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RESUMEN

En los peces, el estrés causado por quimicos en el medio ambiente puede afectar el sistema
inmune. Se evalu6 el efecto de 0,10 mg.L"! de Cd sobre la viabilidad, la actividad fagocitica,
indice fagocitico, la adherencia, la quimiotaxis y el estallido respiratorio de polimorfonucleares
(PMN) procedentes del pronefros de alevines de Colossoma macropomum a diferentes lapsos,
con lo cual se pretendié determinar como varian dichos parametros ante la exposicion al toxico.
Los organismos fueron divididos en 5 grupos experimentales, 4 grupos expuestos, representando
cada uno, un tiempo de exposicion (3, 21, 31 y 45 dias), y un control. Segun el tiempo de
exposicion, se sacrificaron los peces mediante decapitacion, para asi obtener el pronefros, y de
él, los PMN. La actividad fagocitica (AF), el indice fagocitario (IF), la adherencia y el estallido
respiratorio se evaluaron mediante la técnica histoquimica del nitroazul de tetrazolio, mientras
que la quimiotaxis, se evaluo por medio de la prueba de siembra en agarosa al 0,50%. Se us6 un
analisis de Kruskall-Wallis para comparar entre los grupos de peces, tanto control como
expuestos, y determinar si existian diferencias entre los parametros evaluados. Se observaron
diferencias significativas en todos los parametros evaluados; la AF, el IF y la adherencia
mostraron los valores mas bajos a los 45 dias de exposicion, mientras que el estallido respiratorio
y la quimiotaxis a los 31 y 21 dias, respectivamente. Los resultados indican que el efecto del
Cd, a esta dosis, sobre las respuestas evaluadas, es nocivo para los PMN, asi mismo, su
inmunotoxicidad se evidencidé por la disminucidén de la quimiotaxis y de las respuestas
fagociticas, causando el deterioro de la eficacia de la resistencia inmune, aumentando a su vez
la susceptibilidad a las infecciones, evidenciando el efecto inmunotoxico del Cd.

Palabras clave: cadmio, pronefros, fagocitosis, Colossoma, inmunidad innata, estallido
respiratorio.

ABSTRACT

The effect of 0.10 mg.L! of Cd on viability, phagocytic activity, phagocytic index, adherence,
chemotaxis and the respiratory burst of polymorphonuclear (PMN) from the pronephros of
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Colossoma macropomum fry to different lapses are evaluated. With which it was intended to
determine how such parameters vary before exposure to toxic. The fishes were divided into 5
experimental groups, 4 groups exposed, each representing an exposure time (3, 21, 31 and 45
days), and one control. According to the exposure time, the fish were sacrificed by decapitation,
to get the pronefros, and from it, the PMN. Fagocytic activity (AF), the phagocytic index (IF),
adhesion and respiratory burst were evaluated by the histochemical technique of nitroblue
tetrazolium, while chemotaxis was evaluated by means of the test in agarose at 0.50 %. A
Kruskall-Wallis analysis was used to compare between groups of fish, both control and exposed,
and determine if there were differences between the parameters evaluated. Significant differences
were observed in all evaluated parameters; The AF, the IF and the adherence showed the lowest
values at 45 days of exposure, while the respiratory burst and chemotaxis at 31 and 21 days,
respectively. The results indicate that the effect of the Cd, at this dose, on the responses evaluated,
is harmful to the PMN, as well, it’s immunotoxicability was evidenced by the reduction of
chemotaxis and phagocytic responses, causing the deterioration of the effectiveness of immune
resistance, in turn increasing susceptibility to infections, evidencing the immunotoxic effect of
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the Cd.
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respiratory burst.

INTRODUCCION

En los peces, como en todos los animales
poiquilotermos, la inmunidad innata es particu-
larmente importante (FERNANDEZ ET 4L. 2002;
Siwickr £7 4r. 2010; PALuDAN E7 4r. 2021). En
ellos, el pronefros es el principal érgano impli-
cado en la respuesta inmune, el mismo es el en-
cargado de producir las células que van a modu-
lar y ejecutar una respuesta inmune satisfacto-
ria, tanto de la respuesta adaptativa como de la
innata. La respuesta inmune innata comprende
una serie de mecanismos de defensa (fagocitosis,
quimiotaxis y muerte bacterial, entre otros) que
en estos organismos constituyen su linea de de-
fensa primaria y primordial (Rauta 2012; GEVEN
& Kiaren 2017), siendo la fagocitosis un pro-
ceso esencial en la defensa de estos organismos,
(Tort ET 4L. 2005; ESTEBAN ET 4L. 2013) radican-
do alli su importancia como principal mecanis-
mo de proteccion de los peces.

Debido a las caracteristicas del sistema inmune,
es posible predecir, dependiendo de la via de ex-
posicion al toxico, la sensibilidad de los meca-
nismos inmunolégicos expresados por un orga-
nismo ante un contaminante en particular, ya que
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este sistema incluye respuestas celulares y
bioquimicas que pueden ser medidas en el labo-
ratorio; como ejemplo de estas respuestas ante
xenobidticos se pueden mencionar el recuento
diferencial de leucocitos y el monitoreo de la
actividad fagocitica de los globulos blancos
(KrEUTZ ET 4L. 2011).

Uno de los pardmetros usados, es la evaluacion
de la fagocitosis, ésta sefiala que los leucocitos
tienen un alto potencial de participacion en la
respuesta inmune o de fagocitar un antigeno de-
terminado (ABREU ET 4L. 2009). Estudios reali-
zados en peces capturados en cuerpos de agua
contaminados comparados con peces de la mis-
ma especie que habitaban aguas libres de conta-
minantes, han evidenciado un comportamiento
de los macrofagos diferente (Romano 1999). La
fagocitosis es un mecanismo primordial en la
inmunidad innata. El proceso fagocitico es un
procedimiento complejo que incluye varias eta-
pas secuenciales y que comprenden varios pa-
sos: la quimiotaxis, la adhesion, la endocitosis y
los cambios fisicos y bioquimicos intracelulares
que capacitan a los fagocitos para endocitar,
matar y digerir a los microorganismos (Rojas-
EspiNosa Y ARCE-PAREDEs 2004).
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Estudios realizados en peces, muestran que la
fagocitosis es sensible a los toxicos, al respecto
ZELIKOFF ET 4L. (2002) observaron una reduccion
significativa de la fagocitosis y de la produccion
de oxi-radicales en ejemplares de Micropterus
dolomieu colectados en una zona contaminada
por policlorados bifenilos en comparacion con
organismos muestreados en sitios de referencia.
Por otro lado, los ftalatos o ésteres de acido
ftalico, han demostrado impactar de forma ne-
gativa sobre las células fagociticas de Cyprinus
carpio (WATaNUKI ET 4L. 2003). De igual modo,
la quimiotaxis, otro parametro del proceso de
fagocitosis, al parecer aumenta durante la expo-
sicion a metales. RoBoHom (1986), en Morone
saxatilis, hallo que la migracion de macrofagos
peritoneales aumenta durante la exposicion al
cadmio (Cd). De igual forma Rymuszka &
SiEros*awskA (2013), hallaron, en leucocitos de
Cyprinus carpio, tanto de pronefros como de
sangre periférica expuestos a una cianotoxina,
que la actividad fagocitica era inhibida, mien-
tras que las especies reactivas de oxigeno au-
mentaban con relacion a los controles.

El Cd es un importante xenobiotico, toxico, no
degradable que puede incorporarse en los peces
a través de dos rutas principales: por ingestion e
introduccion en o6rganos como higado, rifion y
tracto gastrointestinal. Este metal causa una di-
versidad de efectos toxicos en peces teledsteos,
tales como fracturas y deformidad de los hue-
sos, lesiones en la piel, disminucion del consu-
mo de oxigeno por los tejidos branquiales, alte-
raciones patologicas en el tejido renal, trastor-
nos hematolégicos y metabolicos, ademas de
supresion del sistema inmune, entre otros. Su
toxicidad se incrementa debido a la propiedad
de bioacumularse ocasionando el efecto de
biomagnificacion en los niveles troficos siguien-
tes (KAMUNDE & MAcPHAIL 2011; MOHARRAN
ET AL. 2011; KonDERA & WITESKA 2013); al res-
pecto se han demostrado los efectos toxicos de
este metal en el 6rgano hematopoyético del pez
Colossoma macropomum, tanto en la estructu-
ra, morfologia y funcionabilidad del 6rgano,
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como en las propias células que lo conforman,
advirtiéndose, sobre todo a nivel ultraestructural,
el dafio producido por el metal a concentracio-
nes subletales (ANTON-MARIN ET 4. 2015).

El estrés causado por agentes fisicoquimicos en
el medio ambiente puede afectar el sistema in-
mune en los peces, dependiendo del tipo de toxi-
co, dosis, tiempo de exposicion, y condiciones
fisicoquimicas del agua, entre otros factores
(Torrt ET 4L. 2005). En estos organismos un fac-
tor estresante puede provocar alteraciones en los
parametros hematicos, metabdlicos, inmunita-
rios, equilibrio endocrino, disfunciéon en la sin-
tesis de diversas enzimas y deficiencias
reproductivas (MiLLA ET 4L. 2011; RUDNEVA ET L.
2012). Esta serie de alteraciones disminuyen la
resistencia inmune de los peces aumentando la
susceptibilidad a las infecciones (RADHAKRISHNAN
2010).

En este trabajo se evaluo el efecto de una dosis
subletal (0,10 mg.L") de Cd sobre algunos para-
metros inmunolégicos: viabilidad, fagocitosis
(actividad fagocitica, indice fagocitico), asi como
sobre la adherencia, la quimiotaxis y el estallido
respiratorio de células polimorfonucleares
(PMN) procedentes del pronefros de alevines de
C. macropomum a diferentes lapsos, esto, como
una medida del funcionamiento del sistema in-
mune innato celular, con lo cual se pretendi6
determinar como varian dichos pardmetros ante
la exposicion al toxico.

MATERIALES Y METODOS

Alevines de C. macropomum, donados por la
empresa Piscicultura ALMA, C.A (ALMACA)
con las siguientes medidas iniciales: longitudes
de 3,02 + 1,20 cm y masa 3,10 + 1,38 g, fueron
trasladados desde la piscicultura antes sefialada,
en bolsas plasticas selladas conteniendo agua y
oxigeno, hasta el Laboratorio de Proteinas e
Inmunotoxicidad, del Postgrado en Biologia
Aplicada de la Universidad de Oriente (ntcleo
de Sucre). Una vez en el laboratorio, fueron co-
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locados inmediatamente en acuarios de vidrio
(medidas: 60,00 x 30,00 x 40,00 cm y con capa-
cidad util de 60,00 L de agua) que contenian agua
previamente aireada y sin cloro. Al cabo de 30
min. los peces fueron sacados uno por uno de
las bolsas plasticas con una malla para peces, ¢
introducidos directamente en el agua de los acua-
rios para asi iniciar el periodo de aclimatacion,
por 15 dias, los organismos fueron alimentados
ad libitum todas las mananas, antes del recam-
bio de agua, con alimento comercial en hojuelas
para peces tropicales (marca Kantal), asi mismo
se les realizé recambio del 80,00% del agua dia-
riamente, manteniéndolos con continua airea-
cion, los acuarios fueron cubiertos con bolsas
plasticas negras para disminuir la cantidad de luz
artificial y minimizar el estrés. Los parametros
fisico-quimicos se mantuvieron constantes du-
rante todo el ensayo (pH: 7,00 + 0,30; tempera-
tura: 24,00 + 1,00 °C; O,: 3,90 + 0,10 mg.L";
dureza total: 106,00 mg.L"), siendo estos
monitoreados diariamente. Al final de este pe-
riodo, se procedio al montaje del bioensayo y a
la posterior obtencion de las muestras. Toman-
do como base la concentracion letal media (LC, )
de Cd determinado para esta especie (BLanco
2004) la cual fue de 38,47 mgL"', se empled una
dosis subletal de Cd de 0,10 mgL tomada a par-
tir de una concentracion madre de 1000,00 mg.L™.

Luego de culminado el periodo de aclimatacion,
se procedi6 a realizar el bioensayo, para esto se
colocaron, 48 horas antes del inicio de este, 150
peces de tamanos similares (longitud total: 4,48
+ 1,80 cm; masa: 4,10 £ 0,20 g) en cada uno de
los acuarios exactamente iguales a los usados
en el periodo de aclimatacion, preparados para
tal fin. Los organismos, a razoén de 10 indivi-
duos por acuario, fueron divididos en 5 grupos
experimentales: un grupo control y 4 grupos ex-
puestos y, cada uno con 2 réplicas, lo que equi-
vali6 a tres acuarios por cada grupo (15 acuarios
en total). A cada grupo de ejemplares expuestos
se les coloco el toxico (0,10 mg.L' de Cd) en el
agua de los acuarios. Cada uno de estos grupos
experimentales representaba un tiempo de ex-

SERVOLAB SCIENCE NEWS

48

2022

posicion los cuales fueron: 3, 21, 31 y 45 dias,
mas el grupo control (sin exposicion al toxico),
durante todo el bioensayo se mantuvieron las
mismas condiciones fisicas y quimicas del agua
para todos los acuarios, siendo utilizado un sis-
tema de ensayo semi estatico con recambio dia-
rio del 80,00% del agua, manteniendo la con-
centracion del metal en el agua constante, de
acuerdo con la concentracion de interés (UsEpa
1996). Luego de la culminacion del periodo de
exposicion al metal, de acuerdo con cada lapso,
se procedié a tomar las muestras a los 3, 21, 31
y 45 dias, para la determinacion de los parame-
tros a estudiar.

Para la obtencion de las muestras (células PMN),
los peces fueron colocados en una cubeta con
agua fria (5,00 °C) hasta que se adormecieron,
para de esta forma pesarlos, medirles la longi-
tud estandar y proceder a extraer el pronefros.
Cada uno de los peces (con medidas biométricas
promedio: 5,20+ 1,30 cmy masa: 6,01+ 1,10 g)
segun su condicion (expuestos y controles), fue-
ron rapidamente decapitados mediante un corte
en la zona posterior a la region opercular, luego
se procedi6 a realizar una incision desde la re-
gion dorsal hasta la zona del pedunculo caudal
para abrir al animal y exponer la cavidad abdo-
minal para extirpar el pronefros, el cual se ex-
trajo y fue colocado en solucion de Hank (HBSS)
y mantenido en frio (4,00 °C) hasta su procesa-
miento (no mayor a 2 horas) (EGGLETON ET 4L.
1989; HART ET 4L. 1998).

Los PMN del pronefros se obtuvieron por modi-
ficacion de la técnica de HART £7 4L. (1998) y
EGGLETON ET 4L. (1989). Luego de removidos,
pesados y lavados con solucion salina fisiologi-
ca estéril y HBSS, los pronefros fueron pasados
a través de una malla de nylon de abertura 100
im, sobre una placa de Petri estéril mantenida en
hielo, para homogeneizar luego en 1,00 mL de
HBSS, suplementado con 1,00% de L-glutamina
4,00 mM (1,00%), penicilina (1000000,00 UI.L-
1, estreptomicina 0,10 mg/mL y heparina 0,10%.
La suspension celular se centrifugd a 5000 rpm
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por 10 min., el precipitado se resuspendio en 0,75
mL de HBSS suplementado y se centrifugd a
3000 rpm por 10 min, el precipitado se colocd
nuevamente en 0,75 mL de HBSS y se centrifugo
a 3000 rpm por 5 min, el sedimento se resuspen-
di6 en 2000,00 pL de HBSS con suero fetal y se
conservo en tubos Eppendorfa 4,00 °C hasta la
realizacion de las pruebas inmunolégicas.

Viabilidad celular de los leucocitos polimor-
fonucleares del pronefros

La viabilidad celular se realiz6 mediante la téc-
nica de exclusion del azul de tripano al 0,40%
(FAIRHURST ET 4. 2007). Este método se basa en
que las células viables no captan ciertos colo-
rantes, no permiten el paso del colorante a su
interior, mientras que las células no viables, si
lo permiten, lo cual es una caracteristica que
ayuda a diferenciar unas células de otras. Aqui
los PMN se colorearon con una solucion de azul
de tripano (Sigma-Aldrich, INC. St. Louis, USA)
al 0,40% en HBSS. La solucion preparada se
conservd en frasco ambar y bajo refrigeracion
por un periodo no mayor a 15 dias. En el proce-
dimiento, se mezclaron partes iguales de azul de
tripano (0,40%) y de la suspension de PMN pre-
parada; se agitd en un vortex durante 20 segun-
dos, procediendo a realizar el contaje de las cé-
lulas en una camara de Neubauer, contando en
los cuatro cuadrantes secundarios periféricos en
un microscopio marca Olympus, modelo
CX41RF.

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad mediante
la cuantificacion de 100 células; de esas 100 cé-
lulas se determinaron cuantas estaban vivas. Los
resultados obtenidos se expresaron en porcenta-
jes de células vivas. Luego de este ensayo se ajus-
to la suspension de PMN a 10,00 x 10° cels.mL-
"'en HBSS, para luego poder utilizarla en poste-
riores determinaciones.

Evaluacion de la actividad fagocitica

Para la evaluacion de la actividad fagocitica (AF)
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de los PMN del pronefros se llevo a cabo la téc-
nica histoquimica de nitroazul de tetrazolio (NBT
por sus siglas en inglés) de Rosas-Espinosa v
ARCE-PAREDES (2004) modificada para células
del pronefros. Esta tiene la ventaja que a la vez
que mide la actividad fagocitica mide la adhe-
rencia y el estallido respiratorio. En la prueba
del NBT, los neutrofilos se incuban con el colo-
rante oxidado, se estimulan con particulas inge-
ribles y se examinan al microscopio para buscar
la presencia o ausencia de formazan azul dentro
de las células.

Reduccion del nitroazul de tetrazolio (Prue-
ba histoquimica)

Por cada organismo se prepararon 2 portaobjetos
(de vidrio) lavados y desengrasados. Se marca-
ron 3 circulos equidistantes, de aproximadamen-
te 1,00 cm de didmetro, con lapiz graso en cada
portaobjetos. Se depositd una gota de suspen-
sion de células (PMN) en el centro de cada cir-
culo dibujado en el portaobjetos. Se coloco cada
portaobjetos dentro de una cdmara humeda (paso
critico). Se incubaron a 37,00°C por 30 min. Se
recuperaron los portaobjetos y se lavaron con
PBS pH 7,20, se sec6 el liquido alrededor de los
circulos con papel absorbente, evitando que las
preparaciones celulares se secaran. Se adiciond,
al primer circulo, aproximadamente 30,00-50,00
il de solucion de NBT (Sigma, St Louis, USA)
al 0,10%; al segundo circulo 30,00-50,00 iL de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) opsoniza-
das suspendidas en NBT al 0,10% en NaCl 0,15
M vy al tercer circulo, 30,00-50,00 iL de levadu-
ras no opsonizadas suspendidas en NBT al
0,10%. Se incubaron las preparaciones a 37,00°C
durante 30 min., se recuperaron los portaobjetos
y luego fueron lavados con PBS. Se seco el ex-
ceso de liquido alrededor de los circulos y se
cubrieron las preparaciones con safranina al
0,50% en agua. Se incubaron a temperatura am-
biente durante 10 min. Al cumplirse el tiempo
de incubacion los portaobjetos fueron lavados
con agua para eliminar el exceso de colorante,
se enjuagaron con agua destilada y se dejaron
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secar al aire y se montaron para ser observados
al microscopio con 100X, visualizandose los
fendmenos de ingestion y reduccion del NBT.

Para la determinacion del indice fagocitario o
de fagocitosis (IF), y la actividad fagocitica (AF),
se cuantificé el grado de endocitosis en las pre-
paraciones: se conté un minimo de 100 células
y se establecio el porcentaje de células fagoci-
tantes (aquellas que tenian por lo menos una le-
vadura en su interior), de estas células se esta-
blecio el porcentaje de las células que habian
ingerido 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9y 10 6 mas del0
levaduras, ademas, se establecio el porcentaje
de las células que habian reducido el colorante
(la reduccion en una sola vacuola fue suficiente
para calificar la reduccion como positiva= NBT
positivo).

La AF se obtuvo mediante la formula si-
guiente:

N? células fagocitantes

AF = x 100

N?total de fagocitos contados

De igual manera se obtuvo el IF, para lo cual se
utilizé la formula:

IF— N? células de levaduras ingeridas

N?total de células con levaduras ingeridas

Al mismo tiempo esta prueba permitid evaluar
el estallido respiratorio de los PMN basado en
la produccion intracelular del anion superoxido
(O,) mediante la reduccion del NBT.

Activacion de la adherencia de las células a
superficies

La capacidad de adherencia de las células a las
superficies se cont6 en las mismas laminas utili-
zadas para la determinacion de la fagocitosis.
Observandose a 40X los neutrdfilos activados.
Se contaron 100 células y se obtuvo el porcenta-
je de células adherentes.
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Determinacion indirecta del estallido respi-
ratorio

El estallido respiratorio basado en la produccion
de anién superdxido (O,) fue determinado por
la misma técnica anterior. Cuando la solucién
de NBT es incubada con las células a evaluar,
este es reducido por el anion superoxido a
formazan, una sustancia de color azul-negro que
se deposita como particulas insolubles dentro de
las células, este ensayo es una prueba indirecta
la cual es claramente visible al microscopio
(Yo E7 4L. 2003).

Quimiotaxis

Se empled la prueba de quimiotaxis descrita por
VaraGas (2008), modificada para células del pro-
nefros. Para evaluar la quimiotaxis se sigui6 el
siguiente protocolo: en laminas portaobjetos se
afiadieron 2,00 mL de agarosa al 0,50% y se de-
jaron reposar por 5 min. hasta solidificar; se hi-
cieron tres orificios en la agarosa con la punta
de una pipeta calibrada a 0,30 cm de didmetro,
colocandose en cada uno de los orificios las
muestras de la siguiente forma: a.- En el orificio
central se colocaron 20,00 puL de la suspension
de células fagociticas coloreadas con safranina
al 0,50%. b.- En el orificio derecho se colocaron
20,00 puL de levaduras opsonizadas. c.- En el
orificio izquierdo se colocaron 20,00 pL del an-
tibidtico estreptomicina (sustancia control no
quimiotactica). Una vez colocadas las muestras
en las laminas portaobjetos, se llevaron a cama-
ra humeda por 12 horas, al término del cual se
midio el recorrido de los fagocitos desde el pozo
central hasta el borde de ataque de las células.
Los resultados fueron expresados en cm recorri-
dos por los fagocitos.

Analisis estadistico

Se utiliz6 un analisis de Kruskall-Wallis para
realizar una comparacion de los parametros en-
tre los grupos de peces (control y expuestos), y
determinar si existian diferencias significativas
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entre los parametros evaluados. La toma de de-
cisiones se realizd a un nivel de significancia del
95%. Los analisis estadisticos se realizaron con
el paquete estadistico Statgraphic version 5.1 en
ambiente Windows (SokaL vy RoHLF 2009).

RESULTADOS

Se observaron diferencias significativas en las
respuestas de quimiotaxis y de adherencia de los
leucocitos PMN provenientes de los diferentes
grupos evaluados (K-W=27,53; P<0,05; K-W=
46,41; P<0,05 respectivamente), los valores pro-
medio maximos lo presentaron los grupos con-
troles (3,20 + 0,50 cm para la quimiotaxis y 31,08
+ 1,29% para la adherencia); mientras que los
valores minimos de quimiotaxis se obtuvieron
en el grupo expuesto durante 21D (2,10 £ 0,14
cm) y para la adherencia (15,41 + 0,93%) para
el grupo de 45D (Fig.1, Fig. 2).

El analisis estadistico determind que hubo dife-
rencias significativas en la actividad fagocitica
de los PMN de los diferentes grupos de peces
expuestos a Cd (K-W=40,15; P<0,05 ); los ma-
yores valores se observaron en el grupo control
(73,07 + 4,51%) y el menor valor promedio se
observo en el grupo expuesto durante 45D (21,30
+ 3,40%) (Fig. 3); igualmente, se evidenciaron
diferencias significativas para el indice
fagocitario (K-W=32,75; P<0,05 ) (Fig. 4), los
mayores valores se observaron para el grupo
control (2,83 £+ 0,29) y el menor valor para el
grupo expuesto durante 45D (1,85 £0,22). Para
el estallido respiratorio (Fig. 5) se observaron
diferencias significativas entre los grupos (K-W=
31,50; P<0,05), el valor mas alto se observo para
el grupo control (95,00 +2,40%) mientras que el
menor se registrd para el grupo de 31D (61,00 +
1,80%).
DISCUSION

Los resultados obtenidos indican que el efecto
del Cd sobre las respuestas celulares evaluadas
relacionadas con la capacidad inmunologica de
las células del pronefros responde al tiempo de
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exposicion al metal mas que por la dosis em-
pleada.

La disminucion en la respuesta quimiotactica de
las células del pronefros (Fig. 1) sugiere que el
Cd afecta la funcionalidad de estas células ac-
tuando sobre el citoesqueleto. Se ha reportado
que metales como el Cd afectan la respuesta
fagocitica de PMN sanguineos en peces expues-
tos a este metal (RapHAKRISHNAN 2010). Sin
embargo, en esta investigacion se demuestra que
el Cd afecta a los PMN mucho antes de que sean
liberados a la sangre periférica, es decir, son
perjudicados directamente en el 6rgano produc-
tor de los mismos (pronefros), y que,
adicionalmente el efecto inmunosupresor del
metal va a depender del tiempo de exposicion al
mismo, todo esto quizas relacionado con la ca-
pacidad que tiene este 6rgano de bioconcentrar
el Cd, previamente. Marcano (2011), también
en C. macropomum, hallo que los niveles de Cd
en pronefros aumentaron significativamente, asi
mismo determind que el metal tiende a acumu-
larse en mayor concentracion en el riiidén en pro-
porcién con el tiempo de exposicion.). Por su
parte, KoNDERA ET 4L. (2014), hallaron en
Cyprinus carpio que el Cd tiene muy alta afini-
dad por el pronefros.
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Fig. 1. Quimiotaxis de leucocitos polimorfonucleares pro-
venientes del pronefros de alevines de Colossoma ma-
cropomum expuesto durante diferentes lapsos a 0,1 mg/L
de Cd. C= control, 3D= 3 dias, 21D= 21 dias, 31D= 31
dias y 45D= 45 dias.



Vol.1(1)

Todo lo anterior permite sefialar que el pro-
nefros es un 6rgano diana del Cd, por lo tan-
to, es logico pensar que sus efectos nocivos
se vean reflejados tanto en la citoarquitectura
del 6rgano, como en la de las células que en
¢l se producen (ANTON-MARIN ET 4L. 2015),
asi como en la funcion de las células PMN
originadas en este drgano, tal como se ob-
serva en esta investigacion, de igual manera,
una disminuciéon de la quimiotaxis también
fue observada por VarGgas (2008) en
granulocitos provenientes del riion de C.
macropomum expuesto a Cd y cobre, separa-
damente, mostrando el efecto que tienen es-
tos dos metales pesados y en especial el Cd
sobre la capacidad inmunolédgica de las célu-
las estudiadas.

Estudios realizados por Xu £r 4r. (2009),
mostraron los efectos del Cd en las células
del apice radicular de Allium sativum, demos-
trando que el Cd afect6 los mecanismos de
control de la organizacion de los microtibu-
los del citoesqueleto, asi como a los proce-
sos de ensamblaje/desensamblaje de la
tubulina, concluyendo que los microtibulos
del citoesqueleto son sitios diana de la toxi-
cidad de Cd en células de la punta de apice
radicular. Este mecanismo propuesto por Xu
ET 4L. (2009) pudiese explicar los resultados
encontrados en este estudio, ya que tanto la
quimiotaxis, la adherencia (Fig. 2), el IF (Fig.
3), asi como la AF (Fig. 4), estan alteradas,
debido a que estos parametros son mecanis-
mos que dependen de la exacta conformacion
del citoesqueleto, la cual a su vez depende,
en gran medida, de iones Ca*™, cuyo metabo-
lismo se ve afectado por el Cd (TVERMOES ET
4L.2011). En base a lo antes expuesto se debe
sefialar que, probablemente, el Cd, a través
de su accion sobre el Ca'™, actue sobre las
células del pronefros afectando los parame-
tros examinados.
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Fig. 2. Adherencia de leucocitos polimorfonucleares pro-
venientes del pronefros de alevines de C. macropomum
expuesto durante diferentes lapsos a 0,1 mg/L de Cd. C=
control, 3D= 3 dias, 21D=21 dias, 31D=31 dias y45D=
45 dias.
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Fig. 3. Actividad fagocitica de leucocitos polimorfonu-
cleares provenientes del pronefros de alevines de
Colossoma macropomum expuesto durante diferentes lap-
sos a 0, 1 mg/L de Cd. C= control, 3D= 3 dias, 21D= 21
dias, 31D= 31 dias y 45D= 45 dias.
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Fig. 4. Indice fagocitario de leucocitos polimorfonucleares
provenientes del pronefros de alevines de Colossoma
macropomum expuesto durante diferentes lapsos a 0, 1

mg/L de Cd. C=control, 3D= 3 dias, 21D=21 dias, 31D=
31 dias y 45D= 45 dias

Indice Fagocitario
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Asi mismo, la disminucion de la respuesta
fagocitica en la modalidad evaluada [(estallido
respiratorio (Fig. 5)], pudiera también sugerir una
respuesta toxica no especifica ante el Cd rela-
cionada con sus propiedades fisicoquimicas,
entre estas la afinidad que tiene el Cd por los
grupos —SH, —OH, carboxilo, fosfatil, cisteinil e
histidil, los cuales son parte fundamental de las
biomoléculas y por su accidon competitiva con
otros elementos funcionalmente esenciales, ta-
les como el zinc, el hierro y el Ca™, provocando
asi la inhibicion de las enzimas y proteinas que
participan en esta respuesta (Liu £7 4L. 2011).

100

===

L
L=]

C iD D 3D 45D

Estallido respiratorio (%)

Tratamiento
Fig. 5. Estallido respiratorio de leucocitos polimorfonu-
cleares provenientes del pronefros de alevines de
Colossoma macropomum expuesto durante diferentes lap-
sos a 0, 1 mg/L de Cd. C= control, 3D= 13 dias, 21D= 21
dias, 31D= 31 dias y 45D= 45 dias

El descenso en el porcentaje de adherencia de
las células del pronefros esta en concordancia
con la alteracion de los otros pardmetros evalua-
dos (IF, AF y quimiotaxis) ya que la misma, ade-
mas de tener una estrecha relacion con ellos, tam-
bién ejerce influencia en estos. Posiblemente, la
disminucién de este parametro se encuentre vin-
culada con la estructura de ciertas proteinas cla-
ves en el proceso de adhesion celular tales como
las integrinas (Mousa 2004) y las caderinas (VAN
Roy & Berx 2008). Las integrinas son proteinas
transmembranas, que poseen un dominio amino
terminal que se une estrechamente al colageno y
a otras c¢lulas y pueden actuar como moléculas
de adhesion célula-célula. El dominio amino-ter-
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minal es el sitio de unién de los ligandos para
que puedan unirse a las integrinas. En ambos
casos, los dominios de las integrinas incluyen
sitios de union de tres cationes divalentes. Uno
de ellos estd permanentemente ocupado a con-
centraciones fisiologicas de los cationes diva-
lentes, y une Ca™ o Mg"", los principales catio-
nes divalentes de la sangre (HynEs 2002).

Estudios realizados por DonG ET 4L. (2009),
muestran que el Cd causa disfuncion endotelial
con relacion a la funcion de las integrinas, este
hallazgo es importante ya que relaciona el efec-
to del Cd sobre la estructura y funcion de una
proteina crucial en el proceso de adherencia y
por tanto en el proceso de fagocitosis, lo que esta
en concordancia con resultados encontrados por
Marcano (2011) sobre la disminuciéon de Ca™ y
Mg™" en peces expuestos a Cd, ya que el Ca™y
el Mg son metales fundamentales para el buen
funcionamiento de las integrinas. Es posible en-
tonces concluir que este es otro de los posibles
mecanismos por el cual el Cd afecta la
fagocitosis.

Estos resultados corroboran los hallazgos de
VaArGas (2008) quien demostro el efecto del Cd
sobre las células del pronefros de juveniles de
C. macropomum evidenciado en la disminucion
de la quimiotaxis de los PMN del pronefros,
mientras que SALAZAR-LuGO ET 4L. (2006) y
SaLazar-Luco T 4L. (2009) determinaron el efec-
to del cobre y del Cd respectivamente, sobre la
respuesta de este organismo estableciendo la sen-
sibilidad del pez ante un toxico metalico.

En resumen, todos estos resultados se vinculan,
in vivo, con una disminucion de la capacidad de
los fagocitos para difundir a la zona del dafio,
formar seudopodos y por consiguiente fagocitar
las particulas extranas, lo cual a su vez trae como
consecuencia implicita e inequivoca que se vea
seriamente afectada la respuesta inmune innata
de los alevines de C. macropomum, como bien
puede notarse en los resultados hallados en esta
investigacion.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos obtenidos demuestran la accion
nociva del Cd para con las células fagociticas
del pronefros de alevines de C. macropomum a
una dosis subletal de 0,10 mg.L"'. El efecto
inmunotoxico del Cd se evidencid por la supre-
sién observada en los procesos de quimiotaxis,
respuesta fagocitica y en la efectividad para in-
ducir accion microbicida, mecanismos de pro-
teccion de primera linea en los procesos de in-
munidad innata lo que conlleva a la disminucion
de la eficacia de los mecanismos microbicidas
intracelulares y de la resistencia inmune, aumen-
tando a su vez la susceptibilidad de los peces a
las infecciones.

La alteracion de las respuestas inmunologicas
evaluadas en los PMN del pronefros de alevines
de C. macropomum evidencian, no solo el efec-
to del Cd sobre el sistema inmune del organis-
mo, sino que también la alteracion del estado de
salud de éste.
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