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Hallazgos tisulares en peces adultos de Gambusia punctata
(Poey 1854) crecidos bajo influencia minera

Tissue findings in adult fish of Gambusia punctata (Poey 1854) grown under
mining influence

Anibal Dominguez Odio', Yoandra Mora Tassé?, Juan Esmérido Betancourt
Hernandez?, Onel Fong Lores?, Daniel Leonardo Cala Delgado®*

RESUMEN

Se notifica la respuesta tisular del pez Gambusia punctata (Poey, 1854) crecido en
condiciones naturales bajo la exposicion cronica de metales pesados. Se capturaron
individuos adultos de ambos sexos, a 10 km aguas debajo de una antigua zona minera a
cielo abierto en Santiago de Cuba, Cuba. Se identificaron deformaciones branquiales
con una extensién moderada en el 80% de los individuos investigados. Asimismo, el
100% presentd numerosos depdsitos de hierro férrico en el interior de los enterocitos.
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ABSTRACT

The tissue response of the fish Gambusia punctata (Poey, 1854) grown under natural
conditions under chronic heavy metal exposure is reported. Adult individuals of both
sexes were captured 10 km downstream of a former open-pit mining area in Santiago de
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Cuba, Cuba. Branchial deformities with moderate extension were identified in 80% of the
investigated individuals. Likewise, 100% presented numerous ferric iron deposits inside

the enterocytes.
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INTRODUCCION

El mundo en la actualidad sufre una se-
rie de graves, crecientes y complejos proble-
mas ecoldgicos, siendo la contaminacion qui-
mica por actividades antropogénicas uno de
las que causan mayor impacto (Rahman y
Singh, 2011; Jahandari, 2020). Los compues-
tos que intervienen en esta situacion son di-
versos, pero los metales pesados sobresalen
por su variedad y peligrosidad (Ali et al.,
2019; Abalaka 2020). El uso social ¢ indus-
trial variado y extendido de estos elementos,
unido al manejo inadecuado de la actividad
minero-extractiva y sus residuales han favo-
recido el incremento alarmante de sus con-
centraciones globales, a tal punto, que se les
considera uno de los mayores retos de la so-
ciedad moderna (Alam et al., 2020).

Los conocimientos acumulados sobre
metales pesados indican que los componen-
tes bioticos y abioticos de los ecosistemas de
agua dulce superficial son los mas afectados
(Rosales et al., 2019; Aportela y Paulino,
2020); sin embargo, no siempre es posible
estimar el impacto real de la interaccion biota-
metales pesados. Influyen en este hecho la
existencia de una gran variedad de elemen-
tos metalicos, la formacion de mezclas difici-
les de prever y cuantificar, y los complejos
mecanismos de accion, asi como la enorme
variedad de organismos acuaticos involu-
crados, entre otros factores (Wu et al., 2016;
Ali y Khan, 2017; Timpano et al., 2022).

En este contexto tan complejo, la
histopatologia puede convertirse en una va-
liosa herramienta en estudios ambientales de
fuentes antropogénicas generadoras de es-

pecies metalicas (Van der Oost ef al., 2003).
El analisis de la severidad y extension de las
modificaciones en tejidos procedentes de in-
dividuos expuestos permite aportar eviden-
cias irrefutables de sensibilidad o tolerancia
a estos elementos, proponer mecanismos de
accion, y ademas realizar inferencias sobre
el estado de salud de la poblacién a la cual
pertenece (Gernhofer et al., 2001; Fagbuaro
etal.,2020). A pesar de estas ventajas, no es
frecuente encontrar en la literatura especia-
lizada experiencias practicas en peces de
agua dulce, aspecto que complica atin mas la
blsqueda de evidencias sobre la toxicidad in
vivo de metales.

Estas dificultades ambientales y cienti-
ficas también se visualizan en Cuba, siendo
la mina grande de cobre en Santiago de Cuba
el mejor ejemplo de ello. La literatura nacio-
nal consultada refiere que el vertido histdrico
de residuales mineros en el rio aledafio (des-
de 1544 hasta 2001) ha provocado un dete-
rioro de sus segmentos abiodticos y bidticos
(Gonzalez et al., 2009; Gamez et al., 2019).
Si bien la clausura de la mina constituyo un
gran avance desde el punto de vista ambien-
tal, no evito la persistencia del impacto qui-
mico negativo en las aguas superficiales en
afios posteriores (Marafion et al., 2009), tal y
como ha sucedido en otros casos a nivel mun-
dial (Luis et al., 2011; Camizuli et al., 2014;
Gigantone et al., 2020). Bajo estas condicio-
nes se hace necesario profundizar en las con-
secuencias biologicas asociadas que las acti-
vidades minero-extractivas de cobre provo-
can en la ictiofauna del lugar, razon por la
cual se realizé un estudio para describir la
respuesta tisular del pez Gambusia punctata
crecido en condiciones naturales y bajo la
exposicion cronica de metales pesados.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion y Peces

El sitio de estudio se localiz6 en el rio
Cobre (20° 02' 28" N 75° 54' 23" W), a una
distancia aproximada de 10 km aguas abajo
del area que ocupa la antigua gran mina de
cobre a cielo abierto, cercano al canal de
entrada del embalse artificial denominado
Parada, ubicado en la costa sur de la provin-
cia de Santiago de Cuba, Cuba (Figura 1).

Se capturaron 40 peces adultos de
Gambusia punctata en horario de la mana-
nay en épocapoco lluviosa. Los especimenes
de ambos sexos fueron inspeccionados in
situ, desechandose los de talla menor de 2
cm de largo total, mutilados o de apariencia
externa no saludable (seglin color y textura
de la piel). Los peces seleccionados fueron
colocados en bolsas plasticas, conservados
en recipientes con hielo y trasladados al la-
boratorio.

Histoquimica e Histopatologia

El material de estudio fue trasladado en
un inicio al laboratorio de histopatologia per-
teneciente al Centro de Toxicologia y
Biomedicina, ubicado en Santiago de Cuba,

fijados en formol al 10% y ,osteriormente
deshidratados con soluciones de alcohol a
concentraciones crecientes (50, 70, 90 y
100%) por 5 min cada uno y aclarados con
xilol. Los ejemplares por separado fueron
embebidos en parafina en forma de bloques
y cortados a 7 pm de grosor (Leica RM 2125
RT), e hidratados. Se obtuvieron tres cortes
por individuo, con una distancia entre cortes
de 14 pm.

Los ejemplares para su tincion fueron
remitidos al departamento de anatomia pato-
logica perteneciente al hospital docente-cli-
nico-quirurgico Dr. Joaquin Castillo Duany de
Santiago de Cuba. De estos, 20 fueron tefii-
dos con Hematoxilina-eosina y los individuos
restantes fueron divididos en partes iguales
para su coloracion con la técnica de nitrato
piridina de Cajal (para visualizar prolongacio-
nes nerviosas) y Perls (deteccion de depodsi-
tos de hierro no hematico) segun lo descri-
ben Corominas et al. (1992) y Meguro et al.
(2007), respectivamente.

Analisis de Datos

Para identificar las posibles anomalias
histoldgicas en las estructuras que conforman
a los especimenes, los cortes utilizados te-
nian que cumplir los criterios de integridad
del tejido y epitelio claramente definido. La

Figura 1. Localizacion aproximada del area correspondiente a la antigua gran mina de cobre
(AMC), y el punto de muestreo (PM). Santiago de Cuba, Cuba
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Cuadro 1. Valoracion subjetiva semicuantitativa
de hallazgos tisulares microscopicos en peces
Gambusia punctata segin su grado de extension

Extension en la seccion
de corte (400x)

Sin cambios

Grado de lesion

Ausencia
Leve / Escaso Presencia hasta 30%
Moderada Presencia de 31 a 60%

Severo / Abundante Presencia difusa o mas
de 61%

severidad de cada lesion (Cuadro 1) fue eva-
luada de acuerdo con el grado de extension
(Bernet et al., 1999).

El célculo de la frecuencia de aparicion
de modificaciones histologicas (MH) en los
organos se realizo segun la formula MH (%)
= (Peces con modificaciones histologicas /
Total de peces) x 100.

RESULTADOS

Hallazgos Tisulares

La observacion detenida de los tejidos
procedentes de G punctata permitieron iden-
tificar dafios branquiales con extension mo-

derada en el 80% de los individuos investiga-
dos (Figura 2b). Las deformaciones
branquiales se caracterizaron, en general, por
pérdida irreversible de la simetria lamelar y
de sus evaginaciones, lo cual condujo a una
rigidez de la estructura con disminucion del
area de superficie para el intercambio gaseo-
so. En particular, la deformacion branquial se
caracterizo por pérdida del epitelio simple pla-
no que recubre la estructura, engrosamiento
lamelar con pérdida completa de su morfolo-
gia normal (Figura 2a), desorganizacion
epitelial, congestion venosa y fusion de las
lamelas secundarias en diferentes grados de
evolucion (Figura 2b). Teniendo en cuenta la
importancia de las branquias en el proceso
respiratorio (Roa et al., 2011) y el niimero
elevado de individuos afectados por las de-
formaciones, se infiere que la poblacion de
esta especie en condiciones naturales esta
sometida a continuas situaciones de hipoxia.

El analisis comparativo del cuadro
histopatologico observado en G punctata con
estudios similares corroboro la sensibilidad del
tejido branquial frente a bioagresores con in-
dependencia de la especie (Bibi et al., 2021)
y, por tanto, su utilidad para reflejar las con-
diciones ambientales proximas a los sitios de
captura (Oliveira et al., 2021). Asimismo, se
reveld un patron lesional comun con
Oreochromis niloticus, Clarias gariepinus
y salmoénidos expuestos a mezclas de meta-

Figura 2. Microfotografia de estructuras branquiales de Gambusia punctata sin lesiones apa-
rentes (a) y con pérdida total de la morfologia tisular tipica en diferentes grados de

evolucion (b). H&E. 400x
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Figura 3. Epitelio entérico de Gambusia punctata con presencia de numerosas zonas de
hemosiderina (flechas). Tincion de Perls. 400x

les pesados (Roa et al., 2011; Oladapo et al.,
2019; Abalaka et al., 2020), incluyendo el
cobre (Wani ef al., 2011). Estas similitudes,
unido a los antecedentes de contaminacion
minera del ecosistema por mas de 400 afios
(Marafién et al., 2009; Gdmez et al., 2019) y
la ausencia de lesiones compatibles con agen-
tes infecciosos, sefialan como probable res-
ponsable a los metales pesados.

Otro hallazgo tisular que dio una clara
idea del posible y persistente impacto minero
en G punctata fue el hallazgo donde se
visualizan numerosos agregados (granulos) de
hierro insolubles en forma de hemosiderina,
ubicados en el interior las células epiteliales
intestinales (Figura 3). La abundancia de de-
positos observados por campo visual en to-
dos los especimenes analizados permitio in-
ferir la existencia de una sobrecarga férrica
del ecosistema, biodisponibilidad del metal,
existencia de receptores especificos para
captarlo y vias para almacenarlo intracelu-
larmente (Chifman ef al., 2014; Forrellat et
al.,2000).
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Explicar la presencia de depositos cor-
porales de hierro en el 100% de los indivi-
duos de vida libre, capturados aguas abajo de
una mina de cobre abandonada, puede resul-
tar complicado por los multiples factores a
tener en cuenta (Brazova et al., 2012). La
entrada del hierro por la membrana apical de
los enterocitos (sistema digestivo) y su per-
manencia intracelular es consistente con la
biodisponibilidad del metal, el habito de esta
especie de ingerir sedimentos (Falcon-Hidal-
goetal.,2011), y con el papel que desempe-
fia este ultimo en la acumulacion de metales
pesados por periodos prolongados (Niu et al.,
2020), lo cual permite que interactue a largo
plazo con la biota local (Jones et al., 2020).
Es asi que la llegada de grandes cantidades
de hierro al sedimento y, en consecuencia, a
G. punctata pudo facilitarse por la combina-
cion de vertimientos mineros y la alta carga
organica que impact6 al ecosistema tiempo
atras, producto del rapido incremento
poblacional generado por la industrializacion
del yacimiento (Marafion et al., 2009).
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Figura4. Microfotografia de los tejidos 6seo y conectivo (a), muscular estriado (b), nervioso y
6seo (c), e intestinal (d) de Gambusia punctata sin lesiones aparentes. H&E (a, b,

d). Tincidon de Cajal (c). 400x

De acuerdo con los conocimientos so-
bre el metabolismo del hierro en mamiferos
se puede afirmar que su permanencia en las
células entéricas es temporal (Bury y Grosell,
2003; Chifman et al., 2014); sin embargo, su
destino final en G punctata no esta del todo
esclarecido, pues podria excretarse en el
proximo recambio celular normal o transpor-
tarse hacia otros tejidos para bioacumularse,
tal y como ocurre en otras especies (Abalaka
et al., 2020). De confirmarse una o las dos
vias propuestas, se estaria en condiciones de
entender mejor los posibles mecanismos
moleculares adaptativos o de tolerancia de-
sarrollados por G punctata para reducir sus
cargas corporales de hierro y poder habitar

ecosistemas contaminados. De manera ge-
neral, en este caso, se puede asegurar que la
transferencia de metales pesados proceden-
te de la antigua mina de cobre hacia organis-
mos vivos no es historia pasada.

Con tales hallazgos tisulares, se esperd
encontrar otras sefiales de alarma en diver-
s0s Organos, pero no fue asi. La observacion
de los tejidos 6seo, conectivo, muscular, ner-
vioso (columna vertebral) e intestinal (Figura
4) mostr6 ausencia de dafios histologicos en
todos los especimenes evaluados. Estos re-
sultados no son del todo desconcertantes, pues
estos tejidos no estan expuestos de forma di-
recta al contaminante, ni son lugares activos
de detoxificacion (Abalaka ef al., 2020).
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Los resultados en su conjunto permiten
inferir que la mina a pesar de haber cesado
sus labores extractivas continua siendo una
fuente contaminante para la biota residente
aguas abajo, lo cual se corresponde en térmi-
nos generales con investigaciones realizadas
en antiguos sitios de extraccion de oro (Soto-
Benavente et al., 2020). En el presente caso,
la extensa area que ocupa la mina a cielo
abierto sin cubierta vegetal (Figura 1), propi-
cia que gran cantidad de desechos mineros
contintien en contacto directo con el oxigeno
y lalluvia (Marafion et al., 2009). Bajo estas
condiciones, se liberan constantemente pe-
quenas particulas conteniendo metales pesa-
dos, proceso que se acelera por las altas tem-
peraturas. Estas particulas son dispersadas
por los vientos o arrastradas por las precipi-
taciones hacia las aguas dulces superficiales
cercanas, provocando la persistente conta-
minacion (Punia, 2020; Perlatti et al., 2021)
y los efectos biologicos en G punctata des-
critos en este estudio.
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