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RESUMEN

El cadmio es un metal ampliamente utilizado en la industria, éste se encuentra en forma
natural en la corteza terrestre, sin embargo, es toxico para todas las formas de vida y
carece de funcién biolégica. Goodea atripinnis, una especie endémica de la Mesa central
de la Republica Mexicana fue elegida para evaluar el dafio que produce este metal,
cuantificado su efecto mediante el uso de biomarcadores de dafio temprano ya que se
espera que el cadmio induzca dafio hepatico y estrés oxidativo en Goodea atripinnis. El
objetivo del estudio fue evaluar el efecto de la exposicion al cadmio sobre el estrés
oxidativo y el dafio hepatico en Goodea atripinnis. El proyecto fue dividido en 3 etapas
principales: 1) Determinacion de la dosis letal media (CLso) de Goodea atripinnis utilizando
un sistema estatico, donde los ejemplares se expusieron a distintas concentraciones de
cloruro de cadmio. La CLso para cadmio fue de 9.44 mg/L, calculada mediante el método
Probit. 2) Evaluar el efecto agudo y subcrénico del cadmio exponiendo los peces a %2y a
Y5 de la CLso por 5 dias y 30 dias, respectivamente. Al finalizar el periodo, los peces se
sacrificaron y se les extrajo el higado para la determinacion de los biomarcadores de dafio
temprano: las actividades enzimaticas de la gamma glutamiltranspeptidasa y la fosfatasa
alcalina, las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa
y la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Adicionalmente se determiné el grado de
peroxidacion lipidica y la cantidad de glucégeno hepatico. Una vez determinada la bateria
de los biomarcadores se realizo la integracion de las respuestas mediante el indice de la
Respuesta Integral de Biomarcadores (RIB). 3) Finalmente, se evalué el efecto del cadmio
sobre la reproduccion y el desarrollo embrionario de Goodea atripinnis. Para evaluar el
efecto reproductivo, hembras prefiadas de la primera generacion fueron expuestas a 1/4
de la LCso durante 90 dias para evaluar el efecto del cadmio sobre el nUmero de alevines
y la sobrevivencia de los mismos y se evalué el efecto del cadmio sobre el desarrollo de
los embriones mediante la exposicién de alevines durante 1, 2 y 3 meses a un 1/5 de la
LCso; al finalizar el periodo de exposicion, los organismos fueron sacrificados, medidos y
pesados y a cada uno de los grupos se le calcul6 el indice gonadosomatico, el indice
hepatosomatico y el factor de condicién. Los resultados muestran que a pesar de que
Goodea atripinnis es considerado un organismo tolerante, enfrenta severos dafios por
estrés oxidativo, las respuestas antioxidantes muestran diferencias sustanciales, lo cual
refleja el efecto toxico del cadmio sobre las defensas antioxidantes. La cantidad y
sobrevivencia de los alevines, aunados a los resultados obtenidos en la RIB, evidencian
que el cadmio puede ocasionar dafio hepético y afectar de manera importante la
reproduccion de Goodea atripinnis. El efecto del cadmio sobre el desarrollo de los
alevines quedo manifestado por los cambios en los indices somaticos, debido a los
constantes reajustes energéticos o “trade offs” que realiza Goodea atripinnis para
adecuarse a la exposicion al xenobiético. Los resultados obtenidos en los bioensayos
evidencian que el efecto del cadmio sobre los biomarcadores de dafio temprano, varia
dependiendo del tiempo de exposicién, la dosis administrada y la edad del pez.



ABSTRACT

Cadmium, a metal widely used in the industry, is found in soil and comprises part of the
earth’s crust, nevertheless, this is toxic for all known forms of life because cadmium has no
biological role. Goodea atripinnis, is a viviparous fish native to the Central Plateau of
Mexico, was chosen to assess the damage of cadmium, evaluating oxidative stress with a
set of early biomarkers of injury. The aim of the present study was to assess the toxic
effects of the cadmium on G. atripinnis. The project was divided into three parts: 1) The
acute toxicity bioassay for the test chemical cadmium chloride was conducted in static
system to determine the 96 h LCsg in the test species G. atripinnis. The data obtained were
statistically evaluated by the use of XLSTAT computer program based on Probit Analysis
Method and a 96-h LCso value for G. atripinnis was found to be 9.44 mg/L in a static
bioassay test system. 2) Based on the LCsy the acute and subchronic effects were
evaluated; by the acute test the fish were exposed to %th of LC50 for a period of 5 days,
and %ard of LC50 by 30 days for the subchronic trials. At the end of the exposure period,
the fish were killed with a sharp blow to the head, and the livers were removed for
determination of biomarkers: hepatic enzymes alanine aminotransferase and gamma
glutamyltranspeptidase, antioxidant enzymes superoxide dismutase, catalase and
glutathione peroxidase and the acetylcholinesterase activity. Additionally, in liver was
assessed the glycogen content and the degree of lipid peroxidation. We determined the
Integrated Biomarkers Response (IBR), with the results obtained for the battery of
biomarkers. Antioxidant responses show substantial differences, reflecting the toxic effect
of cadmium on antioxidant defense systems in G. atripinnis. 3) Finally, we evaluate the
reproductive effects and embryonic development of Goodea atripinnis exposed to
cadmium. In the evaluation of the reproductive effects, we evaluated the effect of cadmium
on the offspring of exposed pregnant females exposed to cadmium chloride (%ard LCso) for
90 days. To compare the offspring of untreated and treated females, we evaluate the
brood size (number of alevins in each brood) and the proportion of offspring surviving to
adulthood for each brood (number of adult fish divided by total number of fish born). The
effect of cadmium on the development of the embryos was assessed by exposing alevins
for 1, 2 and 3 months to 1/5th of the LC50; at the end of the exposure period, the
organisms were sacrificed, measured and weighed and each group was calculated the
condition factor, hepatosomatic index and the gonadosomatic index. The results show
that although G. atripinnis is considered as a tolerant species, cadmium is responsible for
damage by oxidative stress in the fish. The number and survival of the alevins, combined
with those the IBR, for enzyme activities and level of lipid peroxidation, showed that the
cause liver injury and affect significantly the reproduction in G. atripinnis. Our results
suggest that cadmium concentrations affect immature fish with possible consequences
later in life; the effect of cadmium in the development of alevins the remain manifested by
changes in somatic indices, due to the constant energy adjustment or "trade offs" that
makes G. atripinnis to suit xenobiotic exposure. The results of the bioassays show that the
effect of cadmium on biomarkers of early damage, change depending on the time of
exposure, the dose and the age of the fish.
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CAPITULO 1

Marco Teorico



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

1 Introduccidn

1.1 Contaminacion del ecosistema acuatico.

Las actividades humanas y el desarrollo industrializado aunque pensado para ser
benéfico, trae como consecuencia la produccion y liberacidén de contaminantes
gue se incorporan al ecosistema y afectan los distintos ambientes de una manera
adversa (Shugart, 1994). El impacto sobre el medio ambiente esté relacionado con
el crecimiento de la poblacion mundial, producto de la incorporacién de los
contaminantes a la atmosfera, agua y suelo, los cuales se van acumulando hasta
alcanzar concentraciones que consecuentemente limitan el uso y explotacion de
recursos (White and Rainbow, 1987). Muchos de estos contaminantes no son
biodegradables y por lo tanto, su permanencia en el ambiente plantea una
amenaza a largo plazo para la salud publica y la vida silvestre, donde los cambios
bioldgicos debido a la contaminacién ocurre en todos los niveles de organizacion,

desde el molecular hasta la comunidad (Jarup, 2003).

Como sucede con los ecosistemas terrestres, los acuaticos estan sometidos a la
influencia del hombre, lo que ha resultado en distintos grados de perturbacion o
degradacion por las cantidades excesivas de contaminantes que incorpora al
ambiente. Las actividades como el gran desarrollo de las tecnologias, el
crecimiento demografico, el turismo, el crecimiento petrolero e industrial y la
utilizaciébn de agroquimicos para la agricultura causan efectos adversos en el
ambiente y afectan severamente a los organismos que lo habitan. De las
actividades antes mencionadas, las principales sustancias y productos que se
desechan al ambiente en cantidades inmoderadas se encuentran los residuos
industriales, aguas negras sin tratar, residuos radioactivos, aceites, petréleo,
restos de plasticos, productos quimicos como el dicloro difenil dricloroetano (DDT),

policlorobifenilos (PCB), aldrin, dieldrin, compuestos organoclorados y los metales

12



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

pesados como el plomo (Pb), mercurio (Hg), cadmio (Cd), zinc (Zn), cromo (Cr),
entre otros (Albert and Badillo, 1991). Es comun pensar en los contaminantes en
términos de concentraciones altas, pero los metales pesados en concentraciones
muy pequefas pueden ocasionar serios problemas tanto a los organismos, como
a los consumidores de los mismos (Cirillo et al., 2012) debido a su capacidad de
bioacumulaciéon y biomagnificacion a lo largo de la cadena tréfica (Souid et al.,
2013).

1.2 Metales.

El contenido de los metales en la corteza es inferior a 0.1% y, en general, se
encuentran en los minerales, rocas, suelo y aguas a concentraciones usualmente
bajas. Sin embargo, las actividades antropogénicas han aumentado sus
concentraciones en el ambiente ya que, desde hace siglos, los metales han sido
usados por el hombre para fabricar utensilios de cocina, armas, herramientas de
trabajo, medios de transporte, etc. (Vazquez Botello et al., 2004). En las ultimas
décadas, el uso de los metales se ha ampliado e incrementado de manera muy
importante en actividades industriales y agricolas e incluso en medicina. Todas
estas actividades han contaminado el ambiente y han aumentado la exposicion de
los seres vivos hacia estas sustancias. Por lo tanto, la toxicidad de los metales

pesados es un problema de salud publica (Harmanescu et al., 2011).

La exposicion a los metales se realiza a través de varias rutas, como agua, tierra,
aire, extraccion de minerales, procesos industriales y alimentos contaminados,
como el pescado. Los metales pesados pueden pasar del suelo a los vegetales y
de alli a los animales y al hombre. Por ello, las células pueden atrapar agentes
toxicos que se quedan en su interior 0 se incorporan en la membrana, lo que altera
el funcionamiento de algunos mecanismos bioquimicos y fisiolégicos e incluso

puede generarse dafio mortal (Houston, 2012).
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El riesgo de la toxicidad producida por los metales depende de la magnitud y la
duracion de la exposicion a ellos. Por lo tanto, para adoptar medidas preventivas y
evitar dafos a la salud, se deben conocer las concentraciones de los metales a la

que estan expuestos los humanos (Praveena et al., 2014).

Al llegar a la sangre, la mayoria de los metales se transportan unidos a las
proteinas plasmaticas. Su distribucion tisular depende de la facilidad con la que
atraviesan las membranas de las células, del flujo sanguineo local y de la afinidad
por las estructuras de 6rganos y tejidos. Las principales vias de eliminacion de los
metales son la renal y la gastrointestinal (bilis), otras rutas incluyen al sudor y la

saliva.

Las acciones téxicas producidas por los metales generalmente se derivan de la
interaccion entre el metal libre y el blanco celular (membranas, organelos
celulares, procesos bioquimicos, etc). Al respecto, los metales pesados pueden
establecer enlaces con biomoléculas, como las proteinas y el ADN, y por ello,
pueden dafar diferentes 6rganos o tejidos. En este contexto, las acciones téxicas
de los metales se relacionan con: a) la inhibicion de enzimas, b) el dafio
estructural o funcional de organelos celulares, c) la interacciébn con los metales
esenciales por similitud electrénica, d) la generacion de cancer, €) el dafio renal, f)
la neurotoxicidad, g) el dafilo pulmonar y h) las alteraciones endocrinas y de la

reproduccion.

La membrana plasmatica de las células y de las enzimas son sitios frecuentes de
la accion toxica de los metales; en la membrana plasmatica dafian su

permeabilidad y el funcionamiento de las proteinas acarreadoras (Norseth, 1988).

Entre los metales que tradicionalmente estan considerados mas toxicos y dafinos

para la salud asi como fuertemente relacionados con actividades industriales y de
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combustion cabe destacar: el mercurio, el aluminio, el zinc, el plomo y el cadmio
(Jarup, 2003).

1.3 Cadmio.

El cadmio (Cd) es un metal blando, blanco-azul, maleable, lustroso, o un polvo
blanco-grisaceo, se encuentra en la naturaleza comunmente asociado con el zinc
en las vetas de mineral, y se obtiene como subproducto en el refinado de otros
metales. EI cadmio es un metal "moderno” desde el punto de vista del aumento
que se ha producido en su utilizacion durante los ultimos 30 afios (Godt et al.,
2006).

1.3.1 Usos del cadmio.

Los principales usos que tiene el cadmio y sus fuentes de liberacion
antropogénicas de son las siguientes (INECC, 2009; ATSDR., 2011):

» De la fundicion para la refinamiento del Zinc.

» Produccion de galvanizados.

» Pigmentos utilizados en la industria del plastico, ceramica, pintura y de

revestimientos.

» Estabilizantes en la produccion de plasticos (PVC).

» Baterias recargables.

» En aleacion con cobre, aluminio y plata.

» Usos diversos como tubos de television, lamparas fluorescentes y tubos de
rayos catodicos.

» En la produccion de equipo y aparatos de telecomunicaciones.

» Combustion de carbon.
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1.3.2 Vias de exposicion al cadmio.

La exposicion de la poblacion general ocurre al respirar humo de tabaco o al
consumir alimentos contaminados con el metal; los alimentos que son ricos en
cadmio son: carnes, visceras (higado, principalmente), cereales, hortalizas,

mariscos, mejillones, entre otros (Fernandez and Rodriguez, 2012).

El cadmio se incorpora al aire de fuentes como la mineria, la industria, y al quemar
carbon y desechos domésticos; en el aire, las particulas de cadmio pueden viajar
largas distancias antes de depositarse en el suelo o en el agua, asi plantas, peces
y otros animales lo incorporan del medio ambiente. Se han encontrado
concentraciones altas de este metal en sedimentos y particulas suspendidas de
las aguas de los rios (Hellstrom et al., 2007; Fowler, 2009). A bajas
concentraciones, el cadmio puede afectar los indices sanguineos de los peces y
producir dafios irreversibles en estos organismos porque tiende a acumularse en

organos como el higado y el rifién (Cirillo et al., 2012).

El agua de los mares y de los rios ha sido usada tradicionalmente como medio de
evacuacion de los desperdicios humanos. Las aguas procedentes de las industrias
como la minera, la de recubrimientos metalicos, las fundidoras y otras mas
contaminan el agua con cadmio, las fuentes de contaminacién en agua potable
incluyen corrosién de tuberias galvanizadas, erosion de depdsitos naturales,
residuos por refinerias de metales, y escorrentia por residuos de baterias y

pinturas (Jarup, 2003).

En el ambiente, este metal es peligroso porque muchos vegetales y algunos
animales lo absorben eficazmente y lo concentran en sus tejidos, por ejemplo, los
granos y los productos de los cereales pueden ser una fuente de contaminacion

por cadmio, en los alimentos (Godt et al., 2006). Otras vias de exposicion incluyen
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el agua de consumo por el galvanizado o cobrizado de las tuberias (Nordberg,
2009).

1.3.3 Efectos del cadmio.
Este metal afecta a los pulmones, higado y rifiones en las intoxicaciones agudas y

en las exposiciones cronicas produce nefrotoxicidad, inmunotoxicidad,

osteotoxicidad y tumores (Fowler, 2009).

Tabla 1. Efectos del cadmio en distintos érganos.

Organo o Sistema Efecto Referencia

Deformacion de los hepatocitos y posterior inducciéon

Higado Koyo et al., 2006
g de muerte celular. y
Dafios en los tdbulos proximales, inflamacion de la
Rifiones capsula de Bowman y los glomérulos generando Lavery et al., 2009
deficiencias en su funcionamiento.
Inflamacién que conlleva a una reduccién de la Kirschvink et al.,
Pulmones e
funcién pulmonar. 2006
Osteoporosis dada por la interferencia del Cd en la
HUESOS absorcién del calcio desde los intestinos, y por la Gallagher, Kovach
reduccion de la actividad de enzimas provenientes del and Meliker, 2008
rifidn que aportan a la activacion de la vitamina D.
. Machos: muerte celular en los testiculos.
Sistema . Thompson and
: Hembras: fallas en la ovulacién y el desarrollo de .
reproductivo 6vulos Banningan, 2008

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) con frecuencia estan implicadas en la
toxicidad producida por el cadmio. Los radicales ‘OH y O2°, asi como el H20g,
generados in vivo por el cadmio se han detectado mediante espectros de
resonancia electrénica de spin. Estos radicales activan factores de transcripcion
sensibles al estado redox de las células (como NF-kB, AP-1 y Nrf2) y alteran la
expresion de genes que estan involucrados con la progresion del ciclo celular, la

diferenciacion y la apoptosis (Martelli et al., 2006, Nawrot et al., 2010).
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Figura 1. Representacion esquematica de la interaccion del cadmio con células animales.
Fuente: Martelli et al., 2006.

1.4 Biomarcadores.

La presencia de un toxico en el ambiente implica un riesgo, no obstante, para
hablar de exposicion hay que detectar el toxico en el organismo, y para que exista
intoxicacién debe aparecer una sintomatologia o alteraciones clinicas. Un método
de cuantificar la exposicion a xenobidticos y su posible impacto sobre la especie
humana es el uso de procedimientos de monitorizacion bioldgica por medio de

biomarcadores.
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Un biomarcador se puede definir como la presencia de un xenobiético en un fluido
biologico y/o las alteraciones inducidas por el mismo sobre los componentes
celulares o bioquimicos o0 sobre procesos, estructuras o funciones en un

organismo vivo, que son cuantificables en un sistema biolégico o muestra.

Estos biomarcadores permiten dar la medida de la interaccién entre el sistema
bioldgico y los factores ambientales, los cuales pueden ser quimicos, fisicos o
bioldgicos (von Osten, 2005), midiendo un grupo de respuestas y efectos que
abarcan un intervalo de escalas temporales y biolégicas, para evaluar los efectos
subletales.

1.4.1 Biomarcadores de estrés oxidativo.

La oxidacion es un proceso quimico normal en el organismo que produce
moléculas inestables conocidas como radicales libres, sin embargo, cuando se
produce un desequilibrio entre la produccién de radicales libres o agentes pro-
oxidantes y los mecanismos de defensa antioxidante o la capacidad antioxidante
de un organismo se conoce como estrés oxidativo. En la tabla 2 se muestra el
nivel de peroxidacion y algunas enzimas antioxidantes que han sido propuestas
como biomarcadores de contaminacion mediada por estrés oxidativo y su
induccion como una respuesta especifica ante la exposicion a contaminantes. La
cuantificacion de los mecanismos antioxidantes y de los dafios provocados por la
condicion de estrés oxidativo en sistemas biolégicos puede ser usada para evaluar

los efectos toxicos inducidos por diferentes clases de contaminantes ambientales.
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Tabla 2. Importantes biomarcadores de estrés oxidativo.

BIOMARCADOR DESCRIPCION

) _ _ Metaloproteina capaz de catalizar la conversion del
Superoxido dismutasa y o o o
anion superoxido (O2-) a peroxido de hidrégeno

(SOD) ,

(H202), y oxigeno (O2).

Enzima cuya funcién es detoxificar 6 reducir el
Catalasa o o ]

peroxido de hidrégeno (H202), a oxigeno molecular
(CAT)

(O2) y agua.

Enzima citosolica que cataliza la reaccién a traves de

Glutatién peroxidasa la cual el glutation reducido (GSH) reacciona con

(GPx) peroxidos (H202 a bajas concentraciones) para

transformarlos en agua.

Proceso de degradaciéon oxidativa de los lipidos
membranales. Involucra la conversion oxidativa de
Nivel de peroxidacion acidos grasos insaturados a productos primarios
conocidos como hidroperoxidos, lo cual surge de un

proceso de ataque por radicales libres.

1.4.2 Biomarcadores de dafio hepatico.

El higado es uno de los 6rganos primarios para la detoxificacion del organismo,
por lo cual, detectar las alteraciones en la actividad de las enzimas y otros
compuestos enddgenos pueden ser utilizados como marcador de lesiones
hepaticas ocasionadas por diversos xenobioticos. En la tabla 3 se encuentran

algunos biomarcadores hepaticos importantes.
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Tabla 3. Importantes biomarcadores de dafio hepatico.

BIOMARCADOR

DESCRIPCION

Gamma-glutamil

transpeptidasa (y-GTP)

Enzima de membrana que metaboliza el glutation
extracelular reducido, permite que precursores de los
aminoacidos sean asimilados y reutilizados para la

sintesis del glutation reducido.

Fosfatasa alcalina
(FA)

Enzima de la membrana canalicular del hepatocito
cuya funcion consiste en dividir esteres fosforicos a

fosfatos inorganicos a un pH alcalino.

Alanino aminotransferasa

Enzima citosolica que cataliza la transferencia del

grupo amino de la alanina al 2 a- cetoglutarato,

(ALT) _
formando piruvato y glutamato.
Polisacarido de reserva energética en los animales
) gue se almacena en el higado y en los musculos.
Glucégeno

Aporte energético de emergencia, como en los casos

de tension o alerta.

Acetilcolinesterasa
(AChE)

Enzima cuya funcion fisiolégica es  desdoblar
rapidamente el neurotrasmisor acetilcolina en colina y
acido aceético, y, de esta manera, inactivarlo. La
determinacién de la actividad de la AChE puede ser
utilizada para el diagnoéstico diferencial de la
enfermedad hepatica, ya que su biosintesis tiene

lugar precisamente en el higado.

1.5 Iindices Morfofisioldgicos.

La exposicion a contaminantes puede provocar un estrés determinado sobre la

fisiologia y la morfologia de los peces, que se puede reflejar en una variacién de
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los indices organosomaéticos y morfométricos (Arcand-Hoy and Metcalefe, 1999).
Para medir cambios morfologicos y fisioldégicos que caracterizan el estrés en los
peces se han utilizado varios indices para expresar la dindmica en la utilizacion de
la energia enddgena de drganos tales como las gonadas, el higado y la masa
corporal, asi como para evaluar el estado de salud de los peces (Thilakaratne et
al., 2007).

Entre estos indices se encuentran el factor de condicion (FC), el indice
hepatosomaético (IHS), el indice viscerosomatico (IVS), y el gonadosomatico (IGS),
entre otros. Los indicadores morfofisiolégicos como el FC, IGS y el IHS ofrecen
una buena informacién sobre la actividad funcional del organismo (Bustamante et
al., 1994).

1.5.1 Factor de condicion o indice de fulton (K).

Entre los indices relativos a la condicion utilizados con mas frecuencia se
encuentra el factor de condicion, definido como la relacion entre el peso del animal
y su longitud patron elevada al cubo. Indicadores muy relacionados con el anterior
son la relacion largo-peso y el indice de peso relativo (Geode and Barton, 1990).
Los indices de condicion, particularmente, los indices representativos del pez
completo pueden ser usados para describir las consecuencias de las alteraciones
bioquimicas y fisiolégicas de los cambios observados en los individuos y la
poblacion (Shuter, 1990).

De acuerdo con Granado (1996), este indice estima las modificaciones temporales
del buen estado de los peces bajo las influencias de factores externos (ambiente)
e internos (fisiologicos), independientemente de la longitud, es decir el bienestar

del pez o cuan saludables estan los integrantes de una poblacion. Ademas varia
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segun las especies, la morfologia, el sexo, la edad, el estado reproductivo de

acuerdo con la madurez gonadal, la época del afio y el ambiente acuatico.

1.5.2 indice hepatosomatico (IHS).

El IHS se define como el peso del higado entre el peso del animal multiplicado por
100. Es recomendable el uso del peso sin visceras porque esto reduce la
variabilidad provocada por las variaciones en el llenado del estomago, el
desarrollo de la gonada o la cantidad de grasa mesenterial (Munkittrick et al.,
2000).

El IHS corresponde a las variaciones que reflejan los procesos de acumulacion y
utilizacion de reservas relacionadas con la reproduccion e intensidad alimentaria.
Responde a la movilizacion de las reservas energéticas que tienen lugar durante

el proceso madurativo de las gbénadas (Granado, 1996).

1.5.3 indice gonadosomatico (IGS).

El IGS se define como el peso de la gonada entre el peso del animal multiplicado
por 100. Por las mismas razones que se indicaron para el IHS, es recomendable

utilizar el peso sin visceras en el calculo.

El indice gonadosomatico o IGS, compara la importancia de las génadas durante
el desarrollo del ciclo reproductor. Este indice constituye la expresion mas utilizada
en el estudio del desarrollo gonadal y en la descripcion del ciclo reproductivo en

los peces.
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1.6 Organismo de estudio.

1.6.1 Familia Goodea.

La familia Goodeidae estd conformada por 20 géneros y 42 especies
dulceacuicolas, divididas en dos subfamilias, Empetrichthynae y Goodeinae. La
subfamilia Empetrichthynae se distribuye en el suroeste de los Estados Unidos,
contienen 4 especies distribuidas en 2 géneros, Crenichthys y Empetrichthys, la
cual se caracteriza por la fertilizacibon externa, la oviparidad y la

lecitotrofia.(Doadrio and Dominguez, 2004)

La Mesa Central de México

La segunda subfamilia esta representada -|r, o spyuenes

>z

por aproximadamente 42  especies

i
i

contenidas en 20 géneros, todas ellas

i
s

fl
gi

restringidas a la Mesa Central de México.
(Lombardi and Wourms, 1988) Las

especies de esta subfamilia presentan

i

i

fertilizacion  interna, son viviparas, | X TSm TN oLl
matrotréficas y desarrollan trofotenia
(White and Turner, 1986).

1.6.2 Goodea atripinnis.

Goodea atripinnis es un organismo nativo de la Mesa Central perteneciente a la
familia Goodeidae, es considerada la especie de goodeido mas ampliamente

conocida y distribuida, se localiza principalmente en el sistema Lerma-Chapala.

Su clasificacion taxonomica es la siguiente:
Reino: Animalia
Phylum: Chordata
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Clase: Actinopterygii
Orden: Cyprinodontiformes
Familia: Goodeidae
Subfamilia: Goodeinae

Género y familia: Goodea atripinnis

Es conocida localmente con el nombre comun de “mojarrita”, “tiro” 6 “charal”’. Su
cuerpo es alargado y robusto, cerca de la region cefalica se adelgaza hacia la
parte posterior. Tiene cabeza ancha, cOnica y corta; ojos grandes y muy
separados, boca pequefa provista de dientes bifidos. La coloracién de los adultos
es de color verde olivo oscuro en el dorso y cabeza; palida amarillenta en los
costados, en la region ventral y el pedunculo caudal; aletas dorsal y anal
manchadas. Las escamas son moderadamente grandes (Miranda et al., 2010). G.
atripinnis es un pez omnivoro, con preferencia por los vegetales en las primeras
fases de desarrollo, cambia a tallas mayores cuando consume crustaceos,
también consume en menor proporcién algas verdes filamentosas y de fauna
asociada a éstas como microcrustaceos, moluscos, insectos y gusanos (White and
Turner, 1986).

Es una especie vivipara que presenta dimorfismo sexual, los machos miden 66
mm de longitud total y modifican los primeros 5 a 7 radios de la aleta anal
formando el gonopodio que permite la transferencia de esperma a la hembra

(Dominguez-Dominguez et al., 2006).

25



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

El gonopodio consiste en una
masa muscular piriforme que
contiene el conducto urogenital,
su extremo distal se situa entre
el ano y la aleta anal. Durante el
apareamiento, mediante

contracciones musculares del

gonopodio deposita los

Figura 2. Goodea atripinnis macho espermatozoides en el
gonoporo femenino (Nelson, 1975). Las hembras son méas oscuras de color, su
talla es mayor, 83 mm de longitud total. En las hembras, el lumen del ovario esta
dividido por un septo mientras que la pared del ovario se pliega formando
proyecciones hacia el lumen. El epitelio germinal del ovario contiene células
somaticas y germinales, las cuales pueden estar dispersas 6 concentradas en
ciertas regiones del mismo, la gestacion es intraluminal pues la ovulacion y la
fertilizacion se llevan a cabo dentro del ovario. (Uribe et al., 2005; Nelson, 1975).
Los embriones desarrollan extensiones del tracto intestinal para la absorcién de
nutrientes suministrados maternalmente que son necesarios para la gestacién ya
gue su reserva de vitelio se consume durante el primer tercio del periodo de

gestacion. A estas extensiones se le denomina trofotenia. (Aranzabal et al., 2006)

Es una especie con resistencia a la
degradacion ambiental que parece
haber ampliado su distribucién debido
a su tolerancia a cambios ocasionados
por la actividad humana (Tambutti et
al.,, 2002). La carne de Goodea

.

Figura 3. Goodea atripinnis hembra

atripinnis tiene aceptacion por su
agradable sabor y es importante en

cuanto al consumo local, como lo menciona Cuesta Terron desde 1925; bien sea

26



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

como pescado seco, “charal” o en la elaboracidén de harina para complementar la
dieta del ganado porcino y aves al integrarla a la produccion de alimentos
balanceados. Dada la tolerancia de estos peces a cambios ambientales, a su
régimen alimentario y a sus caracteristicas de reproduccién, podrian considerarse
como un recurso potencial en el consumo local, en la produccién de alimento
balanceado a mayor escala o inclusive como alimento vivo para especies
carnivoras de alto valor comercial. Por su facil adaptacion y aclimatacion, se

emplea como especie de ornato (Ceballos, 2009).
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1.7 Justificacion.

El cadmio, un metal ampliamente utilizado en la industria, se encuentra en forma
natural en la corteza terrestre y carece de actividad biolégica. Este metal se
incorpora a todos los eslabones de la cadena alimenticia y puede ser
bioacumulado y biomagnificado; a la fecha, existen pocos estudios sobre los
efectos del cadmio en los peces dulceacuicolas y ain menos en los peces
endémicos de México. Debido a esto, es importante conocer los efectos
deletéreos ocasionados por el cadmio al pez Goodea atripinnis, que al ser una

especie para consumo humano podria deteriorar la salud de los consumidores.

1.8 Hipotesis.

Si el cadmio representa uno de los metales pesados mas téxicos, serd posible
evidenciar su efecto deletéreo en el pez Goodea atripinnis mediante la evaluacién
de los biomarcadores de dafio hepético y estrés oxidativo. Asi mismo, la
reproduccion y desarrollo de los organismos expuestos al metal se veran

afectados.

28



CAPITULO II

Objetivos



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

2 Objetivos.

2.1 Objetivo General.

Evaluar el efecto de la exposicion al cadmio sobre el estrés oxidativo, el dafio
hepatico y reproductivo en el pez Goodea atripinnis.

2.2 Objetivos especificos.

» Determinar la concentracion letal media (CLso) del cadmio en el pez
Goodea atripinnis.

» Determinar las actividades de las enzimas hepaticas marcadoras de dafio
hepatico (FA y y-GTP), de la acetilcolinesterasa y de las enzimas
antioxidantes (SOD, CAT y GPx), el grado de peroxidacion lipidica y el
contenido de glucégeno hepatico tras una exposicion aguda y subcronica al
cadmio.

» FEvaluar la Respuesta Integrada de Biomarcadores (RIB) en Goodea
atripinnis tras una exposicién aguda y subcronica al cadmio.

» Evaluar el efecto sobre la reproduccion de Goodea atripinnis tras una
exposicion crénica al cadmio.

» Determinar las variaciones en los indices morfofisiologicos durante el
desarrollo de Goodea atripinnis.



CAPITULO III

Metodologia
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3 Materiales y métodos.

3.1 Material Biologico.

En este trabajo experimental se utilizaron peces de la especie Goodea atripinnis
proporcionadas por el bioterio del CINVESTAV-IPN, con una longitud estandar de

7 £ 2.5 cm y una media de peso corporal de 4 + 19.

Los peces fueron mantenidos en condiciones estandar de laboratorio, utilizando
peceras de vidrio de 20 litros con una proporcion de agua destilada-agua de la
llave de 85:15, temperatura de 23 + 2°C y alimentados dos veces al dia con el
alimento comercial en escamas Wardley, USA. Los niveles de saturacion total de
oxigeno en el agua se alcanzaron por aeracion constante, con un ciclo de luz y

oscuridad de 12:12 horas.

3.2 Disefio Experimental.

Para evaluar los efectos del cadmio sobre Goodea atripinnis, el proyecto fue
dividido en 3 etapas principales: 1) Determinacién de la ClLso en el pez, 2)
Evaluacion de los efectos agudos y subcrénicos del cadmio y 3) Evaluacion de los
efectos reproductivos (figura 4).

1.- Se determiné la concentracion letal media (LCso) mediante bioensayos de tipo
estatico, sin renovacion de la solucién de prueba y con una duracion total de 96
horas. Para su obtencién, se realizaron ensayos a concentraciones crecientes de
cloruro de cadmio (Sigma, USA), el cual fue disuelto en el agua mediante
sonicacion, para lograr uniformidad y homogeneidad en la solucion. Los
ejemplares (n=8) se expusieron a concentraciones de 4 a 78 mg/L de cloruro de
cadmio, con un grupo testigo sin adicién del compuesto problema. Cada una de

las pruebas se realizé por duplicado. Los registros de mortalidad o de efectos
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visibles se realizaron durante las 96 horas de la prueba, removiendo los individuos
muertos al momento de detectarlos.

| Subcradnico | Reproductivo

( Se evaluaron los \ (" Se determinaron los )
siguientes siguientes indices
biomarcadores. morfofisioldgicos.

Figura 4. Desarrollo metodolégico
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Para evaluar el efecto agudo del cadmio se expusieron 8 ejemplares de Goodea
atripinnis a % de la CLso por un periodo de 5 dias, mientras que para evaluar el
efecto subcronico se expusieron 8 ejemplares a 1/3 de la CLso durante 30 dias,
realizando cada uno de los ensayos por duplicado. Al finalizar el periodo de
exposicion, los peces se sacrificaron mediante el bloqueo medular via craneal a la

altura del opérculo y se les extrajo el higado.

2.- Para la determinacién de los biomarcadores se realizaron homogeneizados del
higado al 10% y se determind la actividad enzimatica de la gamma
glutamiltranspeptidasa (Glossmann and Neville, 1972), la fosfatasa alcalina
(Berger and Rudolph, 1963) y de la acetilcolinesterasa (Hestrin, 1961). También se
determinaron las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (Sun and Zigman,
1978), glutation peroxidasa (Lawrence and Burk, 1976) y catalasa (Cohen et al.,
1970), el grado de peroxidacion lipidica (Buege and Aust, 1978), el glucégeno

(Morris, 1948) y se cuantificaron las proteinas hepaticas totales (Bradford, 1976).

3.- Para evaluar el efecto del cadmio sobre la reproduccion de Goodea atripinnis,
se utilizaron hembras prefiadas para evaluar su efecto sobre su descendencia. Se
comparo6 el efecto del cadmio sobre los peces tratados y no tratados, utilizando
hembras de la primera generacion, las cuales fueron colocadas con machos por
un periodo de 10 dias con el objetivo de obtener hembras prefiadas
sincronicamente. Posteriormente, las hembras fueron expuestas a 1/4 de la LCso
durante 90 dias. Un grupo control libre de cadmio fue establecido para comparar
los efectos sobre la descendencia. Para detectar el posible efecto toxico del
cadmio durante el periodo de gestacion, se monitoreo el nacimiento de alevines y
se registré el tamafio de la camada (niUmero de peces nacidos). Cada camada de
alevines fue colocada en peceras de 20 litros y mantenidas bajo condiciones
controladas para observar la mortalidad de la descendencia durante un periodo de
3 meses. El porcentaje de la sobrevivencia hasta la edad adulta de cada camada

fue calculado dividendo el nimero de peces adultos entre el total de peces
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nacidos. El nUmero y sobrevivencia de alevines fue comparado con su respectivo

grupo control.

Finalmente, el efecto del cadmio sobre el desarrollo de los embriones se evaluo
mediante la exposicion de los alevines durante 1, 2 y 3 meses a un 1/5 de la LCso.
Al finalizar el periodo de exposicion, los organismos fueron sacrificados, medidos y
pesados para extraer el higado y las gonadas. El higado y la génada de cada
ejemplar también fue medido u pesado para calcular los indices respectivos. En
todos los peces se calculé el indice gonadosoméatico (IGS), el indice

hepatosomatico (IHS) y el factor de condicion (FC) de la siguiente forma:

indice gonadosomatico:
_ Peso dela gonada (g)

IGS = x1
GS Peso Eviscerado (g) 00
indice hepatosomatico:
Peso del Higado
IHS = gado(g) x 100

~ Peso Eviscerado (g)

Factor de condicion:

Peso Eviscerado (g)
FC = 1250 : X 100
[Longitud patrén (cm)]

3.3 Determinacion de biomarcadores.

3.3.1 Elaboracion de los homogeneizados hepaticos.

Para llevar a cabo los ensayos enzimaticos se elaboré un homogeneizado al 10%
para cada pull de 6rganos (3 higados). Cada prueba se realiz6 por duplicado
(tabla 4).
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Tabla 4.Disolventes utilizados para realizar los homogeneizados hepaticos.

Biomarcadores Disolvente

y-GTP y FA Buffer de fosfato 0.1 M, pH 7.0 - 7.4

CAT Buffer de fosfato de potasio 0.01 M, pH 7.0.
SOD y GPx Buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.4

AChE Buffer 0.02 N Tris HCI, pH 7

Proteinas y PL Agua destilada

Glucégeno Hidréxido de potasio al 30%

3.3.2 Determinacion de la fosfatasa alcalina (FA).

Este método se basa en la hidrolisis del p-nitrofenil fosfato por la fosfatasa alcalina
para dar fosfato inorganico y p-nitrofenol, el cual se lee espectrofotométricamente
a 410 nm (Berger and Rudolph, 1963).

Procedimiento:

1. A cada tubo se le adicionan:

0.25 mL de buffer de glicina 0.1 My de MgCl2 1 mM, pH 10.5.
0.25 mL de sustrato p-nitrofenilfosfato.

1. Se coloca en bafio maria a 37°C por 5 minutos.

2. Se afaden 50 pL del homogeneizado y se agita suavemente; para la
preparacion del blanco se sigue la misma secuencia de pasos, colocando
50 uL de agua en lugar de la muestra.

3. Seincuba 30 minutos a 37°C.

4. Se detiene la reacciéon con 5 mL de NaOH 0.02 N y se agita por inversion.

5. Se leen las absorbancias en un espectrofotometro a 410 nm. Los resultados

se expresan como umol/ mg de proteina x minuto.
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Curva estandar para la fosfatasa alcalina

Para realizar la curva estandar de calibracién, se preparan las siguientes
soluciones:

1. p-nitrofenol, solucién estandar de 10 umoles/ml.

2. 0.5 mL de solucion 1 (std de p-nitrofenol) se llevan a 100 ml con NaOH 0.02 N.
3. NaOH 0.02 N.

En la tabla 5 se muestra la curva de calibracion. El blanco se realiza con 5.5 ml de

la solucién 3, después se leen las absorbancias a 410 nm.

Tabla 5. Curva estandar de la fosfatasa alcalina.

TUBO Soluciéon 2 | Solucién 3 | Sustrato hidrolizado
(mL) (mL) (umoles)
1 0.5 5 0.025
2 1.0 4.5 0.050
3 1.5 4.0 0.075
4 2.0 3.5 0.10
5 2.5 3.0 0.125
6 3.0 2.5 0.15
7 3.5 2.0 0.175
8 4.0 15 0.20
9 4.5 1.0 0.225
10 5.0 0.5 0.25
11 5.5 0 0.275

3.3.3 Determinacion de la gamma-glutamil transpeptidasa (y-GTP).
Se utiliz6 el método descrito por Glossmann and Neville (1972), utilizando el

sustrato y-glutamil-p-nitroanilina que en presencia de la enzima y- glutamil

transpeptidasa y de un receptor del grupo y-1-glutamil (glicil-glicina) produce la y-
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1-glutamilglicil-glicina y la p-nitroanilida que puede ser cuantificada por

espectrofotometria a 410nm.

Procedimiento:

1. Se adiciona a cada tubo:

400 pL de Tris-HCI 200 mN, pH 8.2.

100 uL de MgCl2 200 mM.

100 pL de Gilicil-glicina 40 nM, pH 8.2.

200 pyL de Gamma-glutamil-p-nitroanilina 10 nM.

2. Seincuba la mezcla de reactivos durante 10 minutos a 37°C.

3. Se inicia la reaccion adicionando 200 yL del homogeneizado y se incuba a
37°C por 30 minutos. El blanco se realiza sustituyendo los 200 uL del
homogeneizado por agua.

4. Se detiene la reaccion adicionado 2 mL de &cido acético 1.5 M.

5. Se lee la absorbancia a 410 nm y se cuantifica la p-nitroanilina producida
mediante la curva estandar. Los resultados se expresan como nmol / mg de

proteina x minuto.

Curva estandar para la y-glutamil transpeptidasa

Para realizar la curva estandar de calibracion, se prepara la siguiente solucion:
Solucion 1: Se pesan 13.81 mg de p-nitroanilina y se llevan a 250 ml con &cido

acético 1.5M.

La tabla 6 muestra los reactivos para la curva de calibracion y se leen las

absorbancias a 410 nm. Nota: Se calibra con agua, no se requiere blanco.
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Tabla 6. Curva de calibracién de la gamma glutamil transpeptidasa.

Tubo | Solucién 1 (uL) | Agua (pL) | nmoles / ml | pmoles / ml
1 50 1950 10 0.01
2 100 1900 20 0.02
3 150 1850 30 0.03
4 250 1750 50 0.05
5 375 1625 75 0.075
6 500 1500 100 0.1
7 750 1250 150 0.15
8 1000 1000 200 0.20

3.3.4 Determinacion de la peroxidacion lipidica (PL).

El grado de lipoperoxidacion se determiné mediante el método del &acido
barbitdrico (Buege and Aust, 1978). Este método se basa en la reaccion del
malondialdehido (MDA), un producto de la degradacion de la lipoperoxidacion con
el &cido barbitrico (TBA) para producir un cromoéforo ABT-malondialdehido,
dando como resultado la formacién de un producto rosa, el cual tiene un maximo

de absorcién a 532 nm.

Procedimiento:

1. Se toman 300 pL del homogeneizado al 10% y se agregan 700 uL de Tris-
HCI 150 mN para completar 1 mL.

Se incuban las muestras a 37°C por 30 minutos.

Se agregan 2 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15%

Se colocan los tubos a ebullicidon durante 45 minutos.

o bk~ 0N

Se centrifugan a 3,000 rpm por 10 minutos y se lee el sobrenadante a 532
nm. Se determinan las proteinas del homogeneizado y los valores se

expresan como nmoles de MDA/mg proteina.
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3.3.5 Determinacion del contenido de glucdgeno.

El contenido de glucégeno hepatico se determind utilizando el reactivo de antrona
(Morris, 1948). En este método se realiza una hidrolisis alcalina de la porcion del
higado para digerir el tejido y romper el glucégeno a sus unidades de glucosa. La
cantidad de glucosa formada se mide por la reaccidén con la antrona, que se puede

leer espectrofotométricamente a una longitud de 620 nm.
Procedimiento:

1. Se toman 500 pL de homogeneizado y se le adiciona 1.0 mL de KOH al
30%, se tapan los tubos y se hierven en bafio de agua durante 30 minutos.

2. Después de enfriar, se pasan cuantitativamente a un matraz volumétrico de
25 mL, se afora agitando muy bien.

3. Del matraz anterior, se toma 1 mL y en un matraz volumétrico se diluye a
25 mL con agua destilada, de esta dilucién se toma 1 mL para realizar la
reaccion con antrona.

4. Se prepara un blanco con 1 mL de agua bidestilada y un estandar con 20
ML de una solucion de glucosa estandar (1 mg/mL) que se completaa 1 mL
con agua bidestilada.

5. Se prepara la solucién de antrona 0.2% en H2SO4 concentrado. Se afiaden
2 mL de antrona a cada tubo agitando suevamente y enfriando sobre hielo.

6. Se tapan los tubos frios y se ponen en un bafio de agua hirviendo por 15
min.

7. Se enfria de inmediato sobre agua con hielo y se determina la absorbancia
de cada muestra a 620 nm en un espectrofotometro. Los resultados se

expresaron como gramos de glucogeno por 100 g de higado.



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

Determinacion de las enzimas antioxidantes.

3.3.6 Actividad de la catalasa (CAT).

La medicion de la actividad enzimética se basa en la descomposicion del H20:2
empleando KMnO4 (Cohen et al., 1970). Se agrega un exceso del estandar de
KMnOgs, el cual reacciona con el H202, de esta forma el KMnOa residual sera el

gue se mida a 480 nm.

Procedimiento:

1. Se colocan por duplicado 0.5 mL del homogeneizado y se preparan dos
blancos adicionado 0.5 mL de agua bidestilada en los tubos.

2. Se inicia la reaccion enzimatica adicionando 5.0 mL de H20: frio, a
intervalos de tiempo fijos y se mezcla en vortex. Se realiza esto con los
tubos blancos y los problemas.

3. Después de 3 minutos, se para la reaccién adicionando 1 mL de H2SO4 6 N
y se mezcla en el vortex con los mismos intervalos de tiempo.

4. Se agregan rapidamente 7.0 mL de KMnOg4, se mezcla bien y se leen las
muestras a 480 nm.

5. Se realiza la preparacion del estandar (Std): Se agregan 7 ml de KMnOa
0.01N a una mezcla de 5.5 ml de Buffer de fosfatos 0.01M y 1.0 ml de
H2SO4 6N. Se lee la absorbancia a 480 nm.

6. Se calcula la actividad con la constante de velocidad de reaccion de la
descomposicion del H202 de primer orden, los resultados se expresan

mediante K min.

3.3.7 Actividad de la super6xido dismutasa (SOD).

La actividad de SOD total fue determinada de acuerdo al método descrito por Sun

y Zigman (1978), utilizando el sistema xantina/xantina oxidasa como generador
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constante del radical superodxido, el cual al entrar en contacto con el nitroazul de
tetrazolio (NBT) lo reduce y forma un producto llamado formazan, cuyo cambio
puede ser detectado por espectrofotometria cuando la enzima superoxido

dismutasa inhibe la reduccién del NBT.

Procedimiento:

1. Se prepara la mezcla de reactivos, la cual por cada litro contiene: Xantina
0.1 mmol, DETAPAC 1mmol, albumina 50 mg, NBT (Cloruro de nitroblue
tetrazolium) 25 umol, BCS (Bathocupreine disulfonic acid) 250 pmol,
carbonato de sodio 40 mmol pH 10.2.

2. Se centrifuga el homogeneizado a 3000 rpm durante 3 minutos a 4°C para
obtener el sobrenadante 1.

3. Se toman 0.5 mL del sobrenadantel 1 y se agregan 1.5 mL de agua
tridestilada, posteriormente se adicionan 0.8 mL de la mezcla 3:5
cloroformo:etanol y se mezcla en el vértex por 90 seg.

4. La mezcla resultante se centrifuga a 3000 rpm durante 30 minutos a 4°C,
obteniendo el sobrenadante 2.

5. En los tubos se colocan 2.45 ml de la mezcla de reactivos.

6. Se hacen dos blancos por duplicado, un blanco colocando 0.5 ml de agua
en cada tubo y un blanco de reactivos agregando 0.55 ml de agua en cada
tubo.

7. Se colocan 500 pl del sobrenadante 2 a todos los tubos con la mezcla de
reactivos. Se adicionan 50 yl de xantina oxidasa 20 U/ml a todos los tubos
excepto al Blanco de reactivos, a intervalos de 20 s, para iniciar la reaccion.

8. Se incuba la mezcla durante 20 minutos a 25°C.

9. Se detiene la reaccion adicionando 1 mL de cloruro cuprico 0.8 mM a cada
tubo por espacio de 20 segundos

10.Se lee la absorbancia de cada muestra a 560 nm en un espectrofotdmetro.

La actividad de la SOD se expresa como Utotales / mg de proteina.
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3.3.8 Actividad de la glutatién peroxidasa (GPx).

La actividad de la glutation peroxidasa fue determinada por el método de
Lawrence y Burk (1976) que se basa en la transformacion del peroxido de
hidrégeno (H202) en agua, medido por la desaparicion de la coenzima NADPH
utilizada por la enzima glutation reductasa, la cual proporcion6 la fuente de

glutatién reducido (GSH) que utilizo la glutation peroxidasa.

Procedimiento:

1. Se centrifuga el homogeneizado a 3000 rpm durante 5 minutos a 4°C, se
obtiene un sobrenadante de donde se tomara la muestra para medir
proteinas.

2. Se adicionan en un tubo: 2 mL de buffer de fosfatos 75 mM, 50 uL de
glutation 60 mM, 0.1 mL de glutatién reductasa de 30 U mL*?, 0.1 mL de
EDTA 15nM, 0.1 mL de NADPH 3 mM, 200 pL del sobrenadante obtenido
del homogeneizado centrifugado y 0.45 mL de agua tridestilada.

3. Se inicia la reaccién afadiendo 0.1 mL de hidroperéxido de cumeno 45 mM.

4. La conversion de NADPH a NADP* se monitorea continuamente a 340 nm
por 4 minutos. La actividad de la GPx se expresa como nmol de NADPH
oxidado a NADP*/min/mg de proteinas, utilizando un coeficiente de
extinciéon de 6.22x108 cmM2,

3.3.9 Acetilcolinesterasa (AChE).

Para la determinacion de la acetilcolinesterasa se utilizd6 el método descrito por
Hestrin (1961), el cual usa la hidroxilamina para reaccionar con la acetilcolina y
formar acido acetihidroxamico, que en presencia de iones férricos forma un

complejo coloreado cuya absorbancia se mide a 540 nm.
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Procedimiento:

1. Se centrifuga el homogeneizado a 3500 rpm durante 15 minutos a 4°C,
para obtener el sobrenadante.

2. El blanco se prepara con 4 ml de Tris HCI, 1.0 ml de Hidroxilamina 2M, 1.0
ml de Acido Clorhidrico 4 Ny 1 mL de Cloruro Férrico.

3. Del sobrenadante se toma una alicuota de 1.0 mL y se adicionan los

reactivos en el siguiente orden: 2.0 mL de Tris HCI, pH 7.0 y 1.0 mL de

Acetilcolina 8 pmol/mL

Se agitan los tubos y se dejan incubando a 25°C durante 20 minutos.

Se agrega 1.0 mL de Hidroxilamina alcalina 2 M.

Se agrega 1.0 mL de &cido clorhidrico 4 N.

Se agrega 1.0 mL de Cloruro Férrico 0.37 M.

Se agita y centrifuga 5 minutos a 3000 r.p.m., sin refrigeracion.

© © N o g A

Los sobrenadantes se leyeron a una absorbancia de 540 nm y éstas se
interpolaron en una curva estandar de acetilcolina. La actividad especifica
de las AChE, se calcul6 como los nmoles de acetilcolina hidrolizada/mg de
proteina total/min. El contenido total de proteina fue determinado por el
método de Bradford (1976).

3.3.10 Determinacion de proteinas.

Se llevo a cabo por el método de Bradford (1976) que se basa en el cambio de
color del colorante azul brillante de Coomassie G-250, en respuesta a diferentes
concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona con aminoacidos
basicos y aromaticos. Esta unién del colorante con las proteinas provoca un
cambio en el méximo de absorcién del colorante desde 465 a 595 nm. Por lo tanto,
este método se basa en la propiedad del azul brillante de Coomasie G-250 de
presentarse en dos formas con colores diferentes, rojo y azul. La forma roja se

convierte en azul cuando el colorante se une a la proteina. Experimentalmente,
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esta unidbn causa un incremento en el maximo de absorcion del colorante a
595nm.

Para desarrollar esta técnica se prepara el reactivo de Bradford con los siguientes

reactivos, los cuales se aforan a un litro de agua:

% Acido fosférico al 85% 100 mL
«+ Alcohol etilico 50 mL
+» Azul de Coomassie G-250 100 mg

Procedimiento:

1. Se tomaron 100 yL de homogenizado y se llevaron a 1,000 yL con agua
tridestilada (1:10).

2. Se tomaron 20 uL de la dilucién anterior y se le adicionan 80 pL de agua
tridestilada (2:100).

3. Se prepara el blanco con 100 uL de agua.

4. Se afiaden 2.4 mL del reactivo de Bradford.

5. Se lee la absorbancia a 595 nm y los valores se expresaron como mg de

proteina.

Curva de calibracion para las proteinas.

Se prepara una curva de calibracién utilizando albumina bovina sérica (1 mg/mL)
con alicuotas de 0, 10, 20, 30, 40 50, 60, 70, 80, 90, y 100 uL y se llevan a 100 pL
con agua tridestilada. Posteriormente, se adicionan 2.4 mL del reactivo de

Bradford y se leen las absorbancias a 595 nm.

3.4 Anélisis estadistico de los resultados.

El valor del CLso del cadmio para Goodea atripinnis fue obtenido mediante el

método Probit (XLSTAT, 2013). Para establecer diferencias significativas entre el

45



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

conjunto de medias de cada biomarcador, se empled el software GraphPad Prim
version 5.00 (CA, USA), mediante el analisis de varianza (ANOVA), seguido de la
prueba de Tukey, con una significancia de p < 0.05. Los experimentos se
realizaron dos veces de manera independiente y en cada caso por duplicado.
Finalmente, los biomarcadores se estandarizaron y normalizaron para elaborar las
graficas de estrella para obtener la Respuesta Integrada de los Biomarcadores

(RIB) siguiendo el procedimiento descrito por Beliaeff and Burgeot (2002).

Para sefialar la media de dispersion de cada conjunto de valores en gréficos y

tablas se empleo el Error Estandar (SE).

Para la comparacion de medias de cada indice somatico (IHS e IGS) y para el
factor de condicidon (K), los resultados se sometieron a un andlisis de varianza

mediante una ANOVA para determinar la diferencia significativa (p < 0.05).
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4 Resultados.

4.1 Caélculo de la Concentracion Letal media (CLso).

Una vez registrados la relacibn de organismos vivos y muertos para cada
concentracion, los valores de CLso para el cadmio fueron obtenidos mediante el
método Probit (XLSTAT, 2013). El valor de CLso a 96-hr fue de 9.44 mg/L, la
grafica siguiente representa la relacion concentracion-respuesta del cadmio en los

organismos expuestos (figura 5).

Regresion logistica de Organismos muertos por
Log(Concentracion (mg/L))
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Figura 5. Regresion logistica de organismos muertos por Log [concentracion (mg/L)].

4.2 Exposicion aguda.

4.2.1 Actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y la gamma
glutamiltranspeptidasa.

En la figura 6 se observan los resultados de la determinacion de la actividad de la

fosfatasa alcalina; el dafio de la exposicion a cadmio durante 5 dias (forma
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aguda), tuvo como resultado una disminucién significativa (p<0.05) en la actividad

de la FA de casi el triple comparado con el control.
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Figura 6. Actividad de la fosfatasa alcalina (FA) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

El tratamiento agudo con cadmio redujo la actividad de la enzima GGTP
aproximadamente al doble con respecto al grupo control (figura 7), el andlisis

estadistico encontrd una diferencia significativa (p<0.05) con el tratamiento.
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Figura 7. Gamma glutamiltranspeptidasa (GGTP) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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4.2.2 Determinacion del contenido de glucégeno y actividad de la enzima

acetilcolinesterasa.

El glucdégeno hepatico (figura 8) en el grupo administrado con cadmio no muestra
una diferencia significativa (p<0.05) con respecto a la respuesta basal (control).
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Figura 8. Cantidad de glucégeno hepético en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio + ES, n=8

La figura 9 muestra la actividad de la enzima acetilcolinesterasa, la administracion

aguda del cadmio disminuyé significativamente la actividad de la AchE con

respecto al control (p<0.05).
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Figura 9. Actividad de la enzima acetilcolinesterasa en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio £ ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

4.2.3 Determinacién del nivel de peroxidacién lipidica.

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion de la
peroxidacion lipidica, cuantificando los niveles de MDA, un metabolito final de
dicho proceso. Los valores promedio PL en el higado de G.atripinnis mostraron

diferencia significativa con respecto al control (p<0.05).
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Figura 10. Peroxidacion lipidica (PL) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio £ ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

4.2.4 Actividad enzimatica de la catalasa, la glutation peroxidasa y la

superoxido dismutasa.

Como parte de la evaluacion de la actividad del cadmio como compuesto toxico,
se determind la actividad de las enzimas CAT, GPx y SOD en el homogeneizado
de higado. Estas enzimas estan encargadas de eliminar los ROS que se producen
en el dafo hepético. Los resultados obtenidos muestran que no hay diferencia
significativa (p<0.05) entre los grupos experimentales en las actividades de la CAT
y de la GPx. En cuanto a la SOD, se encontr6 una disminucion significativa
(p<0.05) de su actividad en el grupo administrado con cadmio, con respecto al

control.
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CAT
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Figura 11. Actividad de la catalasa (CAT) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio = ES, n=8
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Figura 12. Actividad de la glutation peroxidasa (GPx) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
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Figura 13. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en G. atripinnis control e
intoxicados.
Tratamiento Agudo. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

4.3 Exposicion subcrénica

4.3.1 Actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina y la gamma

glutamiltranspeptidasa.

La actividad de las enzimas hepaticas FA y GGTP, en el pez G. atripinnis tras una
exposicion de 30 dias al cadmio, mostr0 un incremento importante, los valores
encontrados mostraron diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo control y el

grupo intoxicado (figura 14 y 15)
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Figura 14. Actividad de la fosfatasa alcalina (FA) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 15. Gamma glutamiltranspeptidasa (GGTP) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

4.3.2 Determinacién del contenido de glucdégeno y actividad de la enzima

acetilcolinesterasa

En la figura 16 se muestra la cantidad de glucogeno presente en los grupos control

e intoxicado, el contenido de glucégeno hepatico en ambos grupos es muy
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semejante no encontrando diferencia significativa (p<0.05) tras una exposicion

subcroénica al cadmio.
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Figura 16. Cantidad de glucogeno hepatico en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8

Los valores encontrados para la actividad de la AChE en el higado de G. atripinnis
presentan diferencias significativas, con una actividad incrementada significativa

en los peces intoxicados (figura 17).
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Figura 17. Actividad de la enzima acetilcolinesterasa en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

4.3.3 Determinacion del nivel de peroxidacion lipidica.

Continuando con lo observado en los resultados anteriores, el tratamiento
subcronico con cadmio aumento los niveles de MDA, lo que es un indicativo del

desarrollo de la lipoperoxidacion (figura 18).
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Figura 18. Peroxidacion lipidica (PL) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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4.3.4 Actividad enzimatica de la catalasa, la glutation peroxidasa y la

superoxido dismutasa

La exposicion subcronica al cadmio en G. atripinnis demostré efecto potencial
toxico ya que alter6 significativamente (p<0.05) la actividad de las enzimas
antioxidantes catalasa (figura 19) y superoxido dismutasa (figura 21). Contrario a
lo observado con la CAT y la SOD, la actividad de la GPx en las muestras
analizadas no difiri6 significativamente (p<0.05) entre el grupo control y el

expuesto al metal (figura 20).
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Figura 19. Actividad de la catalasa (CAT) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 20. Actividad de la glutatién peroxidasa (GPx) en G. atripinnis control e intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
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Figura 21. Actividad de la superéxido dismutasa (SOD) en G. atripinnis control e
intoxicados.
Tratamiento subcrénico. Cada valor representa el promedio + ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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4.4 Respuesta Integrada de Biomarcadores (RIB).

La Respuesta Integrada de Biomarcadores es una herramienta que permite
observar el aporte de cada biomarcador a la respuesta conjunta de los
biomarcadores evaluados y pone de manifiesto sus interacciones. Para el caso de
la RIB para el tratamiento agudo se obtuvo un valor de 13.28, cuyo mayor aporte
esta dado principalmente por la CAT, la GPx y la PL, lo que sugiere que Goodea
atripinnis esta enfrentando la accion toxica del cadmio, mediada por radicales
libres (figura 22). Sin embargo durante la exposiciéon subcronica al cadmio, el RIB
total disminuyd considerablemente a un valor de 6.2; la grafica de estrella permite
visualizar que ninguno de los biomarcadores tuvo un aporte predominante al area,
presentando un balance entre todos los biomarcadores de dafio temprano (figura
23).

RIB=13.28

Figura 22.Respuesta Integrada de Biomarcadores (RIB) en el higado de Goodea
atripinnis. Exposicion aguda.

60



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

RIB= 6.2

LIPO

Figura 23. Respuesta Integrada de Biomarcadores (RIB) en el higado de Goodea
atripinnis. Exposicion subcronica.

4.5 Evaluacién del cadmio en lareproduccion y el desarrollo embrionario.

4.5.1 Elnumeroy la sobrevivencia de alevines.

El nimero de alevines de las hembras expuestas a cadmio fue de 74, mientras
que para el grupo control fue en promedio de 14+2 alevines nacidos por cada
hembra (figura 24). La cantidad promedio de alevines mostro diferencia

significativa entre las hembras control respecto a las intoxicadas.
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Figura 24. Promedio de alevines en G. atripinnis, control e intoxicados
Cada valor representa el promedio £ ES, n=8
* Indica diferencia significativa (p<0.05).

La supervivencia de crias hasta la edad adulta de las hembras expuestas a
cadmio fue de 57.1%, mientras que para el grupo control, la mortalidad de la
descendencia fue mucho menor, de 87.6 % (figura 25). La proporcién de crias
supervivientes hasta la edad adulta fue significativamente menor en el grupo

expuesto al cadmio que al del grupo control.
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Figura 25. Porcentaje de sobrevivencia de alevines G. atripinnis, control e intoxicados.

4.5.2 Evaluacion de los indices morfofisiol6gicos

El factor de condicion en los tres grupos expuestos a cadmio no mostré diferencias
significativas (p<0.05) respecto de los grupos control, no importando el tiempo de
exposicion al xenobiético (figura 26).
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Figura 26. Factor de condicion (FC) de alevines G. atripinnis, control e intoxicados.

Se encontraron diferencias significativas en los valores del indice gonadosomatico
(figura 27) y hepatosomaético (figura 28) del grupo con cadmio con respecto al
control. El indice hepatosomatico refleja una tendencia a incrementarse respecto
al tiempo, mostrando diferencias significativas en los ultimos meses de exposicion
(p<0.05). Contrario a lo observado en el indice hepatosomatico, el indice
gonadosomatico del grupo expuesto al cadmio muestra una importante
disminucién a través del tiempd, en el primer mes de exposicion se obtuvo un
valor de 2.56, sin embargo, a los tres meses de exposicion, el indice disminuyo
hasta un valor de 0.37, teniendo una importante variacion entre los periodos de
estudio. En cada uno de los grupos se encontrd diferencia significativa (p<0.05)

entre el grupo control y el expuesto al cadmio.
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Figura 27. indice hepatosomatico (IGS) de alevines G. atripinnis, control e intoxicados.
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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Figura 28. indice gonadosomatico (IGS) de alevines G. atripinnis, control e intoxicados.
* Indica diferencia significativa (p<0.05).
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5 Discusion de Resultados.

A pesar del amplio uso del cadmio en México, no hay datos publicados acerca de
la toxicidad aguda en peces nativos. A la fecha, existen pocos estudios sobre los
efectos del cadmio en los peces dulceacuicolas y aun menos en los peces

endémicos de México.

Los peces Goodea atripinnis expuestos mostraron una tolerancia media al cadmio
con una CLso a 96-h de 9.44 mg/L, especies como Poecilia reticulata (Yimaz et
al.,, 2004) o Channa punctatus (Dabas et al., 2012) han exhibido tolerancias
mayores, reportando en la bibliografia 30.4 mg/L y 26.81 mg/L, respectivamente,
indicando que el cadmio es mas téxico para G. atripinnis (tabla 7).

Tabla 7. Concentracion letal media del cadmio en distintas especies de peces.

Poecilia reticulata 30.4 Yilmaz et al., 2004
Channa punctatus 26.81 Dabas et al., 2012
Oreochromis
S 11,99 James, 2000
Cyprinus carpio 10,72 Alam y Maughan, 1995
Colossoma macropomum :
x Piaractus brachypomus <2 5o WmeRrE, 200
Goodea atripinnis 9.44 Presente estudio
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Desde los afios setenta, el incremento en la sintesis de productos quimicos en
respuesta a las actividades tanto agricolas como industriales ha generado una
continua descarga de estos al medio acuatico. Estudios sobre los efectos
causados por dichos contaminantes y su relacion con el estrés oxidativo se han
reportado en diversos organismos acuaticos; los peces son un foco de especial

atencion (Ochoa Cardona and Gonzalez Mantilla, 2009).

Durante la administracion aguda, los resultados muestran una disminucion
significativa en la enzima antioxidante SOD respecto al grupo control debido
probablemente a la union directa del cadmio con los grupos sulfhidrilo (-SH) 6 a
un mayor uso de la misma para disminuir el estrés oxidativo ya que la CAT no se
activo (Dabas et al., 2012). Se han sugerido una serie de mecanismos
responsables de la toxicidad del cadmio. Uno de ellos explica cdmo el cadmio se
uniria a grupos sulfhidrilo de las proteinas que forman parte de las membranas
celulares, proteinas citoplasmaticas y enzimas, de tal forma que el cadmio

reduciria la actividad de numerosas enzimas (Das and Banerjee, 1980).

Sin embargo, durante la administracion subcrénica de cadmio los valores de las
enzimas antioxidantes mostraron diferencias significativas respecto al control
incrementando su actividad. Estos resultados indican un mecanismo de
adaptacion a la administracion subcrénica del cadmio, sugiriéndose una respuesta
bifasica segun sea el tiempo de exposicion. La actividad antioxidante ha sido
estudiada en diversas especies y muchos de los resultados para Channa
punctatus, Piaractus brachypomus y Oncorhynchus mykiss han coincidido en el
hecho de encontrar una deplecion de la actividad cuando los ejemplares son
expuestos a contaminantes en periodos agudos; no obstante, su induccion
también ha sido observada en peces expuestos a vertientes de desechos

industriales; es el caso de Channa punctatus, Oreochromis niloticus y Cyprinus
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carpio durante periodos cronicos de exposicion (Cirillo et al., 2012; Lin et al., 2011;
Souid et al., 2013; Almeida et al., 2002).

Un mecanismo muy importante en el dafio hepatico, es la lipoperoxidacion,
iniciada por las ROS que atacan a los &cidos grasos poliinsaturados de la
membrana celular extrayendo un hidrégeno y convirtiéndolos por una serie de
reacciones posteriores en aldehidos reactivos como el malondialdehido (MDA), el
principal producto de la peroxidacion. Uno de los mecanismos de toxicidad mas
reportado para el cadmio es el incremento de la peroxidacion lipidica (PL) y la
generacion de radicales libres, diversos estudios han demostrado que el cadmio
es capaz de incrementar la PL por medio del aumento de radicales libres, ademas
del radical superoxido, el radical hidroxilo y los radicales del 6xido nitrico (Berlett
and Stadtman, 1997; Livingstone, 2001; Viarengo et al., 2000). El cadmio
reemplaza al hierro o al cobre en diferentes proteinas, por lo que estos iones al
qguedar libres ingresan al ciclo de Haber Weiss catalizando la reaccién de Fenton
causando un incremento en el estrés oxidativo (Godt et al., 2006). Ademas de este
papel generador de especies reactivas de oxigeno, el cadmio también puede
afectar a las proteinas antioxidantes, las cuales juegan un papel destacado en la
eliminacién de las especies reactivas de oxigeno. La lipoperoxidacion en nuestro
estudio se ve aumentada drasticamente en el grupo de dafio (figura 18) tras una
administracion subcrénica al cadmio; sin embargo, la exposicion aguda no mostré
diferencias entre el grupo control y el problema, lo que sugiere que el tiempo es un
factor condicionante para reflejar un dafio ya que posiblemente las defensas

antioxidantes contrarresten el mismo.

La reduccion en la actividad de diversas proteinas antioxidantes mediada por el
cadmio (figura 20 y 21), podria causar la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno en las células. En nuestro estudio, los niveles de las enzimas catalasa,
superéxido dismutasa y glutation peroxidasa se vieron alteradas evidenciando el

desbalance redox de los peces. De hecho, Lopez Lopez et al. (2006) mostraron

69



“EVALUACION DE LOS EFECTOS OXIDATIVOS, HEPATICOS Y REPRODUCTIVOS INDUCIDOS POR EL CADMIO EN EL PEZ Goodea Atripinnis” @

que el cadmio induce peroxidacion lipidica, la cual no parece ser mediada
directamente por este metal pesado sino como un mecanismo secundario como

consecuencia de un aumento de las especies reactivas de oxigeno.

La determinacion en plasma de la actividad de algunas enzimas especificas del
higado es importante como medida de la hepatotoxicidad, ya que su presencia,
anormalmente incrementada en el plasma indica dafio hepatico. Actualmente,
existe poca informacion acerca de la actividad hepatica de la las enzimas GGTP y
la FA, ya que la mayoria de los estudios se enfocan en las actividades de las
mismas en el plasma, sin embargo, la alteracion de la actividad de estas enzimas

evidencia el dafio hepatico causado por el cadmio.

La GGT es una enzima de la membrana del hepatocito cuya funcién esti
vinculada a la degradacion intracanalicular del glutatiéon. La determinacion de la
actividad de la GGT puede considerarse un indicador sensible pero inespecifico de
la alteracion hepatica. Los niveles elevados de GGT, generalmente, se observan
en condiciones en las que la capacidad excretora del higado se encuentra alterada
y la mayoria de las veces sus variaciones son paralelas a las de la fosfatasa
alcalina (Ahmad et al., 2000). Moreno et al., 2003 menciona que el aumento en la
actividad de la GGTP y FA puede atribuirse a la condicién de estrés que sufren los
organismos al estar expuestos a una mezcla de contaminantes. Lopez Lépez et al.
(2011), se han encontrado resultados similares demostrando la alteracién en las
enzimas hepaticas tras la exposicion a una mezcla de xenobibticos de diversa

indole y metales pesados.

Situado inmediatamente caudal al corazoén, el higado varia en la coloracién
dependiendo de los habitos alimenticios. En condiciones normales, G. atripinnis
suele mostrar tonos marrones claros o rojizos (figura 29), no obstante, en los
ejemplares expuestos al cadmio se puede apreciar que tras una administracion

aguda y subcronica se observa una vesicula biliar grande, llena de bilis verde
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oscura, mientras que el higado pierde la morfologia normal y su coloracion es una
coloraciéon blanquecina o amarillenta (higado graso). La intensidad de cada uno de
las alteraciones varié dependiendo del tiempo de exposicion, sin embargo fue
constante en todos los organismos de estudio (figura 30 y 31).

Figura 29. Higado control de Goodea
atripinnis

Figura 30. Higado de Goodea atripinnis Figura 31. Higado de Goodea atripinnis
expuesto a cadmio. Tratamiento agudo. expuesto a cadmio. Tratamiento subcronico.

Kime (1998) plantea que la alteracion de la morfologia del higado y las

modificaciones en la actividad enzimatica, constituyen una respuesta tipica en
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peces expuestos a contaminantes, ya que el higado es el 6rgano principal de

desintoxicacion.

El glucogeno es una macromolécula muy importante ya que es una forma de
almacenamiento de la glucosa. El glucégeno se sintetiza en el higado y es un
indicador de la funcionalidad y del dafio. En el dafio hepatico, las funciones de la
mitocondria se ven comprometidas, con pérdida de ATP y activacion de las

fosfatasas lo que lleva a la disminucion del glucégeno (Javed and Usmani, 2014)

En el presente estudio, el glucogeno hepéatico no se ve disminuido tras una
exposicion aguda y subcrénica al cadmio. No obstante a que se esperarian
alteraciones en la cantidad de glucégeno hepatico, nuestros resultados evidencian
la activacion de los mecanismos de defensa para prevenir la disminucion de la
funcionalidad hepética. Existen reportes que los peces, en particular, responden a
los factores de estrés ambiental por medio de una variedad de mecanismos
compensatorios (Wendelaar Bonga, 1997). Das and Banerjee, (1980) han
postulado que los peces durante la exposicion al cadmio utilizan la glucosa
rapidamente para superar la condicion de estrés y aunque la glucogendlisis en el

higado se lleva a cabo, el metabolismo de carbohidratos se ve facilitado.

En una investigacion sobre la toxicidad aguda del cadmio en el pez Ambassis
commersoni se observé un agotamiento casi total del contenido de glucogeno en
los musculos y el higado, ademas de cambios en la conducta antes de perecer los
peces (Shugart, 1994). Estos ultimos aspectos han sido previamente observados
en otras especies, como Heteropneustes fossilis (Sastry and Subhadra, 1982;
Larson and Haux, 1982) y Salmo gairdneri (Velazquez Velazquez and Vega
Cendejas, 2004; Haux and Larsson, 1984)

La acetilcolinesterasa (AChE) que es una enzima esencial con un alto grado de

especificidad en cuanto al sustrato, la cual tiene la funcibn de desdoblar
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rapidamente la acetilcolina neurotrasmisora (AC) en colina y acido acético, y, de
esta manera, inactivarla. Aunque comunmente es utilizada esta enzima como
biomarcador de alteraciones nerviosas, la determinacion de la actividad de la
AChE puede ser utilizada también para el diagnéstico diferencial de las
alteraciones hepaticas, ya que la biosintesis de la AChE tiene lugar precisamente

en el higado.

Como era de esperarse por lo observado en los resultados anteriores, durante la
exposicion aguda al cadmio el principal efecto fue la inhibicion de la AChE
(Baatrup, 1991). Existen numerosos estudios sobre los efectos del cadmio en
distintas especies de peces (Baatrup, 1991; Navarro, 2008). De La Torre et al.,
2002; Lionetto et al., 2003 encontraron que metales pesados como el cadmio son
agentes neurotoxicos potentes de colinesterasas (ChE), ya que dichos agentes
interfieren con grupos tidlicos, carboxilos y fosfatos y estos autores concluyen que

los contaminantes metalicos son buenos inhibidores de la enzima AChE.

No obstante, durante la exposicion subcrénica al cadmio, contrariamente a lo
observado en el efecto agudo, se obtuvo una disminucion significativa de la
actividad de la enzima AChE. Este efecto podria ser explicado debido a que los
organismos poseen adaptaciones potenciales a cambios en los niveles de la
acetilcolinesterasa, como el incremento en la sintesis de las colinesterasas y la
reduccion en la sintesis de la acetilcolina (Pretto and Loro, 2009). Otros estudios
que confirmaron tal efecto es el realizado por Romani et al., 2003, donde se
observo un incremento significativo en la actividad de la AChE en tejido cerebral y

musculo en Sparus auratus durante una exposicion al cadmio de 20 dias.

Para el calculo de la Respuesta Integrada de Biomarcadores (RIB), cada uno de
los valores obtenidos de los biomarcadores propuestos fueron normalizados y
estandarizados mediante el método propuesto por Beliaeff y Burgeot (2002), que

permite analizar de manera sencilla datos multiples mediante el uso de graficas de
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estrella. La RIB en G. atipinnis mostré que el tratamiento agudo presenté el valor
mas alto con respecto al subcrénico, donde la GPx y la CAT fueron las enzimas
qgue respondieron en asociacion con el incremento de la Pl. De acuerdo a lo
anterior, el aumento en los niveles de la PL en G. atipinnis, evidencian dafio
peroxidativo por exposicion al cadmio, ademas de las implicaciones de la actividad
de la SOD, la CAT y la GPx que sugieren que la respuesta antioxidante es el
resultado del incremento de las ROS, estimuladas por el metal pesado. Estos
radicales libres, lograron inhibir la actividad antioxidante de la SOD, sin embargo,
también incrementaron la actividad de las enzimas antioxidantes captadoras de

radicales libres como la CAT y la GPx, de acuerdo con Perozzi et al. (2003).

El cadmio, ademas, tuvo efectos sobre la reproduccion de los peces. El efecto
sobre la descendencia de hembras prefiadas expuestas a cadmio se demostrd
mediante la exposicion al metal durante 90 dias. El nimero y la sobrevivencia de
los alevines de las hembras expuestas fue de 74 y 57%, respectivamente,
mientras que para el grupo control fue en promedio de 14+2 alevines nacidos por
cada hembra con una sobrevivencia del 87%.

En teledsteos viviparos con gestacion intrafolicular, como Goodea atripinnis, los
ovocitos son fertilizados dentro del foliculo ovarico y los embriones en desarrollo
son retenidos dentro del foliculo hasta el momento del parto, con esto se asegura
el éxito reproductivo (Uribe et al., 2005). En nuestro estudio, aunque se presentd
una mortalidad del 43% en los organismos expuestos a cadmio, se aseguro la
reproduccion quedando de manifiesto una de las ventajas de la reproduccion

vivipara.

El proceso de reproduccién de muchos de los organismos acuaticos es un
complejo de secuencias orquestadas y reguladas hormonalmente en la mayoria
de los casos, pasos que pueden ser afectados de diversas maneras por metales

pesados y por otros contaminantes ambientales (Rodriguez et al., 2000).
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Fingerman et al., (1998) en una revision sobre este tema mencionan que dentro de
los efectos observados en organismos acuaticos que habitan en sitios altamente
contaminados con cadmio se presenta de manera muy marcada, una reduccién en
la fecundidad, ya que uno de los efectos mas importantes del cadmio sobre los
organismos es su capacidad de alterar el desarrollo embrionario y fetal (Nordberg,
2009).

Los resultados presentados demuestran que el cadmio es un agente embriotdxico
y que su posible mecanismo de accion es por la lipoperoxidacién (Altamirano
Lozano et al.,, 2005). Organismos que no fueron capaces de afrontar las
condiciones adversas, generadas por la presencia del cadmio, no sobrevivieron y
solo permanecieron aquellos que pudieron adaptarse al nuevo escenario.
Posteriormente, los organismos sobrevivientes realizaron un reajuste energético o
“trade off” para enfrentar la presion ejercida por el xenobiético. Sin embargo, las
consecuencias de este reajuste energético pueden ser a corto o largo plazo, por
ejemplo, si se emplea la energia destinada para el crecimiento, la talla de los
organismos se vera modificada y si se emplea la asignada para la reproduccién
disminuird la progenie de la especie (Sun and Zigman, 1978; Collins and
Anderson, 1995).

El empleo de los biomarcadores y los indices morfologicos en los peces refleja si
estos se encuentran o0 no sujetos a estrés. El indice hepatosomatico tiende a ser
mayor en sitios contaminados, por lo cual la exposicion al cadmio también puede
interpretarse como una consecuencia del crecimiento del higado (Kurutas et al.,
2009). La disminucién de los valores del indice gonadosomatico pueden reflejar la
forma en que los peces se adaptan a las condiciones adversas por medio de
ajustes energéticos, bioquimicos y fisiologicos (Fonseca et al., 2009). Un estudio
realizado por Altamirano Lozano et al.,, (2005) en C. humboldtianum, encontré

diferencias en la sensibilidad de los embriones expuestos al cadmio, los
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organismos expuestos durante 96 h mostraron una mayor sensibilidad con
respecto a los de 120 h, esto debido probablemente a la mayor capacidad de
desintoxicacion de estos ultimos, por lo tanto, otro factor que puede influenciar
nuestros resultados es la edad de los organismos ya que los procesos de

bioactivacion y desintoxicacion aumentan con el crecimiento.

En nuestro estudio se encontraron diferencias significativas en los valores del
indice hepatosomatico y gonadosomético del grupo expuesto al cadmio con
respecto al control. White and Turner (1986) observaron un incremento del tamafio
del higado en peces de ambos sexos provenientes de aguas contaminadas, lo
cual pudiera deberse al aumento de la demanda de las enzimas detoxificadoras.
El higado incrementa su tamafio como respuesta no especifica a toxicos. Este
cambio esta inducido por el aumento de la demanda sobre la actividad enzimética
en este 6rgano. Algunos autores han encontrado un incremento en el IHS como
respuesta a la contaminacion (Nelson, 1975), pero en otros casos, la relaciéon
hallada es inversa (White and Turner, 1984). Lo mismo ha ocurrido con el FC
(Nelson, 1975). Segun Ortiz Ordodfiez et al., (2011), el IHS puede aumentar o

disminuir como respuesta a agentes estresantes de diversa indole.

Una cuestion importante es que los indices organosomaticos y el factor de
condicién pueden variar de acuerdo a la energia disponible para los animales y su
distribucion de acuerdo al metabolismo. De esta manera, estar sometido a
condiciones estresantes como es la intoxicacion por cadmio, puede ser un factor
gue introduzca cambios notables en el valor de los indices debido a que gran parte
de la energia almacenada en el pez no se destina a perpetuar la especie (Ochoa
Cardona and Gonzalez Mantilla, 2009; Beliaeff and Burgeot, 2002)
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6 Conclusiones.

Los resultados evidencian que a pesar de que Goodea atripinnis es considerado
un organismo tolerante, enfrenta severos dafios por estrés oxidativo tras una

exposicion aguda y subcronica al cadmio.

Se demostro que los efectos sobre los biomarcadores de dafio temprano, varian

dependiendo del tiempo de exposicion y edad del pez.

Las respuestas antioxidantes muestran diferencias sustanciales, lo cual refleja el
efecto del cadmio sobre las defensas antioxidantes de Goodea atripinnis. Las dos
concentraciones de estudio mostraron su capacidad de impactar negativamente,
esta alteracidon provoco dafio oxidativo por el incremento de la peroxidacion
lipidica y la activacion de las enzimas antioxidantes SOD, la CAT y la GPx, como

consecuencia de la generacion de las especies reactivas de oxigeno.

Se observa que el cadmio puede afectar de manera importante la reproduccién de
Goodea atripinnis, disminuyendo la tasa de natalidad y sobrevivencia de los

alevines.

La temporalidad en las variaciones de los indices hepatosomatico vy
gonadosomatico sugieren reajustes energéticos realizados por Goodea atripinnis
para hacer frente al estrés oxidativo generado por la exposicion al xenobidtico.
Procesos como la sintesis de macromoléculas y el aporte enérgico suelen ser

privilegiados sobre la reproduccion.
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