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RESUMEN

Con el propósito de evaluar el efecto de la exposición crónica 
al cadmio sobre la ultraestructura del pronefros de alevines de 
Colosoma macropomum, 60 individuos de esta especie fueron 
expuestos durante 31 días a una dosis subletal de cadmio de 
0,1 mg/L usando acuarios en un sistema semi-estático. Los 
parámetros físico-químicos se mantuvieron constantes durante 
todo el ensayo (pH: 7,0 ± 0,3; temperatura: 24 ± 1 °C; dureza 
total: 106 mg/L; nivel de O2: 3,9 ± 0,1 mg/L), al final del lapso 
de exposición los pronefros fueron extraídos y procesados 
con técnicas convencionales para microscopía electrónica 
de transmisión. El análisis ultraestructural demostró cambios 
significativos en el órgano, observándose necrosis en el 
tejido, así como la formación de gemaciones en la membrana 
citoplasmática de las células granulopoyéticas. Estos hallazgos 
permiten concluir que a nivel ultraestructural, tanto el pronefros 
como las células granulopoyéticas que en él se originan, 
muestran sensibilidad a la exposición al cadmio, pudiendo ser 
utilizados como útiles biomarcadores de exposición a este metal. 

Palabras clave: Pronefros; cadmio; Colossoma macropomum; 	
	              histopatología; ultraestructura. 

ABSTRACT

The effect of chronic exposure to cadmium on the ultrastructure 
of pronephros of Colossoma macropomum was evaluated, by 
studying 60 individuals of this species exposed through 31 days 
to sublethal doses of cadmium (0.1 mg/L), while inside aquariums 
in a semistatic system. The physical-chemical parameters were 
maintained constant during all test (pH 7.0 ± 0.3; temperature: 24 
± 1 ºC; total hardness: 106 mg/L; oxygen levels: 3.9 ± 0.1 mg/L), 
at the end of the exposure cycle the specimens were extracted 
and treated with conventional transmission electron microscopy 
techniques. The ultrastructural analysis demonstrated appreciable 
changes in the organs, tissue necrosis as well as blebbing in 
the cytoplasmic membrane of the granulopoietic cells. These 
findings show how at the ultrastructure level, the granulopoietic 
cells generated by the pronephros display sensitivity to cadmium 
exposure, allowing for them to be used as bioindicators to 
exposure to this metal. 
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INTRODUCCIÓN

En los peces, el órgano encargado de realizar la hematopoyesis 
es el pronefros o riñón cefálico. El pronefros en teleósteos es un 
órgano fusionado que está compuesto fisiológicamente por dos 
distintas porciones y anatómicamente por dos partes. Este órgano 
tiene una intervención importante en el mecanismo de 1a defensa 
inmunológica y en el proceso de hematopoyesis, por lo que es 
comparado con la médula ósea de los mamíferos [4, 7, 17].

Debido a la significación del pronefros en el sistema 
inmunitario de los peces se reconoce la importancia de su 
estudio ya que estos organismos al vivir en un ambiente cargado 
de microorganismos deben contar con células capaces de 
protegerlos de los mismos, células estas que son producidas 
mayoritariamente en este órgano; al mismo tiempo, se sabe que 
los tóxicos producen cambios histológicos en el pronefros [3, 13]. 
Se han documentado cambios significativos en la citoarquitectura 
del pronefros así como alteraciones en la ultraestructura de 
las células del mismo cuando el órgano se halla expuesto 
a sustancias toxicas, un ejemplo de ello se puede hallar en 
Cyprinus carpio, donde se han demostrado daños evidentes en 
el pronefros expuesto a 0,1 mg/L de cadmio (cd) [33]; así mismo, 
en un trabajo previamente realizado en juveniles de Colossoma 
macropomum expuestos a dosis de 0,1 mg/L de Cd, se observó 
mediante microscopia de luz, alteraciones de la estructura del 
pronefros, tales como engrosamiento de la membrana basal y 
pérdida del compactamiento del tejido, igualmente se advirtió la 
disminución de los precursores celulares hematopoyéticos, en 
especial los pertenecientes a la serie granulocítica [32].

La exposición de los peces a diversos contaminantes 
químicos induce una serie de modificaciones estructurales 
en diferentes órganos, particularmente el riñón, por lo cual la 
evaluación histopatológica representa una herramienta valiosa 
y fundamental para apreciar los efectos de los xenobióticos [2, 
37, 42]. Las alteraciones estructurales y ultraestructurales a 
nivel celular e histológico son de gran utilidad, ya que ocurren 
antes de que haya cambios reproductivos, de crecimiento y de 
comportamiento. Estas modificaciones pueden ser exitosamente 
relacionadas con la salud y desempeño de los individuos, 
además de colaborar, en conjunción con otros parámetros 
bioquímicos y moleculares, en el diagnóstico del estado de salud 
de los organismos; al respecto, existen en peces modificaciones 
histopatológicas como hiperplasias, hipertrofias, alteraciones 
nucleares y plasmáticas, edemas intercelulares, necrosis, entre 
otras, que ya han sido usadas y recomendadas para monitorear y 
evaluar los efectos de los xenobióticos lo cual brinda información 
valiosa sobre los potenciales biomarcadores histológicos en el 
pronefros de peces y especialmente en C. macropomum [5, 35, 
36, 41, 42].

C. macropomum es uno de los peces más importantes en el 
ambiente dulceacuícola de Sudamérica, constituyendo además 
un recurso económico cada vez más valioso para la región y 
para Venezuela [1, 8]. Por otro lado, está documentado el papel 

inmunotóxico del Cd [41], metal registrado como contaminante 
moderado de las cuencas venezolanas [26, 31]. El objetivo 
del presente estudio fue evaluar los daños ultraestructurales 
inducidos por la exposición crónica a Cd en el pronefros de C. 
macropomum.

MATERIALES Y MÉTODOS

Organismos

Alevines de C. macropomum (donados por la Empresa 
piscicultora ALMA, C.A. ubicada en la carretera nacional 
Cantaura-Aguasay, Campo Mata, distrito Freites del estado 
Anzoátegui, Venezuela) con las siguientes medidas biométricas 
iníciales: longitud total 3,02 ± 1,20 cm y masa 3,11 ± 1,80 gr, fueron 
trasladados, desde la piscicultora, en bolsas plásticas selladas 
conteniendo agua y oxígeno, hasta el laboratorio de Proteínas 
e Inmunotoxicidad, ubicado en el Departamento de Bioanálisis 
de la Universidad de Oriente, núcleo de Sucre, Cumaná, estado 
Sucre, los alevines fueron introducidos (estando aún en las bolsas 
donde fueron transportados) en acuarios de vidrio (medidas 60 x 
30 x 40 cm y con capacidad útil de 60 L de agua) que contenían 
agua previamente aireada y sin cloro. Al cabo de 30 minutos, los 
peces fueron sacados uno por uno de las bolsas plásticas con 
una malla para peces (marca Fish Net, Hagen, EUA), de 20 cm 
(8”) e introducidos directamente en el agua de los acuarios para 
así dar inicio al periodo de aclimatación.

Durante el periodo de aclimatación (21 días -d-), todas las 
mañanas y antes del recambio de agua y eliminación de desechos, 
los peces eran alimentados a saciedad con alimento comercial 
en hojuelas para peces tropicales (marca Kantal, Venezuela) 
(proteínas 45%; grasas 4,5%; fibra 7,0%), manteniéndolos en 
continua aireación, utilizando para ello bombas de aire (marca 
ELITE, modelo 802; Malasia). Así mismo, los acuarios fueron 
cubiertos con bolsas plásticas negras para disminuir la cantidad 
de luz artificial y de esta forma mantener las condiciones 
de iluminación lo más parecido a su ambiente natural. Los 
parámetros físico-químicos se mantuvieron constantes durante 
todo el ensayo (pH: 7,0 ± 0,3; temperatura: 24 ± 1 °C; O2: 3,9 
± 0,1 mg/L; dureza total: 106 mg/L), siendo estos parámetros 
monitoreados diariamente y registrados con un pH-metro (Hanna 
modelo HI9025, España), un termómetro (YSI modelo 30, 
EUA), un oxigenómetro (YSI modelo 55, EUA) y un equipo (kit) 
de pruebas para determinar dureza del agua (LaMotte modelo 
4482-LI-02, EUA), respectivamente. Al final de este periodo, se 
procedió al montaje del bioensayo y a la posterior obtención de 
las muestras.

Bioensayo subletal

Este se realizó de la siguiente manera: 

Tomando como base la concentración letal media (LC50) para 
el Cd determinado en esta especie [6], el cual fue de 38,47 mg/L, 
se empleó una dosis subletal de 0,1 mg/L de Cd tomada a partir 
de una concentración madre de 1000 mg/L.
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Luego de cumplido el periodo de aclimatación, se procedió a 
colocar (48 horas (h) antes) 60 peces de tallas similares (longitud 
total: 4,50 ± 1,80 cm; masa: 4,11 ± 0,20 gr) en cada uno de 
los acuarios (exactamente iguales a los usados en el periodo 
de aclimatación) preparados para tal fin. Los peces, a razón 
de 10 individuos por acuario, fueron divididos en dos grupos 
experimentales: un grupo expuesto y un grupo control, cada uno 
con dos réplicas, lo que equivalió a tres acuarios por cada grupo 
(6 acuarios en total). 

El tóxico fue colocado durante 31 d en el agua de los acuarios 
del grupo expuesto, siendo utilizado un sistema de ensayo semi-
estático con recambio diario del 80% de agua, manteniendo 
constantes las concentraciones de Cd en cada acuario por 
medio de la agregación de la dosis correspondiente [19]. 
Previamente, al agua utilizada para el ensayo (proveniente del 
sistema de tuberías de la ciudad de Cumaná), se le determinó la 
concentración inicial de Cd, la cual fue indetectable, utilizándose 
para tal fin un espectrofotómetro de emisión de plasma 
inductivamente acoplado (ICP), (marca Perkin Elmer, modelo 
Optima 5300 DV, EUA). Igualmente antes de cada renovación 
del agua, se tomaron muestras de la misma para determinar, 
espectrofotométricamente, las concentraciones residuales de Cd 
(0,22 ± 0,02 mg/L). Así mismo, se llevó un registro diario de los 
parámetros físico-químicos, manteniéndose éstos iguales a los 
obtenidos durante todo el proceso de aclimatación. 

Al final del periodo de exposición al metal (31 d), se procedió a 
tomar las muestras para la realización de los análisis histológicos. 

Para la obtención de las muestras los organismos fueron 
colocados en una cubeta con agua a 5°C para que se 
adormecieran y así pesarlos y medirles la longitud estándar.

Cada uno de los peces (con medidas biométricas promedio: 5,2 
± 1,30 cm y masa 6,01 ± 1,15 gr) según su condición (expuestos 
y controles) fueron rápidamente decapitados mediante un corte 
en la zona inmediatamente posterior a la región opercular, luego 
se procedió a realizar una incisión desde la región dorsal hasta 
la zona del pedúnculo caudal, para abrir el animal y exponer la 
cavidad abdominal para extraer el pronefros, el cual fue procesado 
con técnicas convencionales para microscopía electrónica de 
transmisión.

Una vez extirpado el órgano se colocó en solución de Hank y 
luego, con un bisturí se le realizaron cortes de aproximadamente 
1 mm2, los cuales se colocaron bajo refrigeración en viales con 
glutaraldehído al 3%. Luego fueron lavados con buffer fosfato 0,1 
mol/L pH 7,4; para posteriormente colocarlos en tetraóxido de 
osmio (OsO4) al 1% por 2 h. Se lavaron con agua destilada, se 
pasaron por patrones de etanol de concentraciones crecientes 
(50; 70; 90 y 100%) por 5 min cada uno. Luego de la deshidratación 
total se pasó a la infiltración mediante la sustitución del etanol 
por óxido de propileno colocando la muestra en el óxido por 15 
min, posteriormente fueron colocados en una mezcla 1:1 de 
Epón: óxido de propileno por 6 h y luego a Epón puro por 2 h. 
Las muestras fueron incluidas en Epón, en moldes de silicona 
y polimerizadas en una estufa, (marca Thermo Fisher Scientific, 
modelo Precision, EUA) a 60ºC por 48 h. 

Seguidamente se efectuaron los tallados de los bloques 
de resina. Luego de tallados los bloques, se realizaron los 
cortes ultrafinos, los cuales tenían un grosor de 80 nm, con un 
ultramicrótomo motorizado (marca LEICA, modelo RM 2155, 
Alemania) con cuchilla de diamante. Los cortes se contrastaron 
por 24 h con acetato de uranilo al 5%, fueron lavados con 
agua destilada y se colocaron en una solución de citrato de 
plomo al 0,2% por 1 h para posteriormente ser lavados con 
agua destilada. Se procedió a realizar el análisis de los cortes 
mediante micrografías tomadas en un microscopio electrónico 
de transmisión (marca HITACHI, modelo H-600, Japón) ubicado 
en el Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias 
Aplicadas del Núcleo de Sucre de la Universidad de Oriente 
“Doctora Susan Tai”

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El análisis ultraestructural del pronefros de alevines de C. 
macropomum controles mostró que era un órgano eminentemente 
hematopoyético formados por células con características 
normales, con el citoplasma bien definido. El tejido se observó 
altamente heterogéneo, compacto, y en él se evidenciaron los 
elementos de las diferentes series o linajes hematopoyéticos en 
sus variadas etapas de maduración, encontrándose distribuidas 
de forma regular en la matriz del tejido (FIG. 1). 

FIGURA. 1. MICROGRAFÍA DE PRONEFROS CONTROL 
DE Colossoma macropomum. PROMIELOCITO (PM). 
ERITROCITO (E). HETERÓFILO NEUTRÓFILO (H-N). 
NÚCLEOS (N). NUCLÉOLOS (NU). VESÍCULA (V). A: 4000X. 

El pronefros de alevines de C. macropomum expuestos al 
Cd, mostró cambios ultraestructurales significativos comparados 
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con el de los controles (FIG. 2). Se percibieron procesos de 
alteración de la ultraestructura del tejido, evidenciado por 
la existencia de extensas zonas de necrosis y abundantes 
detritus celulares, así mismo se pudieron advertir células muy 
vacuolizadas con presencia de vacuolas autofágicas; igualmente, 
algunas células no mostraron continuidad citoplasmática.
 

E 

FIGURA 2. MICROGRAFÍA DE PRONEFROS DE C. 
macropomum EXPUESTO A CADMIO. ZONAS DE NECROSIS 
(TRIÁNGULOS), DETRITUS CELULARES; MÚLTIPLES 
VACUOLAS CITOPLASMÁTICAS (FLECHAS DELGADAS) 
Y AUTOFÁGICAS (FLECHAS VACÍAS). E: ERITROCITO. A: 
4000X. 

Las células granulocíticas del tipo heterófilas y las del tipo 
eosinofílicas se mostraron deformes, exhibiendo muchas de ellas 
extensiones de la membrana a modo de gemaciones o ampollas 
y con material celular en su interior. En algunas áreas solo se 
pudieron visualizar núcleos aislados y células con muy poco 
material citoplasmático, dando así evidencia del daño sufrido por 
el órgano y sus células (FIGS. 3, 4, 5 y 6).

Existen numerosas evidencias del efecto tóxico del Cd sobre 
diferentes órganos, en los cuales se acumula, ocasionando 
daños diversos sobre todo a nivel histopatológico [15, 18, 24, 
25, 38]. Las alteraciones provocadas por la exposición al Cd 
en el pronefros de C. macropomum fueron notorias, tanto en 
la estructura del tejido como en la ultraestructura de las células 
que lo conforman, así lo muestra la presencia de procesos de 
necrosis (FIG. 2). La falta de integridad del tejido pudiera ser una 
consecuencia de la acción deletérea directa o indirecta del Cd 

sobre el metabolismo del colágeno, el cual actúa como sostén 
de todas las estructuras tisulares [14, 21], sumado al hecho de 
que el Cd inhibe una serie de enzimas fundamentales para el 
mantenimiento de la homeostasis del tejido, como por ejemplo las 
del grupo del glutatión y la catalasa, entre otras, por lo cual los 
radicales libres actúan intracelularmente dañando y deformando 
las diferentes estructuras celulares mediante estrés oxidativo, con 
el consiguiente daño a la integridad del órgano [25].  

En ejemplares de Channa punctatus expuestos a Cd se halló 
que este metal produjo necrosis severa del riñón, así como la 
aparición de abundantes vacuolas alrededor de los túbulos del 
órgano [16]. Así mismo, en un estudio realizado con Siganus 
rivulatus expuestos a aguas contaminadas con Cd (con niveles 
semejantes al usado en la presente investigación) se determinaron 
daños estructurales a nivel del riñón [27], igualmente se observaron 
en tilapias (Oreochromis niloticus) expuestas a metales pesados, 
tales como cobre, mercurio y Cd, que los cambios del órgano 
fueron principalmente de necrosis y vacuolización, lo que al 
parecer señala que uno de principales efectos que tienen los 
metales pesados sobre el riñón es la producción de necrosis y la 
vacuolización del tejido [22].

El Cd es conocido por agotar el glutatión y los grupos sulfhidrilo 
de las proteínas, lo que resulta en una mayor producción de 
especies reactivas de oxígeno (ROS) tales como iones superóxido, 
radicales hidroxilo y peróxido de hidrógeno. También ejerce sus 
efectos tóxicos a través de daño oxidativo a los organelos celulares 
mediante la inducción de la generación de ROS. Si estos eventos de 
estrés mediados por ROS no son equilibrados por los procesos de 
reparación, las reacciones de éstos con las biomoléculas celulares 
pueden provocar peroxidación lipídica, daño de las proteínas de 
membrana, alteración del sistema anti-oxidante, daño en el ADN, 
expresión de genes alterados, apoptosis, y finalmente necrosis, lo 
cual concuerda con los resultados de esta investigación [36, 38, 
40].

La observación de células con gemaciones o ampollas en los 
heterófilos muestra un hallazgo importante de la acción del metal 
sobre las células del pronefros (FIGS. 3, 4 y 6). Las ampollas son 
excrecencias esféricas de la membrana plasmática (MP) que 
ocurren al haber desprendimiento de la membrana subyacente 
al citoesqueleto, o lo que es lo mismo, estas ampollas son el 
resultado de la falta de adhesión del citoesqueleto a la MP debido 
a un aumento de la contractilidad del mismo [29]. Aunque han 
sido tradicionalmente vistas como un signo de apoptosis [12], las 
ampollas están siendo consideradas cada vez más como factores 
dinámicos de reorganización celular con un papel importante en 
la motilidad celular, tanto in vivo como in vitro, así mismo, se les 
considera una estrategia de migración de las células tumorales 
[10]; no obstante, en este estudio se estima que estos hallazgos 
pudieran tener relación con ambos eventos tanto con el proceso de 
apoptosis celular promovido por el Cd, como con el de migración 
celular, sugiriéndose además que esta fase de apoptosis es 
debida, principalmente, a la acción del metal sobre la actina la cual 
es un componente fundamental del citoesqueleto [20].

Se ha postulado que el Cd altera la actina del citoesqueleto 
de las células mesangiales del riñón de ratones (Mus musculus) 



Cambios Ultraestructurales Inducidos por el Cadmio en Pronefros de Alevines de Colossoma macropomum/ Antón-Marín, Y y col._____

342

 

H 

 

Eo-B 

Eo-B 

E 

FIGURA 3. PRONEFROS DE Colossoma macropomum EXPUESTO A CADMIO. ZONAS DE 
NECROSIS (TRIANGULO). HETERÓFILOS DEL TIPO NEUTRÓFILO (H) PRESENTANDO 
AMPOLLAS CON MATERIAL CELULAR EN SU INTERIOR (FLECHAS LLENAS). A: 4000X

FIGURA 5. PRONEFROS DE C macropomum EXPUESTO A CADMIO. ERITROCITO CON 
DEFORMIDAD CITOPLASMÁTICA. (FLECHA LLENA). CÉLULA CON DISCONTINUIDAD DE 
LA MEMBRANA CELULAR (FLECHA INTERMITENTE TRIPLE). CÉLULAS CON CITOPLASMA 
POCO O AUSENTE (FLECHAS VACÍAS). DETRITUS CELULARES (CÍRCULOS). 
MACRÓFAGO (MAC). A: 5000X

FIGURA 4. PRONEFROS DE Colossoma macropomum EXPUESTO A CADMIO. NECROSIS 
(TRIANGULOS). HETERÓFILOS DEL TIPO EOSINÓFILOS/BASÓFILOS (EO-B) CON 
IRREGULARIDADES EN LA MEMBRANA CELULAR (FLECHAS GRUESAS). ERITROCITO 
(E). A: 4000X.

FIGURA 6. GRUPO DE HETERÓFILOS TIPO NEUTRÓFILO (H), CON AMPOLLAS 
CITOPLASMÁTICAS (FLECHAS CORTAS GRUESAS). GRÁNULOS CITOPLASMÁTICOS 
LIBRES (FLECHA NEGRA DELGADA), ÁREAS DE NECROSIS (TRIÁNGULOS) Y DETRITUS 
(RECTÁNGULO). A: 5000X
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transgénicos modelo 129/Sv [39], esto implica una interacción 
compleja que involucra la activación de la señalización de quinasas, 
la translocación de proteínas, y la alteración de las adherencias. Los 
efectos del Cd sobre la actina juegan un papel fundamental en la 
reorganización del citoesqueleto y los mismos tienen que ver más 
con el metabolismo del glutatión y no por los efectos directos de 
ROS en la química de los grupos tioles. Al parecer el metal impide 
que se forme un complejo glutatión-actina el cual es primordial en la 
reorganización del citoesqueleto [11, 15, 39], hecho éste que pudiera 
explicar la aparición de ampollas en la membrana citoplasmática de 
las células del pronefros.

Otro mecanismo por el cual pudiera ocurrir este daño viene 
dado por el hecho de que el Cd induce el rompimiento del complejo 
E-caderina/β-catenina de las uniones adherentes epiteliales, las 
caderinas son glicoproteínas transmembrana mediadoras de la 
adhesión célula-célula y las cateninas son proteínas de células 
animales involucradas en los procesos de adhesión celular mediados 
por caderinas, esta interrupción del proceso de unión causa que se 
cambien las vías de señalización para un mediador, el Wnt, que 
promueve la proliferación celular, haciendo que se propaguen las 
células indiscriminadamente por lo cual el Cd está involucrado en 
el daño al riñón por medio de la promoción de la carcinogénesis 
[9, 28, 30], siendo entonces estas ampollas, quizás, un medio de 
movilización de material celular alterado hacia otras células y/o 
tejidos (FIG: 3, 4, 6) .

Trabajos previos demuestran la sensibilidad del órgano a los 
xenobióticos [16, 23], reportándose que a nivel estructural, el Cd causa 
alteración por engrosamiento de la membrana basal del pronefros en 
juveniles de C. macropomum expuestos a la misma concentración 
de Cd utilizada en esta investigación [32], igualmente en juveniles 
de Cyprinus carpio expuesto desde 48 a 168 h a 0,1 mg/L de Cd se 
hallaron cambios diferenciales específicos en el órgano, hallándose 
la presencia de espacios intracelulares, así como la vacuolización 
en los eosinófilos, la disociación de las membranas celulares, 
junto con la formación de figuras mielínicas [33]. Otro ejemplo de 
ello es el estudio realizado con un herbicida, donde se determinó 
la sensibilidad del riñón de C. macropomum a este contaminante, 
encontrándose signos de modificaciones ultraestructurales capaces 
de causar alteraciones en la funcionalidad del órgano [34]. 

CONCLUSIONES

Basado en los resultados obtenidos en este trabajo, fue posible 
concluir que la exposición de alevines de C. macropomum a 
una dosis subletal (0,1 mg/L) de Cd por 31 d causó alteraciones 
ultraestructurales, tanto en el pronefros como las células que en él se 
producen, ocasionando modificaciones estructurales severas a las 
células. Tales resultados brindan evidencia clara del potencial tóxico 
de este metal ya que puede comprometer la integridad y salud del 
pez, dañando seriamente un órgano tan vital como lo es el pronefros.

Se demuestra la sensibilidad al Cd del pronefros y de las 
células que en él se originan, por lo cual ambos elementos (tanto 

el pronefros como sus células) pudieran ser utilizados para el 
monitoreo del estado de salud de los peces, en asociación con 
otros biomarcadores, como parte de un sistema integrado de 
alarma 
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