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Acumulacién y efectos histopatolégicos
del cadmio y el mercurio en el sapo

(Halobatrachus didactylus).*
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INTRODUCCION

Como otros metales, el mercurio y el cadmio son estables y no se
degradan en el medio ambiente, estando considerados como los mads
toxicos para un gran ndmero de organismos marinos, siendo acumula-
dos por éstos en proporciones que, en algunos casos, pueden constituir
un serio peligro si son destinados a la alimentacién humana. Asi son
muy conocidas las infoxicaciones producidas por ingestién de peces y
moluscos contaminados por mercurio en Minamata (Japén) y los pro-
ducidos por el uso de alimentos y aguas contaminadas por cadmio en
determinadas zonas del Japén que dieron lugar a la enfermedad cono-
cida por el nombre de Itai-Itai, habiéndose estudiado detenidamente
tanto los efectos letales como los subletales que producen los envene-
namientos ocurridos por la ingestién de alimentos contaminados por

diversos compuestos de mercurio y cadmio (FRIEBERG, 1974 y ESTABLIER,
1977).

&

Recibido el 11 de febrero de 1977. Este trabajo se ha realizado dentro
del Proyecto Comuin Coordinado FAO (CGPM)/PNUE sobre la contaminacién
del Mediterraneo (MED 1IV) a titulo de los Programas coordinados PNUE de
vigilancia continua e investigacién relativa a la contaminacién del Medi-
terrdneo y con una subvencién de la Comisién Asesora de Investigacién Cien-
tifica y Técnica, 1977.

** Laboratorio del Instituto de Investigaciones Pesqueras. Puerto Pes-
quero. Cédiz.



142 M. GUTIERREZ, R. ESTABLIER Y A. ARIAS

Generalmente en los moluscos y crustdceos se encuentran concentra-
ciones de cadmio mas elevadas que en los tejidos musculares de los
peces, habiéndose detectado fuertes concentraciones de este metal en
los moluscos bivalvos procedentes de determinadas areas (EISLER y col.,
1972 y EsTABLIER, 1975, 1977). En los peces el mercurio se acumula en
los tejidos (principalmente en forma de metilmercurio) en mayor pro-
porcién que el cadmio, siendo en el higado, bazo, rifién e intestino donde
generalmente se encuentran las concentraciones mas elevadas de estos
metales (EaToN, 1974 y GREIG, 1974).

La bibliografia existente sobre los efectos del mercurio y el cadmio
en los organismos acuaticos es relativamente reducida refiriéndose la
mayoria de los estudios realizados a organismos de agua dulce (McKim
y col., 1975). Con respecto a los efectos de los metales pesados sobre
los organismos marinos la mayoria de los estudios se refieren a la de-
terminacién de la toxicidad letal, habiéndose iniciado recientemente es-
tudios encaminados a determinar las alteraciones fisiolégicas y acumu-
laciones producidas en distintos érganos al someter los peces marinos
a concentraciones subletales de determinados metales pesados (GARDNER
vy YEevich, 1970; HamLIN y Sonis, 1970; CALABRESE y col.,, 1975). Son de
destacar los estudios realizados por GARDNER y YEvVICH (1970) sobre la
respuesta histologica y hematolégica del Fundulus heteroclitus al cad-
mio, observando las alteraciones histopatolégicas a nivel de intestino,
rifién, branquias asi como las alteraciones citolégicas de los elementos
formes de la sangre y los estudios sobre las alteraciones histopatoldgi-
cas producidas por el cadmio en el Tautogolabrus adspersus a nivel de
epitelio intestinal, tubos renales, epidermis y las alteraciones citomor-
folégicas de la sangre (NEwMAN y Mac LEaN, 1974).

MATERIAL Y METODOS

Las experiencias se realizaron colocando en dos tanques que conte-
nian 200 litros de agua de mar filtrada tres ejemplares de sapos, pez
marino (H. didactylus) en cada uno. A uno de los tanques se le afiadié,
disuelta en agua de mar, la cantidad apropiada de CdCl,. H,0 o de
HgCl, para obtener una concentracién de cadmio de 50 ppm o de 0,1 ppm
de Hg vy el otro tanque se dejé con el agua de mar natural. A las 48 horas
se vaciaron de cada tanque 150 litros reponiéndose este volumen, en el
de tratamiento con cadmio, con 150 litros de agua de mar con 50 ppm de
cadmio y en el otro, con este mismo volumen de agua de mar natural,
retirando los peces de los tanques a las 96 horas en el caso del cadmio
y a los 50 dias en el de Hg. Se mantuvieron los ejemplares que habian
permanecido en la solucién de Cd y Hg de 30 a 60 segundos en un tanque
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con agua de mar limpia, y a continuacién se pasé a efectuar la diseccién
de los ejemplares para tomar las muestras correspondientes a los ana-
lisis de cadmio e histopatologia.

Las tallas de los peces y las condiciones fisico-quimicas de las expe-
riencias han sido las siguientes:

Experiencia n.° I.— La longitud total de los seis ejemplares utiliza-
dos oscilé entre los 28,0 y 33,5 cm, la temperatura entre 17,0 y 20,0° C,
la salinidad entre 36,02 y 36,32 9% y el pH entre 7,92 y 8,01. Tratamiento:
50 ppm de Cd durante 96 horas.

Experiencia n.” 2. — La longitud total de los seis ejemplares utiliza-
dos estaba comprendida entre 20,0 y 28,0 cm, la temperatura entre 17,5
y 20,8° C, Ia salinidad entre 36,40 y 36,52 9% y el pH entre 7,89 y 8,00.
Tratamiento: 50 ppm de Cd durante 96 horas.

Experiencia n.° 3. — La longitud total de los seis ejemplares utiliza-
dos estaba comprendida entre 20,0 y 21,0 cm, la temperatura entre 18,0
y 21,2° C, la salinidad entre 36,45 y 36,49 %o y el pH entre 7,82 y 7,91.
Tratamiento: 50 ppm de Cd durante 96 horas.

Experiencia n.’ 4.— La longitud total de los seis ejemplares utiliza-
dos oscilé entre los 24,0 y 28,0 cm, la temperatura entre 19,0 y 23,2° C,
la salinidad entre 36,35 y 36,46 9%, y el pH entre 7,81 y 7,95. Tratamien-
to: 0,10 ppm de Hg durante 49 dias.

Para los analisis de cadmio las muestras se secaron a 110° C hasta
peso constante y se calcinaron en horno eléctrico a 470° C. Después se
humedecieron las cenizas con HNO, y se volvieron a calcinar a 400° C.
Las cenizas se disolvieron en caliente en solucién IN de acido clorhi-
drico completando el volumen con agua bidestilada. Los analisis se efec-
tuaron por espectrofotometria de absorcién atémica utilizando un es-
pectrofotémetro Perkin-Elmer, modelo 303, equipado con corrector de
deuterio. Para aquellas muestras con alto contenido en cadmio se utili-
zaron las técnicas usuales y para aquéllas con bajo contenido en este
metal se usé la técnica de la navecilla de muestreo de tantalo (Sampling
Boat) de la forma descrita en un trabajo anterior (ESTABLIER, 1975). Los
analisis de mercurio se han realizado por espectrofotometria de absor-
cién atémica sin llama (Técnica del vapor frio), efectuando previamente
la digestién de las muestras por via hiumeda y temperatura controlada,
de la forma descrita en un trabajo anterior (ESTABLIER, 1972).

Para los estudios citohematolégicos e histopatolégicos hemos seguido
los métodos siguientes:

Citohematologia: Las extensiones finas de sangre tomadas directa-
mente del corazén, después de secadas, se fijaron con metanol absoluto
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y posteriormente se tifieron con May-Griinwald-Giemsa o con el Cito-
pancromo de GUTIERREZ (1962 y 1967).

Histopatologia: Se tomaron piezas de higado y rifién con un espesor
de 4-6 mm que se fijaron en Bouin alcohélico y las muestras de intestino
en formol al 20 % en etanol del 90 % afiadiéndole un 5 % de 4cido acé-
tico glacial. Se dejaron en frigorifico a 4-5° C durante 24-48 horas, se
lavaron con etanol del 70 % v/v con dos cambios de 24 horas, luego se
deshidrataron, se aclararon en benzol y se incluyeron en parafina de
P.F. 56-57° C. Los cortes se hicieron de 5 a 7 micras y se tifieron con
hematoxilina de Harris y eosina. Para control se realizaron cortes histo-
légicos de animales de igual talla y con el mismo régimen alimentario,
asi como con el mismo tiempo en el tanque.

RESULTADOS Y COMENTARIOS

3) ACUMULACION DE CADMIO Y MERCURIO

En el cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos en los andlisis
de cadmio, referidos a peso himedo y seco, del musculo dorsal, sangre,
higado, rifién e intestino de los ejemplares de sapos mantenidos 96 ho-
ras en agua de mar con 50 ppm de Cd y agua de mar. Los resultados
dados en el cuadro 1 se refieren a un «Pool» de los tejidos y érganos
de los tres ejemplares que se utilizaron en cada parte de las experien-
cias. En este cuadro se aprecia que las concentraciones de cadmio en
las distintas partes anatémicas de los ejemplares no tratados con so-
luciones de este metal son relativamente bajas, siendo la mayoria de
los valores obtenidos inferiores a los 0,30 ppm sobre peso humedo y
habiéndose encontrado las concentraciones mas elevadas en el intestino
y rifién con valores medios de 0,24 y 0,21 ppm referidos a peso humedo
respectivamente. En los ejemplares mantenidos 96 horas en agua de
mar natural con 50 ppm de Cd, se ve que la méxima acumulaciéon de
cadmio se produce en el intestino con un contenido medio de este me-
tal de 39,05 ppm sobre peso humedo y siendo después de éste los Or-
ganos de maxima acumulacién el rifion e higado con concentraciones
medias de 12,79 y 5,21 ppm. Es de hacer notar las diferencias encon-
tradas en la acumulacién de cadmio en higado e intestino entre las ex-
periencias 1 y 3 y la 2, ya que en esta ultima la concentraciéon de este
metal es muy superior a las encontradas en las 1y 3, sin embargo, la
concentracién hallada en el intestino es muy inferior a las de las otras
experiencias.

En la experiencia n.° 4, que se hizo manteniendo a los ejemplares de
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sapos durante 49 dias en agua de mar con 0,10 ppm de Hg (HgCl,), s6lo
se analizé el contenido en mercurio total en musculo dorsal e higado.
Siendo los valores encontrados de este metal en musculo e higado para
los ejemplares mantenidos en agua de mar natural 0,90 y 1,98 ppm sobre
peso htimedo respectivamente, mientras que las concentraciones halla-
das en estas mismas partes del cuerpo de los ejemplares mantenidos en
agua de mar con 0,10 ppm de Hg alcanzaban valores de 9,62 y 50,30 ppm.

b) EsTupio HEMATOL6GICO E HISTOPATOLOGICO

De los estudios citomorfolégicos de la sangre e histopatoldgicos a
nivel del higado, rifién e intestino en las condiciones citadas anterior-
mente llegamos a los resultados que se comentan seguidamente. Las
fotomicrografias recogen los caracteres de normalidad y las alteracio-
nes histolégicas medias mas frecuentes halladas en los ejemplares que
forman los lotes motivo de este trabajo.

SANGRE. — El estudio se ha concentrado al efecto del cadmio y las
alteraciones morfolégicas, de tamafio, color de los eritrocitos y a la
aparicién de sombras nucleares, segin se puede observar en las foto-
micrografias (1) a (11) de las figuras 1, 2y 3 comparandose con ejem-
plares control.

HISTOPATOLOGIA. — El efecto del mercurio sobre el intestino y es-
pecialmente del cadmio sobre el higado, rifién e intestino comparando
con el aspecto morfolégico de los ejemplares control quedan recogidos
y comentados en las fotomicrografias (12) a (26) de las figuras 4,5, 6v17.
Como resumen podemos concluir diciendo que la concentracién de
50 ppm de Cd y 0,10 ppm de Hg durante 96 horas y 49 dias respectiva-
mente producen alteraciones sobre la morfologia eritrocitaria, asi como
signos de necrosis y modificaciones histopatolégicas manifiestas en la
morfo-estructura del higado, rifién e intestino segin las condiciones de
contaminacién experimental de este trabajo.
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F1¢. 1.— (1) Extensién de sangre de ejemplares no tratados con Cd. Eritrocitos con
aspecto normal. 500x.
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F16. 2. — (3) Aspecto de los eritrocitos en ejemplares no tratados con Cd. Aspecto

normal. 1.000x. (4), (5), (6) y (7) Alteraciones producidas por el Cd en los eritrocitos.

(4) Anisocitosis, anisocromemia, microcitosis y cariorrexis, (5). Microcitosis, (6). Gran
cariorrexis y (7). Vacuolizacidén y restos citoplasmaticos de eritrocitos. 1.000x.
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FiG. 3. — (8) Alteraciones producidas por el Cd en los eritrocitos en diferentes ejem-

plares. Anisocitosis, microcitosis y anisocromemia. 500x. (9), (10) vy (1). Alteraciones

morfoldgicas y del contenido en Hb. (9), microcitosis, vacuolizacion, poikilocitosis y

Anisocitosis. (10). Hipercromatismo citopldsmico, microcitosis y formas fusiformes y
(11). Alteraciones en la morfologia de los nucleos. 1.000x.
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Fi1c. 4.  (12) y (13). Higado de ejemplares no tratados con Cd. Discreto aspecto re-
ticulado 125x%. (14) y (15). Alteraciones producidas por el Cd. Aspecto reticulado con
refuerzo trabecular y aumento del ntimero de mucleos. 125x%.
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F16. 5.— (16) y (17). Rifén de ejemplares no tratados con Cd. Tubos cortados trans-

versalmente con ntcleos en zona basal, luces vacias y tejido hemocitopoyético en

cantidad normal. (18) v (19) Alteraciones producidas por el Cd. Ntcleos con desor-

ganizaciéon de su localizacion, a veces, hipocrémicos, luces pequefias o dilatadas vy

llenas de restos amorfos eosinéfilos. Signos degenerativos. (16) y (18) a 125X ¥y
(17) y (19) a 250x.
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Fic. 6. — (20) y (21) Intestino de ejemplares no tratados con Cd. Epitelio de las vello-

sidades cortadas longitudinalmente con nticleos basales en todas las zonas, basal

continua, coridén reticulado con vasos finos y células propias. (22) y (23) Alteraciones

producidas por el Cd. Pérdida de la orientacién de los ntcleos del epitelio de las

vellosidades, hipercromatismo, vacuolizacién y detritus en la periferia. Signos mani-
fiestos de necrosis. (20) y (22) a 37,5% v (21) y (23) a 125%.
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F16. 7.— (24). Intestino de ejemplares no tratados con Hg. Caracteres como en la

figura 6 fotomicrografia (20), (25) y (26). Alteraciones producidas por el Hg. En ambas

se observa gran aumento del corién de las vellosidades. El epitelio de revestimiento
presenta hipercromatismo nuclear y de la porcién apical del citoplasma. 37,5%.
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SUMMARY

UPTAKE AND HISTOPATHOLOGICAL EFFECTS OF CADMIUM AND MERCURY TO THE SAPO
(Halobatrachus didactylus). — Cadmium and Mercury uptake by «Sapo», Ha-
lobatrachus didactylus, exposed to 50 ppm of Cadmium in sea water for 4 days
and 0,1 ppm of Mercury in sea water for 49 days is studied. Accumulations of
Cadmium in flesh, blood, liver, kidney and intestine and mercury in flesh and
liver is determinated.

The citohematological and histopathological aspects of this study were
undertaken in the hope for a better knowledge of the effects of cadmium and
mercury on the blood, liver, kidney and intestine.
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