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Resumen

Se evalud el efecto in vitro sobre la viabilidad, morfologfa y lipoperoxidacién de los
celomocitos de la lombriz de tierra Eisenia sp por exposicién aguda al cadmio (Cd) a
100 y 500 pg/mL. Ambos tratamientos con Cd tuvieron efectos dosis-dependientes
sobre la viabilidad celular, provocando descensos del 6 y 15 % en la viabilidad de los
celomocitos con respecto al control (99,58 %). En contraste, la concentracién de
malondialdehido (MDA) incrementd en los celomocitos expuestos en relacidn a las
concentraciones del metal. La pérdida de la integridad estructural de las membra-
nas, el hinchamiento celular, la vacuolizacién abundante en el citoplasma, pérdida
del contenido intracelular y lisis de los celomocitos fueron observadas en ambos
tratamientos con Cd. En conclusidn, los tratamientos con Cd afectaron perjudicial-
mente la viabilidad y morfologia de los celomocitos de Eisenia sp.; estos efectos
asociados con incrementos en los niveles de MDA sugieren que la lipoperoxidacion
de membranas y posiblemente, otras patologias oxidativas fueron determinantes
de la citoxicidad de este metal. El ensayo de exposicidn in vitro usando celomocitos
de Eisenia sp. y los biomarcadores evaluados, aporta una herramienta adicional de
rapida respuesta, costo-efectiva y reproducible de mucha utilidad para dilucidar los
posibles mecanismos de accidn tdxica del Cd a nivel celular y molecular.
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Cadmium toxicity in coelomocytes of earthworm eisenia
sp.: In vitro assay.

Abstract

In vitro effect on the viability, morphology and lipoperoxidation of Eisenia sp.
coelomocytes was evaluated by acute exposure to cadmium (Cd) at 100 and 500
pg/mL. Both treatments with Cd had dose-dependent effects on cellular viability,
causing decreases of 6 and 15% in viability of coelomocyte with respect to control
group (99.58%). In contrast, concentration of malondialdehyde (MDA) was
increased in coelomocytes exposed to metal concentrations. Membranes integrity
loss, swelling, abundant vacuolization in cytoplasm, intracellular loss of content
and coelomocyteslysis were observed in both treatments with Cd. In conclusion,
the viability and morphology of Cd-treatment Eisenia sp. coelomocytes were
harmfully affected; these effects associated with increases in MDA levels suggest
that membrane lipoperoxidation and possibly, other oxidative pathologies were
determinant of cytotoxicity of this metal. In vitro exposure test using coelomocytes
from Eisenia sp. and evaluated biomarkers represents an additional fast tool
of response, cost-effective and reproducible, very useful to elucidate possible
mechanisms of toxic action of the Cd at cellular and molecular level.

Key words: Eisenia, biomarker, coelomocytes, malondialdehyde, viability.

Introduccion

La contaminacién de los suelos por cadmio (Cd) ha incrementado drastica-
mente, convirtiéndose en un severo problema ambiental (Yue et al. 2016). Natu-
ralmente es un metal muy escaso, sin embargo, sus elevadas concentraciones en
el ambiente provienen, de las descargas de desechos industriales como la mine-
rfa, metalurgica, y la agricultura; entre otras actividades antrdpicas (Lemtiri et al.
2016). El Cd posee propiedades quimicas que le confieren cierta resistencia a la
biodegradacidn, lo que favorece su persistencia en el suelo por largos periodos de
tiempo, aumentando asi la probabilidad de ser bioacumulado en distintos niveles
tréficos y potenciar su accién perjudicial sobre los organismos (Suruchi y Pankaj
2011; Kowald et al. 2016).

Ademas de su accién directa, interactuando con distintas macromoléculas (pro-
teinas estructurales, enzimas, lipidos y acidos nucleicos), la accién téxica del Cd
se ha asociado con la induccidn de estrés oxidativo, causado por una sobrepro-
duccién de especies reactivas del oxigeno (EROs) cuando se altera la capacidad
de defensa antioxidante celular (Nair et al. 2013, Herndndez et al. 2016). Niveles
fisiolégicos apropiados de EROs son mantenidos por sistemas enzimaticos tales
como, la superdxidodismutasa (SOD) y la catalasa, encargadas de regular los nive-
les del anién superdxido (O,-) y el peréxido de hidrégeno (H,O,), respectivamente,
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y moléculas no enzimaticas; entre ellas el tripéptido glutation reducido (GSH), el
cual actia como agente quelante de EROs y coenzima de algunas enzimas antioxi-
dantes (Wang et al. 2012).

Las lombrices de tierra desempefian una funcién ecolégica relevante ya que
participan en el reciclaje de nutrientes y fertilidad del suelo, de tal manera que,
cualquier perturbacién inducida por contaminacién quimica puede alterar el equi-
librio funcional del medio terrestre (Calisi et al. 2011). Se emplean como sensores
del estado de salud del suelo, ya que su contacto directo con el sustrato facilita el
ingreso, via oral o a través de la piel, de agentes quimicos permitiendo el trasporte
y posterior acumulacién en su pared corporal y en el celoma (Ali y Naaz 2013, Min-
carelliet al. 2016). La cavidad celémica de estos anélidos contiene células, andlogas
a los leucocitos de los vertebrados, conocidas como celomocitos, con funciones
de defensa inmune, osmoregulacién, transporte de nutrientes, excrecién de dese-
chos metabdlicos y desintoxicacién de contaminantes (Cooper y Hirabayashi 2013,
Homa et al. 2015).

El Cd es eficientemente acumulado en tejidos especializados de las lombrices,
formando complejos con moléculas ricas en grupos tioles (Stlirzembaun et al.
2004, Kowald et al. 2016), sin embargo, su toxicidad se ha asociado al desbalance
del estado redox celulary estrés oxidativo (Nair et al. 2013, Hernandez et al. 2016).
Se ha demostrado que el potencial téxico del Cd en lombrices de tierra abarca al-
teraciones del crecimiento y la reproduccién (Polo et al. 2011, Dominguez-Crespo
et al. 2012), respuestas antioxidantes y estrés oxidativo (Hernandez et al. 2016),
en la actividad inmune-celular y humoral de los celomocitos (Homa et al. 2007,
Plytycz et al. 2007, Homa et al. 2016), alteraciones morfoldgicas (Fuller-Espie et al.
2011), balance electrolitico (Lourenco et al. 2011), dafio al ADN (Wang et al. 2012,
Sdez et al. 2015). Dado que las membranas bioldgicas en lombrices son ricas en
acidos grasos polinsaturados; un blanco importante para el ataque de EROs que
inducen reacciones de lipoperoxidacién (Albro et al. 1993), este dltimo proceso,
se usa ampliamente como indice de dafio oxidativo a nivel celular, mediado por la
exposicién a metales pesados (Saint-Denis et al. 2001).

Son varios los protocolos experimentales que han sido validados para evaluar
efectos de sustancias quimicas en lombrices de tierra. Inicialmente predominaron
los bioensayos de exposicion dérmica del organismo en papel de filtro impregnado
con la solucidn del téxico (Fitzpatrick et al. 1996) y luego, fueron sustituidos por
los ensayos que usan suelos artificiales o naturales como sustrato de exposicion,
por ser éstos mas realisticos y ecolégicamente mds relevantes (Homa et al. 2013).
El desarrollo de metodologias de exposicion in vitro de celomocitos de lombrices
de tierra cada dia despierta mas interés en los investigadores, como una técnica
alternativa a los ensayos de toxicidad que emplean organismos, para evaluar toxi-
cidad de sustancias quimicas, debido al uso reducido y contaminacidn de animales
experimentales, rapidez, bajo costo y alta reproducibilidad (Asensio et al. 2007;
Irizar et al. 2014). Resultados de este tipo estudios aportan informacidn relevante
en la busqueda del entendimiento de los mecanismos de accidn perjudicial de con-



Toxicidad del Cadmio en celomocitos de lombriz de tierra Eisenia sp.: ensayo in vitro.
92 Marcano et al.

taminantes quimicos a nivel moleculary celular. Por tal motivo, en este estudio se
evaluaron los efectos in vitro de concentraciones subletales de Cd sobre la morfo-
logia y viabilidad de los celomocitos de la lombriz de tierra Eisenia sp. y su relacién
con el dafo lipoperoxidativo en sus membranas.

Materiales y Métodos.
Obtencién y mantenimiento de los organismos.

Los ejemplares de Eisenia sp. fueron proporcionados por el lumbricario del Ins-
tituto Nacional de Cooperacidn Estudiantil Socialista (INCES), ubicado en Tunapuy,
estado Sucre, Venezuela. Para su mantenimiento y cultivo en el laboratorio se
utilizé un sustrato organico a base de estiércol de caballo siguiendo lo recomenda-
do por Polo et al. (2012). Se seleccionaron organismos adultos (clitelados) de una
biomasa promedio de 0,1 g para la obtencion de los celomocitos.

Obtencidn de celomocitos

Siguiendo el protocolo estandarizado por Cortesia et al. (2015), se extrajo el
fluido celémico de cada lombriz, previamente lavada con solucién salina (0,85%),
mediante una puncidn en la regiéon media ventral de la cavidad celédmica usando
una jeringa hipodérmica contentiva de 50 pL de la solucién buffer para Lumbricus
(SBL) compuesta de: NaCl 10 g/L; glucosa 1,25 g/L; KCl 0,5 g/L; 75 mg/Ly 475 mg/L,
pH 7,4. Se mezclé el fluido extraido de dos lombrices (100-200 pL) en tubos Eppen-
dorf (1,5 mL) y se ajustd a 500 pL con SBL, luego de centrifugar a 100g a 4°C, el pre-
cipitado de celomocitos se resuspendié en 500 pL del mismo buffery se mantuvo a
4°C hasta el momento de cuantificar la viabilidad y nimero total de células, previo
al desarrollo de los ensayos de exposicion al metal.

Viabilidad y recuento celular

El porcentaje de viabilidad y ndimero total de celomocitos (NTC) se estimaron
segun el protocolo descrito por Cortesia et al. (2015) empleando la tincién con el
colorante azul de tripano 0,4 % (Sigma Chemical Co). Se preparé una mezcla con
100 pL de la suspension de celomocitos y 100 pL del colorante preparado al 0,4 %
en SBL; 10 pL de esta mezcla se dispensaron en un hemocitdmetro para hacer el
contaje, en un microscopio dptico (Olympus B-MAX-40) a una magnificacién de
40X, de 100 células (tefidas y no tefidas) para obtener el porcentaje promedio de
células viables. EI NTC se obtuvo promediando el total de células viables contadas
en los cuatro cuadrantes externos del hemocitdmetro, multiplicado por el factor
de dilucidn. El contaje de cada muestra se hizo por triplicado.

Bioensayos de exposicion al cadmio
Para la exposicidn in vitro de los celomocitos de Eisenia sp. al metal, se utilizé

un bioensayo descrito por Fuller-Espie et al. (2011) para la especie Eisenia hortensis.
Previamente se determind la Concentracion Letal Media (CL50 =1100 pg Cd/mL) de
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Cd para celomocitos de Eisenia sp. y, a partir de ésta, se seleccionaron 100 y 500 ug
Cd/mL (equivalentes al 9 y 46 % del CL, ,) como dosns de prueba para este estudio,
porque garantizaron una viabilidad celtiar superior al 80% y no afectaron el NTCen
ensayos preliminares. El bioensayo definitivo consistié de 3 tratamientos (control:
0, 100 y 500 pg Cd/mL); cada uno con 6 réplicas, las cuales fueron preparadas en
tubos Eppendorf, contentivos de 900 L de la suspensién de celomocitos (densi-
dad celular: > 1 x 10° células/mL) y 100 pL de la solucién del metal (100 y 500 pg Cd/
mL). La mezcla del tratamiento control se preparé con 1 mL de la suspension de ce-
lomocitos en buffer SBL. Luego de 48 h de incubacidn a 4 °C, se tomaron muestras
(por triplicado) de las mezclas de cada uno de los tratamientos para cuantificar la
viabilidad celular segun el protocolo de Cortesia et al. (2015), asi como, para esti-
mar la lipoperoxidacidn y aspectos morfolégicos de los celomocitos.

Ensayo de lipoperoxidacidon

Se utilizé el método LPO-586" (BYOXYTECH® LPO-586"; Oxis Research™) basa-
do en la reaccién del N-metil-2-fenilindol (R1) con el malondialdehido (MDA); uno
de los productos mds comunes de la lipoperoxidacién. Siguiendo las instrucciones
de Marcano et al. (2013) se lisaron los celomocitos, agregando agua (500 pL) desio-
nizada (tratada con sistema purificador Barnstead NANO pure Infinity UV/UF) en
presencia de butilatohidroxitolueno (BTH: 500 mmol/L en acetonitrilo) y sometién-
dolos luego a un proceso de congelacidn y descongelacion por 4 h. El lisado celular
se centrifugd a 9ooog por 10 min a 4°C, 200 pL del sobrenadante se mezclaron con
650 puL de R1y 150 pL de HCl al 37%, luego de incubar a 45°C por 1hora se leyeron las
absorbancias a 586 nm en un espectrofotdmetro UV/visible marca JENWAY 6705.
Se utilizé una curva de calibracién (0,5-4,0 pmoles/mL) preparada con una solucién
de MDA estandar (1,1, 3,3-tetrametoxipropano en Tris-HCl,) para calcular las con-
centraciones de MDA en las muestras.

Morfologia y estructura de los celomocitos

La estructura de los celomocitos se analizé por microscopia de alta resolucion a
100X. Posterior a la fijacién de la suspensién celular por 9o minutos en glutaralde-
hido al 2%, se realizaron 3 lavados sucesivos con SBL seguidos de centrifugaciones
a 100g durante 3 min, se hizo luego, una post fijacion del precipitado celular en
OsO, al 1% (90 min) y lavado con agua destilada. Las células fijadas fueron inclui-
das én agar al 4%y, a partir de los bloques formados se realizaron los cortes que
fueron sujetos a un proceso de deshidratacién en alcoholes (Alcohol ETOH 70% a
100%), inclusién y polimerizacidn de resina durante 18 h a 70°C. Se procedié segui-
damente, a realizar el tallado y cortes gruesos de los bloques de resina para su
tincién con azul de tolouidina y posterior observacién se examinaron en un foto-
microscopio Axioskop FL-40 marca Zeiss, con cdmara digital incorporada, con la
ayuda de un software analizador de imagenes Axio Vision LE Cannon Modul, Carl
Zeiss, Germany.
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Andlisis estadistico

Se aplicd una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para determinar las diferen-
cias significativas al 95% de confiabilidad (p<0,05) entre la viabilidad celular y las
concentraciones de MDA entre los distintos tratamientos. Los andlisis estadisticos
se realizaron mediante el empleo del paquete estadistico Statgraphic version 5.1.

Resultados

El tratamiento de los celomocitos con Cd produjo un descenso significativo y
dependiente de la concentracion sobre la viabilidad celular (KW=15,25; p<0,001).
En contraste, las concentraciones de MDA en celomocitos tratados con el metal
incrementaron significativamente (KW=9,89; p<0,01); efecto también dependien-
te de la concentracion de Cd (Tabla 1).

Tabla 1. Viabilidad y concentracién de malondialdehido (MDA) en celomocitos
de Eisenia sp. Controles (C) y expuestos a cadmio (100 y 500 pg/mL). Los resulta-
dos se expresan como X + DE (n = 6)

Cd (ng/mL) Viabilidad (%) MDA (ng/mL)
C 99,6 + 0,24 5,0 £ 3,6

100 93,6 8,64 8,9+3,8

500 84,3 £29,5 12,0 £ 0,6

Muestras de celomocitos controles de Eisenia sp. tefiidos con azul de tripano y
sin tratamiento para microscopia de alta resolucién revelaron la existencia de tres
tipos principales de celomocitos que mostraron diferencias en cuanto al tamafio,
coloracién, morfologia y contenido de granulos en el citoplasma (Fig. 1). El primero
de éstos, amebocitos granulares, de forma irregular con proyecciones de la mem-
brana plasmatica (pseudopodios), nticleo excéntrico bien definido y citoplasma
granulado (Fig. 1A), el segundo tipo, los amebocitos hialinos, de forma esférica,
nucleos periféricos o centrales y citoplasma con escasos granulos (Fig. 1B).

El Gltimo tipo celular, los eleocitos o cloragocitos, se caracterizd por ser de ma-
yor tamafio y coloracién mds oscura en comparacion con los tipos anteriormen-
te descritos, con abundantes vesiculas y granulos intracitopldsmicos (Fig.1C). La
figura 2 muestra aspectos morfoldgicos de los celomocitos observados por mi-
croscopia de alta resolucion (100X). Membrana celular intacta, pseudopodios y
granulos citoplasmaticos fueron observados en celomocios controles (Fig. 1A).
Los tratamientos con Cd provocaron evaginacién e hinchamiento celular (Fig. 2B),
desestabilizacién y ruptura de la membrana plasmatica (Fig. 2C), la vacuolizacién,
la liberacién del contenido intracitopldsmico y lisis celular (Figs. D, Ey F).
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Figura 1. Tipos de celomocitos controles vistos por microscopia dptica (40X) en muestras
coloreadas con azul de tripano. A: Celomocitos de forma irregular, nicleo excéntrico bien
definido (flecha negra continua), citoplasma granulado (flecha negra discontinua) y pro-
yecciones de la membrana plasmatica o pseudopodios (flecha blanca continua). B: Celo-
mocitos de forma circular con nicleos centrales o periféricos (flechas negras discontinuas)
y membrana plasmatica intacta (flecha negra continua). C: Celomocitos circulares con
abundantes granulos citoplasmaticos (flecha blanca continua) y coloracién mas oscura en
comparacion con los dos tipos antriores.

Figura 2. Composicion fotografica que muestra aspectos morfoldgicos de los celomocitos
de Eisenia sp. Controles y expuestos a Cd, observados en muestras tefiidas con azul de
Toluidina a 100X. A: Celomocito control con membrana plasmatica intacta (flecha negra
continua), pseudopodia (flecha negra discontinua) y granulos citoplasmicos (flecha blanca
continua). B y C: Celomocitos expuestos a 100 pg de Cd/mL exhibieron hinchamiento (B,
flecha negra continua), pérdida de la integridad estructural de la membrana plasmatica
(G, flecha negra discontinua), celomocito sin contenido intra-citoplasmico (D, flecha negra
continua), rodeado de restos celulares (D, estrella). E y F: Celomocitos expuestos a 500 ug
de Cd/mL mostraron abundante vacuolizacién y pérdida del contenido intracitoplasmatico,
restos celulares (F, Estrella).
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Discusion

Coincidente con la clasificacién de los celomocitos referida inicialmente por
Cooper y Roch (2003) para L. terrestris, Dendrodrilus rubidis (Cholewa et al. 2006),
E. fetida (Koziol et al. 2006), Allolobophora chlorotica (Kurek et al. 2007), Dendro-
baena veneta (Homa et al. 2008) y E. andrei (Homa et al. 2015), en Eisenia sp. se
observaron tres tipos principales de celomocitos con caracteristicas muy similares
a las referidas para: amebocitos granulares (Fig. 1A), amebocitos hialinos (Fig.1B)
y eleocitos o cloragocitos (Fig. 1C). Cada tipo celular desempefia funciones especi-
ficas; los amebocitos reconocen material extrafio, median la coagulacidn, encap-
sulacidn, fagocitosis y cicatrizacidon de heridas; los eleocitos participan en la defen-
sa inmune humoral, acumulan glucdgeno, lipidos, riboflavina y se asocian con el
transporte, la acumulacién y la excrecién de metales pesados (Homa et al. 2016).

Descensos en la viabilidad, coincidente con alteraciones en la integridad estruc-
tural de los celomocitos e incrementos en las concentraciones de MDA durante la
exposicidn de los celomocitos de Eisenia sp. al Cd evidencian el potencial citotdxi-
co del metal, asociado posiblemente con una sobreproduccién de agentes pro-oxi-
dantes, inductores de reacciones de lipoperoxidacién u otras reacciones oxidati-
vas que propiciaron la citotoxicidad. Radicales del oxigeno catalizan peroxidacion
de acidos grasos polinsaturados de membranas, generando perdxidos organicos y
otros productos altamente reactivos e inductores de la propagacion de reacciones
autocataliticas y dafo celular (Spurgeon et al. 2004), siendo las membranas de los
celomocitos de lombrices ricas en esta clase de lipidos, la susceptibilidad a sufrir
lipoperoxidacion es elevada (Saint-Denis et al. 2001).

La membrana plasmatica de los celomocitos de Eisenia sp. fue uno de los blan-
cos mas sensibles a la toxicidad del Cd, evidenciandose pérdida de la integridad
estructural e hinchamiento de las células a las dos concentraciones empleadas. Ta-
les alteraciones posiblemente estén asociadas con desequilibrios en los mecanis-
mos de control de la homeostasis idnica intracelular y otros desajustes fisiolégicos
inducidos por patologias oxidativas durante la exposicién al metal. Al respecto,
se conoce que el hinchamiento puede resultar de perturbaciones en el catabolis-
mo de proteinas y/o aminodcidos y del transporte de iones a través de membra-
nas, lo que a su vez es una indicacién de alteraciones metabdlicas y dafio celular
(Lang et al. 1998).

Adicionalmente, se ha comprobado que los productos de la lipoperoxidacidn
entre ellos MDA tienen accién detergente sobre las membranas celulares, pueden
insertarse dentro de la bicapa lipidica o intercambiarse con fosfolipidos, causando
cambios en su permeabilidad, integridad estructural y alteraciones electrofisioldgi-
cas. Dado que las membranas de los celomocitos en lombrices son ricas en acidos
grasos polinsaturados son sensibles a la lipoperoxidacién, que es un biomarcador
de dafo oxidativo (Saint-Denis et al. 2001).
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Sustentando los resultados del presente estudio, existen evidencias de que los
metales pesados interfieren con el mecanismo de transporte a nivel de membranas
que incrementan el contenido de osmolitos intracelulares, seguido por un influ-
jo osmético de agua, generando hinchamiento celular (Sdnchez-Hernandez et al.
2006). Alteraciones especificas en transportadores de membrana fueron estimu-
ladas durante la exposicién de celomocitos de E. hortensis a Cu (Calisi et al. 2011).

De manera similar, Fuller-Espie et al. (2011) reportaron descensos en la viabili-
dad y potencial fagocitico de los celomocitos de E. hortensis expuestos in vitro a
Cd, asociado con un incremento en la produccidn de oxiradicales. Recientemente,
Irizar et al. (2015) investigd la toxicidad de Cd, Cu, Pb y Ni, empleando un ensayo
in vitro y sus resultados revelaron sensibilidad diferencial de las distintas clases de
celomocitos a la accidn téxica de estos metales, siendo los eleocitos mds sensibles
al Cd. En ensayos de exposicidn in vivo e in vitro se evidencid la citotoxicidad de Cd
y Cu, generando reduccidn significativa de la viabilidad y conteo total de celomoci-
tos de E. andrei y Perionyx excavatus (Kwak et al. 2014).

Cuando se contrasta con ensayos in vivo se demuestra que la viabilidad de los
celomocitos de E. fetida expuesta a Cd también desciende significativamente.
Homa et al. (2005) coincidieron con incrementos de la viabilidad hasta 58 veces
mas que el control, asociado al contenido de Cd en el tejido corporal. Adicional-
mente, segiin Homa et al. (2015) demostraron que la exposicién dérmica de E. an-
drei a Cd no afecté la viabilidad y nimero total de celomocitos, pero siincrementd
la transcripcién de genes de metalotioneinas; proteinas con alta afinidad por Cd
que también protegen contra la accidn de oxiradicales. Tales resultados reflejan di-
ferencias interespecificas en las sensibilidades de las respuestas empleadas como
biomarcadores de efectos de toxicidad por metales pesados.

Conclusiones

Los celomocitos de Eisenia sp. fueron perjudicialmente afectados por la expo-
sicion a 100 y 500 pg/mL de Cd; los efectos citotdxicos fueron dependientes de
la concentracidon del metal e incluyeron: descensos en la viabilidad celular, altera-
ciones morfoldgicas e inclusive, lisis celular, asociada con lipoperoxidacion de la
membrana celular. El ensayo de exposicidn in vitro de los celomocitos de Eisenia
sp. y la sensibilidad de los biomarcadores utilizados en este estudio, aportan una
herramienta adicional de rdpida respuesta, costo-efectiva y reproducible, de mu-
cha utilidad para dilucidar los posibles mecanismos de accién téxica del Cd a nivel
celular y molecular.
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