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RESUMEN

En el presente estudio se evalu6 la distribucion de tioles tota-
les y de tioles solubles en acido en diferentes tejidos del pez
dulceacuicola Colossoma macropomum en condiciones de
cultivo, y aclimatados en el laboratorio durante 15 y 30 dias, y
el efecto del cadmio sobre estos parametros en organismos
expuestos durante 21 dias y depurados 15 dias después de la
exposicion al metal. La distribucion de tioles totales (TT) y de
tioles solubles en acido (TSA) varié con las condiciones am-
bientales en las cuales se encontraban los organismos, obser-
vandose que en peces en cultivo, los mayores valores de TT
se presentan en el plasma>musculo>branquias, en peces acli-
matados a condiciones de laboratorio (15 dias), se observo la
siguiente distribucion: branquias>musculo>higado>plasma>ri-
Adn y en peces aclimatados 30 dias fue branquias>ri-
Adn>higado>musculo>plasma. Para los TSA, la distribucién
fue la siguiente: organismos provenientes de condiciones de
cultivo: musculo>plasma>higado>branquias. En los peces con
15 dias de aclimatacion: higado>branquias>musculo; el rifion
y el plasma presentaron valores cercano a cero. En peces con
30 dias de aclimatacion fue branquias>musculo>higado>ri-
Adén>plasma. La exposicion cronica a cadmio produjo un au-
mento significativo de la concentracion de TT y de TSA en el
plasma. Los organismos depurados 15 dias disminuyeron la
concentracion de TSA en plasma no asi la de TT. La determi-
nacion de tioles, podria considerarse un importante parametro
auxiliar, en el diagnostico y monitoreo de peces expuestos a
ambientes contaminados por cadmio.
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ABSTRACT

In this study was evaluated the distribution of total thiols (TT) and
acid soluble thiols (AST) in tissues of the freshwater fish Colos-
soma macropomum providing of cultivation and acclimated in
laboratory by 15 and 30 days, as well, was evaluated the effect of
cadmium on these parameters in Cd-exposure fishes during 21
days and in Cd-depuration fishes (15 days). TT and AST showed
variations with environmental conditions; In Farmer fishes were,
TT: plasm>muscle>gills; acclimated fishes (15 days): gills>mus-
cle>liver>plasm>kidney and acclimated fishes (30 days):
gills>kidney>liver>muscle>plasm. The distribution of AST was:
farmer fishes: muscle>plasm>liver>gills. Acclimated fishes (15
days): liver>gills>muscle; the kidney and the plasm presented
near values to zero, and acclimated fishes (30 days) was
gills>muscle>liver>kidney>plasm. Cadmium exposition produced
a significant increase in the TT and TSA concentration of plasm.
Cd-depured fishes showed a decrease in plasm TSA concentra-
tion but not in plasm TT concentration. Thiol assays could be
considered an important parameter in the diagnosis and monitor
of fishes environmental Cd exposed.

Key words: Thiols, Colossoma, cadmium.

INTRODUCCION

Para adecuarse a la dinamica de elementos, como los
metales pesados, los organismos han desarrollado mecanis-
mos efectivos de tolerancia para enfrentar el exceso de me-
tal en sus células. La literatura reporta que los metales pe-
sados, aumentan la expresion de pequefias proteinas cono-
cidas como tioredoxinas, metalotioninas y de péptidos como
el glutation; estas moléculas tienen alto contenido de cistei-
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nas [20, 23, 25]. La importancia de las moléculas ricas en gru-
pos tioles en los procesos de contaminacién en los organis-
mos, expuestos a metales pesados esta bastante documenta-
da en la literatura [16, 18]. Al respecto, se han desarrollado
pruebas sencillas y rapidas que permiten la identificacion y
cuantificacion de estas moléculas en diferentes tejidos de los
organismos. Dentro de estas pruebas estan la estimacion del
contenido de tioles totales (proteinas, péptidos, cisteina y otras
moléculas ricas en tioles) y de tioles solubles en acido (peque-
fias moléculas ricas en tioles), que se ha empleado mayor-
mente como un indicador de la contaminacién con metales pe-
sados en las plantas [11, 24, 26, 29], aunque también se utiliza
en la evaluacion de las concentraciones de glutation, homocis-
teina y cisteina en nifios autistas [17]. Esta prueba tiene la
ventaja de poder ser realizada en sangre. De tal forma que es
posible seguir, a través de las mismas, la capacidad que tiene
el organismo de desintoxicarse.

El cadmio es un metal no bioesencial que tiene la capa-
cidad de competir con metales tales como el zinc y el calcio
por los sitios de unién que tienen estos elementos en las bio-
moléculas; debido a esto, resulta sumamente toxico para los
organismos [8, 9, 28]. A nivel molecular, su efecto esta relacio-
nado con la inhibicién parcial de la cadena transportadora de
electrones, especificamente a nivel del complejo Il en el sitio
de unién de la semiubiquinona; esta molécula transfiere un
electrén al oxigeno molecular para formar el anién superoéxido,
esto explica el efecto oxidativo inducido por este metal en las
células [36]. Moléculas tales como el glutation, metalotioninas
y fitoquelatinas son inducidas en organismos expuestos a cad-
mio [1, 6, 10, 11, 13-15].

Entre los efectos toxicos del cadmio observados, tanto
en animales experimentales como en el hombre, se encuen-
tran dafo tubular renal, necrosis placentaria y testicular, dafio
en el higado a nivel funcional y estructural, osteomalacia, tu-
mor testicular, malformaciones teratogénicas, anemia, hiper-
tension, edema pulmonar, enfisema pulmonar crénico y ade-
mas, induce deficiencia de hierro, cobre y zinc [8, 9, 22, 25].

La biodisponibilidad en el ambiente de este metal es el re-
sultado de procesos antropogénicos. El registro de cadmio en se-
dimento o agua de algunos rios venezolanos excede los limites
establecidos como normales por los comités internacionales y
nacionales, casos de éstos, son los del rio Manzanares en el es-
tado Sucre; la cuenca sur del rio Orinoco (principal rio de Vene-
zuela), el rio Tuy, entre otros, en donde los valores de cadmio no
deberan exceder de los siguientes limites: 0,01 mg/L y 0,0005
mg/L para aguas de los subtipos | y I, respectivamente, segun
los valores establecidos por el Ministerio de Ambiente en el De-
creto N° 883 [27, 34]. Los limites de permisibilidad establecidos
por la Comision Venezolana de Normas Industriales (COVENIN)
para el cadmio, en agua, no debe exceder de 0,1 ug/g ni de 5
Mg/g, de acuerdo a lo establecido por la Administracién de ali-
mentos y drogas de los Estados Unidos (FDA) [6, 12]. Sin em-
bargo, aunque los registros de la concentracion de cadmio en
agua estén por debajo de los limites permisibles, como en el

caso del rio Guasare, estado Zulia, los organismos tienden a
bioacumularlo, lo cual fue demostrado cuando se hicieron eva-
luaciones preliminares de 11 especies de peces provenientes
de esa localidad en los cuales se encontraron concentraciones
de cadmio que excedian estos limites [33].

Concentraciones subletales de cadmio producen leuco-
penia y anemia en el pez C. macropomum (Cuvier, 1818) afec-
tando asi su sistema inmunolégico y haciéndolo susceptible a
contraer enfermedades producidas por microorganismos opor-
tunistas [5]. Este pez tipico de rios de Venezuela y del Amazo-
nas, es actualmente utilizado en piscicultura por su apetecible
carne [2]. La resistencia de la especie a la manipulacion y a
las enfermedades [4], lo hace un organismo adecuado para el
desarrollo de pruebas en el laboratorio que sirvan para evalua-
ciones toxicologicas efectivas. En este trabajo se estandariza
la determinacion de tioles en diferentes tejidos y se evalla la
utilidad de esta prueba para evaluar el efecto crénico del cad-
mio, en el pez C. macropomun, como indicador de toxicidad
por este metal.

MATERIALES Y METODOS

Muestra poblacional

Se utilizaron ejemplares juveniles de C. macropomum,
cuyos indices biométricos oscilaron entre 13,2 £ 2,5 cm de lon-
gitud y 40,3 £ 9,1 g de peso; los peces fueron donados por
Piscicultura Alma C.A. (ALMACA), ubicada en la carretera na-
cional Cantaura — Aguasay, Campo Mata, Distrito Freites del
estado Anzoategui. Alli fueron capturados en las lagunas de
crias, utilizando como arte de pesca chinchorros de mallas de
0,5 cm de diametro aproximadamente y fueron transportados
hasta el laboratorio de Inmunotoxicidad de la Universidad de
Oriente, Nucleo de Sucre, Cumana, Venezuela. Debido a la
dependencia que pudiera tener los parametros a determinar
con las condiciones ambientales, inmediatamente de ser cap-
turados, a un grupo de peces (peces en condiciones de culti-
vo) se les realizaron las determinaciones de tioles en los teji-
dos, el resto se trasladd al laboratorio para aclimatarlos a las
condiciones de laboratorio. Los organismos fueron colocados
en acuarios, de medidas 60 x 30 x 40 cm?, aproximadamente,
y con capacidad para 60 L de agua, preparados 24 horas an-
tes con agua aireada y declorada.

Aclimatacion de los organismos a las condiciones
de laboratorio

Los peces se aclimataron hasta por 30 dias antes de
realizar los ensayos de toxicidad. A los quince dias de aclima-
tacion se sacrificaron un grupo de peces (8) y se les cuantifica-
ron el contenido de tioles en los tejidos. Diariamente se realizd
el recambio del 60% del agua. Toda la aclimatacién se realizd
con fotoperiodo de 12/12 horas; la temperatura del laboratorio
se control6 a 22 + 5°C, el pH del agua se mantuvo en 24 +
5°C: Los peces se alimentaron ad libitum, todas las mafianas,
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antes de efectuar el recambio de agua, agregandole en el
agua alimento comercial granulado (cachamarina, PURINA).
Después de la aclimatacion, los peces se consideraron aptos
para el bioensayo, el cual se realizé con una dosis subletal to-
mada a partir de la LCs para la especie (considerando la talla
y peso del organismo) [5].

Ensayo crénico a cadmio

Se procedié a exponer a los peces a la concentraciéon
subletal de 1 mg/L de cadmio. La concentracion requerida del
metal se prepard a partir de una solucion madre de cloruro de
cadmio de 50 mg/l (CdCI,5H,0, Riedel-H&aen). Se tomaron 18
peces en total, con tallas y pesos similares; de estos 18 peces,
6, con su respectiva réplica, fueron expuestos por 21 dias a la
concentracion antes mencionada y 6 peces se dejaron como
controles. Se les suministré alimento ad libitum, cada 24 horas
alternando con los cambios de agua y luego se le agreg6 al
agua la dosis correspondiente del metal. Transcurrido el tiem-
po de exposicion, los peces fueron debidamente pesados vy ta-
llados, posteriormente se procedio a la toma de muestras san-
guineas, las cuales se obtuvieron por puncion de la vena cau-
dal, utilizando para ello jeringas desechables de 3 mL con agu-
jas de 21 G x 38 mm previamente heparinizadas, Seguida-
mente, se tomaron al azar seis (6) ejemplares expuestos a Cd
y seis (6) ejemplares controles y se disectaron para obtener
los tejidos higado, branquias, rifién y musculo esquelético, los
cuales fueron congelados a -40°C hasta su posterior procesa-
miento. Los otros seis ejemplares, se colocaron en acuarios
limpios con agua declorada y aireada para que se desintoxica-
ran, esto por un tiempo de quince (15) dias, este tiempo fue
escogido de manera arbitraria.

Determinacion de tioles totales [29]

La determinacion de tioles totales en sangre se realizd
centrifugando la muestra, y tomando 40 pL del plasma y a
éste se le adicionaron 150 uL de solucién amortiguadora, 25
pl del reactivo DTNB (acido-55'dithiobis-2-nitrobenzoico) y
800 pL de metanol, esta mezcla se centrifugd a 3000 rpm
durante 5 minutos para luego proceder a realizar la lectura
del sobrenadante obtenido en un espectrofotdbmetro marca
Jenway, modelo 6300, (Jenway Itd, Reino Unido) a una lon-
gitud de onda de 412 nm. Se tomd 0,5 g del tejido y se le
agregaron 2 ml de buffer dilucion (30 mmol.L~" Tris HCI, 3
mmol.L~" EDTA pH 8,2) y se procedié a homogenizarlos con
un triturador eléctrico marca Tissue Terror, modelo U-
04750-50, (BioSpec Products Cole Palmer Internacional,
EUA). El homogenizado se centrifugd en una centrifuga IEC,
modelo B21M, (Tennesse, EUA) a 3000 rpm por 5 minutos a
4°C, se tomo el sobrenadante y a éste se le afiadieron 150
pL de buffer, 25 uL del reactivo DTNB y 800 yL de metanol,
la mezcla resultante se centrifugd a 3 000 rpm durante 5 mi-
nutos; el sobrenadante se tomo para realizar la lectura en un
espectrofotémetro a 412 nm.
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Determinacién de tioles solubles en acido [29].

Para la determinacién de los tioles solubles en &cido en
el plasma, se procedié a tomar 200 yL del plasma y se le agre-
garon 200 pL de acido tricloroacético (TCA) al 100%, esta
mezcla fue llevada al congelador por 15 minutos para acelerar
la precipitacion de las proteinas y luego se centrifugé a 1500
rom durante 15 minutos, el sobrenadante obtenido se utilizd
para la determinacién de los tioles solubles en acido, agregan-
dole 800 pL de Tris HCI pH 8,9; 80 uL de DTNB y 200 pL y se
ley6 en el espectrofotometro a 412 nm.

Para la determinacién de los tioles solubles en &cido en
los tejidos, se tomaron 0.5 g del tejido, se homogenizaron con
0.5 ml del buffer Tris EDTA pH 8,9; el homogenizado se centri-
fugd a 1500 rpm durante 5 minutos, del sobrenadante obteni-
do, se tomaron 200 pl a los cuales se le adicionaron 200 uL de
TCA,; se colocaron en el congelador por 15 minutos, luego se
centrifugd durante 15 minutos a 3000 rpm; se tomaron 200 L
del sobrenadante y a continuacién se le agregaron 800 uL de
Tris HCI pH 8,9 y 80 pyL de DTNB, que fueron leidos inmedia-
tamente en el espectrofotémetro a 412 nm.

Preparacioén de la curva estandar: Se prepararon dos es-
tandares de glutation reducido (GSH) uno a la concentraciéon
de 10 umol.L™" para la elaboracion de la curva de calibracion
de tioles totales y otro a una concentracion de 100 pmol.L™
para la curva de calibracién correspondiente a los tioles solu-
bles en acido. Los resultados obtenidos de la lectura en absor-
bancia fueron expresados en ymol.L~'SH por mL.

Analisis estadistico

El contenido de tioles totales y tioles solubles en acido,
en los diferentes tejidos evaluados (plasma, branquias, higa-
do, musculo y rifidén), del pez C. macropomum controles, ex-
puestos a cadmio y depurados, se analizaron estadisticamente
mediante un analisis de varianza (ANOVA), a aquellos grupos
que dieron diferencias significativas se les realizé un analisis a
posteriori SNK [30].

RESULTADOS Y DISCUSION

En la FIG. 1A se presenta la distribucion de tioles totales
(TT) en C. macropomum provenientes de las lagunas de culti-
vo, y mantenidos en el laboratorio (15 y 30 dias); los mayores
valores de TT se observan en el plasma seguido del musculo y
las branquias. Las condiciones de laboratorio modifican la dis-
tribucion de este parametro; los peces aclimatados 15 y 30
dias presentaron los mayores valores de tioles totales en las
branquias; el riién aparece como 6rgano sintetizador de estas
moléculas a los 30 dias de encontrarse los peces aclimatados
en el laboratorio.

Para los tioles solubles en acido (TSA), en los organis-
mos provenientes de condiciones de cultivo, se observé que el
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musculo presenta los valores mas altos, seguido del plasma,
higado y branquias y rifion (FIG. 1B). Esta distribucién fue mo-
dificada en los organismos al aclimatarlos a las condiciones de
laboratorio, en donde se observa que, tanto para los 15 dias
como para los 30 dias de mantener los peces aclimatados al
laboratorio, el higado, los musculos, las branquias y los rifio-
nes presentan una concentracion semejante de TSA la cual re-
sulté estadisticamente no significativa. Lo que sugiere que
bajo ciertas condiciones ambientales, los tejidos evaluados
(branquias, higado mdusculo y rifidn) contribuyen equitativa-
mente en la formacién de tioles solubles en acido.

Estos resultados indican que la distribucién de tioles en
C. macropomum va a ser afectada por las condiciones de me-
dio externo, la distribucion de TT y TSA va a estar relacionada
con la dinamica de estas moléculas en los diferentes tejidos y
con las condiciones del organismo y del medio; observandose
un papel importante del musculo en la sintesis de las mismas.
Este tejido no ha sido considerado como sintetizador de molé-
culas ricas en grupos tioles, a diferencia de otros tejidos como
higado, rifién y las branquias [32]; El analisis de los valores
basales de moléculas ricas en grupos tioles en organismos
provenientes de cultivo y aclimatados al laboratorio permite
determinar cuando los cambios de la concentracion de las mis-
mas estan asociados al efecto de algun tipo de xenobiético o a
valores fisiolégicamente normales.

La exposicién crénica a cadmio produjo un aumento sig-
nificativo de la concentracién de tioles totales en el plasma
(FIG. 2A) seguido de una disminucion estadisticamente signifi-
cativa de este parametro en el higado y en las branquias. Una
vez depurados los organismos, se observd que la concentra-
cion de los tioles totales en higado tiende a regresar a los va-
lores observados en los controles, al igual que en el plasma;
no asi la concentracién de TT observada en branquias y mus-
culo que permanecen elevadas. El aumento de TT en el plas-
ma de organismos expuestos cronicamente a cadmio, indica
que este metal induce la sintesis de moléculas ricas en grupos
SH desde los 6rganos blancos y que estas son rapidamente
transportadas a la sangre [3, 18, 32].

En cuanto a los TSA, los organismos expuestos a cadmio
presentaron un aumento altamente significativo de este para-
metro en el plasma y en el musculo (P<0,001, FIG. 2B); en ex-
perimentos previos con peces expuestos a 1 mg/L de cadmio
durante cuatro dias, se observd este mismo comportamiento,
encontrandose ademas que la concentracion de TSA en rifidn
se mantuvo en valores semejantes a los de los peces controles;
es decir, la exposicion de los peces a cadmio no modificod la
concentracion de TSA en este tejido (datos no mostrados). Es-
tos resultados sugieren que en C. macropomum, la dinamica de
formacion de tioles de muy baja masa molecular, durante la ex-
posicion a cadmio, es manejada por el musculo y el higado y
que la determinacion de TSA en el pez expuesto a cadmio pu-
diese ser cuantificada tanto en el plasma como en el musculo, y
no asi en 6rganos como rifidn, branquias o higado.

El incremento de los TSA en el plasma y en el musculo
sugiere que inicialmente, se induce la sintesis de moléculas ri-
cas en grupos tioles de baja masa molecular, probablemente
cisteina y glutatibn como una primera alternativa para capturar
el exceso de metal en el organismo; demostrado por la drasti-
ca disminucion de las mismas, una vez que los organismos
son desintoxicados (FIG. 2B). La rapida recuperacion de la
respuesta de producciéon de tioles observado en plasma y
musculo de organismos depurados sugiere que las moléculas
de baja masa molecular (glutation, cisteina, y otros péptidos ri-
cos en grupo tioles) pasan rapidamente al torrente sanguineo
y alli forman complejos con el cadmio, estos complejos son fa-
cilmente filtrados por los rifiones, debido a que pueden atrave-
sar la barrera de filtracion glomerular [35] y demuestra que en
C. macropomum, la captura y desintoxicacion del organismo
para el cadmio es manejada inicialmente por moléculas de
muy baja masa molecular ricas en grupos sulfhidrilos., en don-
de es posible que el glutation juegue el principal rol, tal y como
ha sido demostrado en la trucha Oncorhynchus mykiss [19].
En la tilapia Oreochormis mossambicus expuesta a una con-
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FIGURA 1. DISTRIBUCION DE TIOLES TOTALES (A) Y DE
TIOLES SOLUBLES EN ACIDO (B) EN DIFERENTES TEJI-
DOS DEL PEZ C. macropomum EN CONDICIONES DE
CULTIVO, EN CONDICIONES DE LABORATORIO DURAN-
TE 15 Y 30 DiAS *** (P<0,001); ** (P<0,01); NS: NO SIGNIFI-
CATIVO/ DISTRIBUTION OF TOTAL THIOLS (A) AND ACID SOLUBLE
THIOLS (B) IN TISSUES OF FRESHWATER FISH C. macropomum IN
FARM FISHES, ACCLIMATED LABORATORY FISHES DURING 15
DAYS AND 30 DAYS.
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FIGURA 2. DISTRIBUCION DE TIOLES TOTALES (A), TIO-
LES SOLUBLES EN ACIDO (B) EN DIFERENTES TEJIDOS
PROVENIENTES DEL PEZ C. macropomum EXPUESTOS A
CADMIO DURANTE 21 DIAS Y DEPURADOS POR 15 DIAS
*** (P<0,001); NS: NO SIGNIFICATIVO/ DISTRIBUTION OF TO-
TAL THIOLS (A) ACID SOLUBLE THIOLS (B) IN TISSUES OF FRESH-
WATER FISH C. macropomum CD-EXPOSED DURING 21 DAYS AND
CD-DEPURATED FOR 15 DAYS.

centracion subletal de cloruro de cadmio durante 30 dias, se
observd una elevacion de la actividad de enzimas relaciona-
das con el metabolismo del glutatién, asi como de otras enzi-
mas antioxidantes en el higado y el rifidn; los autores sugieren
que estos antioxidantes son la primera linea de defensa hacia
el cadmio en el pez antes de que se produzca la induccion de
la sintesis de metalotioninas [3].

Las metalotioninas son las proteinas de baja masa mole-
cular, ricas en cisteina y responsables del transporte de meta-
les ya sean esenciales o no. Un aumento en la concentracién
de metalotioninas, es debido a un incremento en los niveles de
contaminantes, como se ha demostrado en condiciones de la-
boratorio [21] y en ambientes naturales [16]. Se ha reportado
que el cadmio induce la expresion de estas proteinas; también
otros metales tales como el zinc y el mercurio aumentan su ex-
presion [7, 19, 31]. Estas moléculas pueden ser separadas de
las de alta masa molecular y cuantificadas como tioles solu-
bles en acido junto a otras como el glutation y la cisteina por lo
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que la determinacioén de tioles solubles en acido en el plasma
o musculo de C. macropomum es un parametro sensible a la
toxicidad por cadmio; de facil mediciéon y seguimiento.

CONCLUSIONES

Los TT y TSA varian dependiendo de las condiciones
ambientales y fisioldgicas del pez C. macropomum.

El cadmio induce el aumento, en plasma de TT y TSA en
C. macropomum.

El proceso de desintoxicacion disminuye la concentra-
cion de TSA, lo que determina que la sintesis de estas molé-
culas sea modulada por la exposicion al cadmio.
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