuando la situacién de estrés oxidativo se alarga durante un periodo de
tiempo y persiste, la SOD puede llegar a alcanzar sus niveles de saturacién y tender a estabilizarse, o
incluso a disminuir su actividad (Berrahal et al., 2007; Ates et al., 2008). Una disminucion en la activi-
dad SOD se ha visto en el higado después de la administracion de cadmio también para las especies
Rhamdia quelen (Pretto et al., 2011) y Oreochromis niloticus (Saglam et al., 2014). En otro estudio, con
peces Oreochromis niloticus (Tilapia) expuestos a Pb administrado en la dieta también mostraron una
inhibicion dosis-dependiente de la actividad SOD de riiidn (Dai et al., 2012).

La catalasa es otra enzima que presenta un papel relevante en la defensa antioxidante (Di-Giulio
et al., 1993). Se encarga de catalizar la reaccién de reduccién del peréxido de hidrégeno (H,0,) en
agua (H,0) y oxigeno (O,). La actividad catalasa puede localizarse en practicamente todas las partes
de la célula, aunque es mucho méas abundante en los peroxisomas y las mitocondrias (Halliwell et al.,
1995). En nuestro estudio se pudo observar un aumento respecto al control en la actividad enzima-
tica de la catalasa en todas las concentraciones ensayadas, desde la menor concentraciéon de 0,01
mg/L de cadmio en branquias. Viendo un aumento del 89% de la actividad de la catalasa a la con-
centracion de 1 mg/L de cadmio. Por su parte, en el higado se presenté un aumento significativo de
la actividad de la catalasa a la mayor concentracion estudiada de 1 mg/L. Dicho aumento fue de 68%
de la actividad de CAT sobre el control. En otro estudio, realizado con Carassius auratus (L.) tratados
con 0.1y 1 mg/L de Mn durante 96 h., se obtuvo un incremento de la actividad CAT solamente en las
branquias; mientras que fue inhibida en el higado y el rifidn, y no se afect6 en el cerebro (Vieira et al.,
2012). En el estudio realizado por Arantes et al. (2016) donde se expusieron a los peces a diferentes
metales (Ag, Cd, Cr, Cuy Zn), se observé que el Cd y el Cr inhibieron o no tuvieron efecto sobre la
actividad CAT en rifidn, branquias y cerebro, pero la estimularon en el higado; la Ag inhibio la CAT
en el higado, rifidn y cerebro, pero la estimul6 en las branquias. El Zn tuvo un efecto estimulador
en higado y cerebro, pero ninguno en rifidn o branquias; y el Cu inhibié la CAT en el rifidn, pero la
estimulé en los otros 6rganos.

Como mencionamos anteriormente, las branquias podrian ser consideradas como el 6rgano de los
peces mas sensible a los contaminantes, ya que como hemos visto alcanzan los niveles mas altos de
produccién de hidroperéxidos lipidicos (un buen marcador de dafio oxidativo real). Esto puede estar
vinculado al mayor contacto de este 6rgano con los metales presentes en el agua, en nuestro caso el
cadmio. Y el higado al ser el 6rgano encargado a la detoxificacion de toxinas, es al igual que las bran-
quias altamente afectado por los contaminantes o los agentes toxicos. Nuestro estudio, indica que
existe una relacién directa entre la exposicion al cadmio en peces y la inducciéon de dafio genotéxico
evaluado con los ensayos de micronucleos y el estrés oxidativo medido por el aumento de la peroxi-
dacion lipidica y la respuesta antioxidante de la superéxido dismutasa y la catalasa. No obstante,
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nuestros resultados indican que, si bien, se ha generado una respuesta antioxidante, ésta no ha sido
suficiente para evitar la generacién de estrés oxidativo medido por la cantidad de hidroperéxidos, en
ambos 6rganos. Ademas, se pudo observar una acumulacion de cadmio en branquias e higado junto
con un aumento en la cantidad de micronucleos observados en eritrocitos de Carassius auratus (L). La
evaluacién de los parametros analizados en este estudio, pueden considerarse como buenos biomar-
cadores para la monitorizacién ambiental de los ecosistemas acuaticos.

La presencia de metales pesados en los ecosistemas constituye un serio problema debido a su
elevada persistencia medioambiental y su alta toxicidad para los organismos vivos; ejemplo de ello
son el cadmio (Cd), plomo (Pb) y mercurio (Hg) (Kolf-Clauw et al., 2007). Por este motivo, es muy im-
portante mantener un equilibrio en los sistemas acuaticos, evitar la contaminacion desmedida, y una
continua supervision de los desechos asociados a las industrias y la mineria. Son factores principales
a tener en cuenta en el momento de generarse una inestabilidad en los ecosistemas y, por lo tanto,
dafio en los organismos que alli viven y se relacionan.

[6]

Conclusiones

Tras la exposicidn a corto plazo, durante 96 horas, de ejemplares de Carassius auratus (L) a dife-
rentes concentraciones de cadmio (0,01; 0,1 y 1 mg/L) en condiciones controladas de laboratorio se
observoé:

1) La bioacumulacion de Cd, inducida por las tres concentraciones de cadmio evaluadas,
en las células de los dos tejidos estudiados: branquias e higado.

2) Lainduccion de dano oxidativo (peroxidacion lipidica), evaluado mediante la cuantifi-
cacion de los niveles de hidroperéxidos, en branquias e higado por la concentracién de
cadmio mas alta (1 mg/L).

3) La induccion de una respuesta antioxidante, puesta de manifiesto por un incremento
de las actividades enzimaticas SOD y CAT, tanto en branquias como en higado. No obs-
tante, ello no fue suficiente para evitar el desarrollo del daio oxidativo.

4) La induccion de dano genotoxico, evaluado mediante el ensayo de micronucleos en
eritrocitos de sangre periférica, por las distintas concentraciones de cadmio ensayadas.

5) Los parametros bioquimicos y citogenéticos evaluados en peces en este trabajo pue-
den ser utilizados como biomarcadores tempranos apropiados para la monitorizacion

ambiental de la contaminacién por cadmio en el medio acuatico.
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