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RESUMEN






El Plomo (Pb) es un metal con gran toxicidad, que representa una amenaza critica para
sistemas acuaticos pudiendo bioacumularse, causar estrés oxidativo y provocar alteraciones
bioldgicas en peces teledsteos. Es de vital importancia conocer sus efectos negativos y el
impacto que puede producir para la salud tanto de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss),
como la de los seres humanos. Por otro lado, la trucha arcoiris, es una de las especies mas
pescadas con fines comerciales, que se encuentra en la mayoria de los lagos de paises como
Ecuador, Perq, Argentina y Colombia. Sin embargo, es considerada en Espafia como una
especie invasora por la amenaza que representa al alterar la pureza genética de especies

silvestres autdctonas de este pais.

En el Capitulo 1 de este estudio se expuso a la trucha arcoiris frente al Pb mediante la
dieta, para los experimentos se utilizaron 72 ejemplares de trucha arcoiris con un peso
promedio de 160 g, los peces fueron mantenidos en tanques de 750 L, con fotoperiodos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad a temperatura de 4°C. La exposicion al Pb se llevo a
cabo durante 21 dias, el animal fue alimentado a diferentes concentraciones en tres grupos
experimentales como sigue: grupo control: (no expuesto, 0 mg Pb kg dieta 1), grupo Pb-120:
(120 mg Pb kg dieta 1) y grupo Pb-240: (240 mg Pb kg dieta ). Las muestras de los tejidos
fueron tomadas a los 15 y 21 dias del experimento. Posteriormente se examino los efectos del
Pb provocado en trucha arcoiris, analizando indices organosomaticos en higado y bazo.
Ademas, se analizd el impacto del Pb a nivel sanguineo donde se valor6 parametros
hematoldgicos y metabolitos bioquimicos. También se analizd expresion de genes claves de

desintoxicacién e inflamacion en higado, bazo, y rifion cefélico.

Para los indices organosomaticos de trucha arcoiris se pesaron el cuerpo, el higado y el
bazo de cada espécimen. Los globulos rojos, hemoglobina, hematocrito y globulos blancos
fueron medidos por técnica automatica (analizador hematolégico) y confirmados por técnica
manual. Los ensayos bioquimicos la glucosa, colesterol, bilirrubina total, bilirrubina directa,
transaminasas como la aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa se
determinaron por técnicas enzimaticas y colorimétricas. Por otro lado, la expresion de genes
en higado (mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27), en bazo y rifion cefalico (il-21,
tnf-a, ifn-1 e il-6) se las realizo por RT-gPCR. Una disminucion de glébulos rojos,
hemoglobina y hematocrito fue observada en el transcurso del experimento.
Simultdneamente, se produjo el incremento de glébulos blancos y de biomarcadores quimicos

como la glucosa, colesterol, bilirrubinas y transaminasas. Sobreexpresion de genes



relacionados con la desintoxicacion en el higado (mt-a, mt-b, cypla, cyp2ml, and cyp3a27) y
sobreexpresion de genes de inflamacion (il-21, tnf-a, inf-1, e il-6) en el bazo y el rifidn
cefalico fue observado. Los analisis de correlacion genética mostraron correlaciones positivas
entre la dieta con Pb y mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl y cyp2ml en higado. Mientras que, la dieta
con Pb se correlaciono en el bazo con la expresion de los genes il-21, tnf-a, inf-1 e il-6
positivamente. En el rifién cefalico la expresion de los genes il-21, tnf-o e inf-1 se

correlaciono con el factor tiempo.

Los datos obtenidos revelan una intrincada interaccion que podria sugerir una respuesta
inmunitaria orquestada a la toxicidad del plomo. Esto podria indicar que el impacto del Pb en
las correlaciones genéticas es complejo y no se puede comprender por completo examinando
genes individuales. Se destaca que el factor tiempo se correlacioné positivamente con varios
genes, asi se sugiere que a corto y a largo plazo contribuyen a los cambios en la expresion

genetica.

El Capitulo 2 de esta tesis se centra en evaluar la respuesta inmunitaria innata mediada
por tejido linfoide asociado a mucosas (MALT, en inglés mucosa-associated lymphoid tissue)
en trucha arcoiris tratadas con una dieta con diferentes concentraciones de Pb, se evaluaron
cambios en la expresion de varios genes (igm, igt, ctsD, tlr3 y tIr9) relacionados con las vias
de defensa de este animal en érganos importantes como el intestino, la piel y las branquias.
Las dietas utilizadas y suplementadas con plomo fueron: dieta O (no expuesta, grupo control),
dieta 120 (120 mg kg dieta™) y dieta 240 (240 mg kg dieta™®) durante 15y 21 dias.

Cambios en la expresion genica fueron encontrados en algunos en los genes testeados
que interactlan en vias metabdlicas de inmunidad y que destacan una interaccion compleja
con la dieta con Pb. En intestino se observo una sobreexpresion de igm, igt, y ctsD. Por el
contrario, en la piel se mostr6 disminucién de la expresion de igt, mientras que, en branquias
la expresion de igt con la expresion de ctsD, tlr3 y tIr9 se correlacionaron positivamente.
Estos hallazgos destacan la importancia de comprender tanto los mecanismos moleculares de
toxicidad del Pb asi, como las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas influenciadas por
los efectos del este metal. En general, nuestros hallazgos revelaron que el MALT de la trucha
arcoiris muestra una funcion protectora e interaccion compleja contra este tipo de metal. La
dieta proporciona informacion inmunol6gica temprana sobre el comportamiento activo de los

genes probados en este estudio contra el estrés celular. Ademas, podria ser util comprender el



comportamiento del MALT como parte de la defensa del sistema inmunolégico innato contra

los metales pesados.






1. INTRODUCCION






Ante los crecientes desafios ambientales, la infiltracion de metales pesados (MP) en los
ecosistemas marinos ha generado una preocupacion de aspecto critico y el Pb desempefia un
papel central debido a su amplia distribucion e impacto multifacético en la salud ecoldgica y
salud humana. Existen fuentes de contaminacion por Pb las cudles son diversas, incluidas las
actividades mineras e industriales y la combustion de fésiles, todas ellas contribuyendo a su
presencia generalizada en los entornos marinos [1,2]. En el contexto de los peces de agua
dulce, la bioacumulacién de metales también es especifica de la especie y depende del estilo
de vida y habitos alimentarios de los peces; asi los peces depredadores y carnivoros muestran
mayor acumulacién. En algunas especies, la bioacumulacion puede ser especifica del género
y estar correlacionada con la edad y el tamafio (es decir, el peso o la longitud), aunque estas
relaciones no siempre son obvias [3]. Aqui, las concentraciones de Pb que van de mas altas a
mas bajas se encuentran en las branquias, los intestinos, el higado, los rifiones el bazo y los
musculos [4]. Por otro lado, se ha encontrado una correlacion positiva significativa entre las

concentraciones de MP en peces bentdnicos y sedimentos [5].

El consumo de pescado a nivel mundial crece rapidamente. Se sabe que el pescado es
fuente rica de proteinas y acidos grasos omega-3, minerales esenciales y vitaminas para los
humanos [6]. La absorcion de metales como el Pb en los peces se produce principalmente a
través de las siguientes tres vias: las branquias, la piel y el tracto digestivo [7,8]. Por otra
parte, la complejidad del impacto del Pb se ve agravada por su papel como metal no esencial,
que compite con metales vitales y potencialmente obstaculiza procesos fisiologicos en la vida
marina [9,10]. El Pb perjudica la funcién neurologica y alterar los sistemas reproductivos e
induce una serie de efectos subletales en los organismos del ecosistema acuético, incluso en
concentraciones bajas [11,12]. En este sentido, el Pb causa insuficiencia renal, dafio hepatico,
coma, retraso mental e incluso la muerte [13]. Sin embargo, los efectos hematolégicos suelen

ser los principales mecanismos de accion en la exposicion crénica [14].

Los estudios sobre los efectos toxicos del Pb en poblaciones de peces, especificamente
especies de agua dulce han demostrado una bioacumulacion significativa, estrés oxidativo y
respuestas inmunitarias comprometidas, que ilustra el amplio espectro del impacto ambiental
que el Pb puede generar sobre la trucha arcoiris [15,16]. Un estudio en tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus) muestra un buen organismo tolerante con un sistema inmunolégico
fuerte y un bioindicador sensible basado en los estudios que sugieren que la toxicidad y los

efectos fisiologicos de varios metales, incluido el Pb, no son tan fuertes en esta especie [17].



En general, se ha demostrado que el Pb no solo puede inducir efectos perturbadores en
los componentes hematologicos, sino que también acumula grandes cantidades de plomo en
los érganos internos de los peces expuestos a la dieta expuesta a ese metal [18]. Los efectos
toxicos del Pb pueden comenzar después de que los mecanismos excretores, metabolicos, de
almacenamiento y de desintoxicacidn ya no puedan igualar la absorcién [19]. Por otro lado, la
intoxicacién por este metal y el estrés oxidativo pueden ser causados por el desequilibrio de
antioxidantes y prooxidantes. En los peces, la respuesta antioxidante intensificada persuadida
debido a la exposicién al plomo puede producir grandes cantidades de ROS (especies

reactivas de oxigeno) [20].

Estudios recientes han demostrado que concentraciones de Pb en ciertas areas marinas
han aumentado hasta niveles nocivos para la salud marina y humana, lo que pone de relieve

la urgencia de abordar esta contaminacion para mitigar los efectos de este metal [21,22].

La contaminacion por Pb es tan generalizada que a nivel mundial muchos cuerpos
acuaticos estan contaminados, y la concentracion de Pb en las aguas superficiales varia de
0,05 pg L a 566,2 mg L™ [23], las implicaciones ecoldgicas del Pb se extienden en los
procesos de bioacumulacién dentro de las redes alimentarias marinas, lo que plantea riesgos
directamente relacionados a la salud humana a través del consumo de mariscos contaminados
[24,25].

Sin embargo, a pesar de las regulaciones destinadas a la reduccion de las emisiones de
Pb, su presencia constante y persistente en entornos marinos y la amenaza que representa
para la biodiversidad requieren una exploracién minuciosa y vigilancia cientifica continuas
[26]. La investigacion del Pb se ha ampliado para abarcar su toxicocinética, implicaciones
ecologicas y estrategias de mitigacion en los ecosistemas marinos [27,28]. En esta situacion,
los métodos bioldgicos como la biorremediacion y autosustentacion pueden ser una solucion
atractiva para rectificar la condicion natural del medio ambiente frente a la contaminacién por

metales pesados [29].

Los efectos nocivos y acciones toxicas de la exposicion al Pb son variados y requieren
un analisis exhaustivo para comprender su impacto negativo en la salud de los peces y de los
consumidores. Este estudio explora y revisa los patrones de bioacumulacion en procesos de
estrés oxidativo y alteraciones inmunotoxicologicas que podria producir el Pb y las respuestas

inmunitaria en peces de agua dulce.



1. Bioacumulacion de plomo en especies de peces de agua dulce.

El Pb es uno de los metales con alta toxicidad, persistencia y efectos bioacumulativos
que pueden causar dafios nocivos he irreparables en los organismos vivos [30]. La estimacion
de la bioacumulacion de MP en los peces es importante para la evaluacion de la
contaminacion del agua y el riesgo potencial del consumo de pescado contaminado para la
salud [31]. La contaminacion por Pb en los sistemas acuaticos se produce por actividades
antropogénicas y fuentes naturales. Exposicion al Pb afecta la reproduccion, el crecimiento y
el comportamiento a nivel fisioldgico de los peces [32]. Asimismo, la bioacumulacién es un

aspecto caracteristico de la toxicidad causada por la exposicién al Pb.

Los efectos toxicos por la exposicion al Pb afectan funciones bioquimicas y fisiologicas
en los peces [20], asi el Pb depositado en ambientes acuaticos puede acumularse en la cadena
alimentaria y tener efectos ecolégicamente negativos, debido a la biomagnificacion a lo largo
del tiempo [33].

Por lo tanto, la bioacumulacion de Pb en los peces puede ocurrir ya sea por consumo
directo de agua y alimentos o particulas de sedimentos a través del tracto digestivo o a través
de membranas bioldgicas [34]. Los peces de agua dulce pueden absorber Pb directamente del
agua y a través de sus branquias, piel e intestino [35], el grado de absorcion depende de la
concentracion de Pb en el agua y las caracteristicas fisicoquimicas del agua, como el pH, la
temperatura y la dureza [36]. El Pb puede ingresar a la cadena alimentaria acuatica a traves
de varios medios que se muestran en la Figura 1. El plancton, los insectos y los peces de
agua dulce mas pequefios, pueden acumular Pb del medio ambiente; cuando los peces mas

grandes consumen estos organismos contaminados [37].

Los habitos alimentarios en los peces juegan un papel muy importante, ya que pueden
tener diferentes dafios; por ejemplo, los peces de agua dulce bentonicos (que habitan en el
fondo) pueden estar méas expuestos a la accion del Pb a través de la ingestion de sedimentos
[38,39]. Comprender estas preferencias dietéticas y de las interacciones troficas de diferentes
peces de agua dulce es crucial para evaluar su vulnerabilidad a la bioacumulacion de este
metal. EI Pb tiende a acumularse en érganos diana que incluyen el intestino, el higado, los
rifiones, las branquias, los musculos y los huesos [40]. La bioacumulacidn de metales pesados
en los muasculos de los peces de agua dulce es especialmente preocupante porque son fuentes

ricas en proteinas y se consumen ampliamente como alimento humano [42].
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Figura 1. llustracién que muestra cémo la contaminacion se desplaza desde su origen hasta integrarse en la
cadena alimentaria. EI plomo (Pb) se filtra en estos sistemas, se disuelve en el agua y se acumula en diversos
6rganos de los peces de agua dulce, alterando varias funciones metabdlicas, fisiolégicas y afectando su salud.
Estos contaminantes luego ingresan al cuerpo humano causando toxicidad. Fuente: figura creada por H.J.P.M
con BioRender.com

La caracteristica de los sintomas de la intoxicacion por este metal incluye cambios en
los parametros sanguineos con dafio agudo a los glébulos rojos y a glébulos blancos que
causan efectos nocivos en el sistema nervioso [43]. Entre varios tejidos, las branquias y el
higado de los peces son los tejidos que mas acumulan este metal [44]. EI higado es a menudo
un sitio primario de acumulacion de Pb, ya que desempefia un papel central en todos los
procesos de desintoxicacion [45], la hepatotoxicidad inducida por el Pb da como resultado
cambios estructurales de organulos como el reticulo endoplasmico y las mitocondrias [46],
las branquias son drganos respiratorios y de filtrado importantes, por lo que la exposicion a

largo y corto plazo causard una acumulacién de Pb mayor que otros 6rganos [47].

El bazo también es un tejido critico para la eliminacion de xenobidticos de la sangre;
por lo tanto, puede acumular una alta concentracion de Pb [48]. Esta afinidad por acumular
Pb en tejidos especificos se debe a factores como la fisiologia, el metabolismo y las vias de
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exposicion [49]. Wagh et al. [50] informaron de rotura de la membrana basal, seguida de
efectos en las células mucosas, hemorragia y roturas en las escamas branquiales, tras el

tratamiento con Pb.

Los peces de agua dulce muestran diferentes susceptibilidades a la bioacumulacién de
Pb; factores como el tamafio, la edad y el estado reproductivo pueden influir [51]. Por
ejemplo, los peces de agua dulce juveniles pueden ser mas susceptibles a la toxicidad por Pb
que los adultos debido a las diferencias en el metabolismo y la fisiologia [52]. La toxicidad
de la exposicién al Pb provoca esta alteraciéon del proceso de homeostasis en los animales
acuaticos que conduce a una reasignacion de los recursos energéticos del crecimiento a los
procesos compensatorios, adaptativos y patoldgicos [32]. En resumen, una exposicién al Pb
superior a una concentracion permisible da como resultado dafios irreparables en todos los

tejidos, del sistema nervioso central y la sangre [53].

1.1. Bioacumulacion de plomo en especies de peces de agua dulce (vias

de captacion en el agua).

Los patrones de bioacumulacién de Pb en las diferentes especies y érganos analizados

se presentan en la Tabla 1.

La bioacumulacion es variable en las diferentes especies presentadas en esta revision,
siendo los 6rganos propensos a la acumulacion de Pb, generalmente el higado, las branquias,
los intestinos y los musculos. Paul y Sengupta [54] reportaron una alta acumulacion en el
intestino (0,33 pg g?) de pez cabeza de serpiente (Channa punctatus) después de la
exposicion a Pb en el agua durante 4 dias a 9.430 pg L™ Pb. Ademas, la exposicion a Pb en
concentraciones de 0, 50, 200 y 800 pg Lt en cabeza de serpiente durante 14 y 28 dias causé
un orden de acumulacion en los tejidos de mayor a menor de la siguiente manera: branquias,
intestino, higado y musculo. Sugiriendo que esta bioacumulacion se origina en tejidos que se
encuentran principalmente en contacto con el Pb proveniente del agua. [47]. Asimismo, Jia et
al. [13] reportaron acumulacién de Pb principalmente en las branquias, seguido del higado y
musculos en carpa prusiana, bagre amarillo y besugo esto muestra un patron y sefialamiento
de bioacumulacion en las tres especies. Eroglu et al. [19] en Turquia, expusieron a tilapia del
Nilo a 1.000 pg Lt de Pb durante 1, 7 y 14 dias. El higado fue el 6rgano clave y de dep6sito
para la bioacumulacion de Pb, probablemente por ser un 6rgano desintoxicante. Ademas, en

Bagre (Heteropneustes fossilis) expuesta a plomo (750 pg L) durante 28 dias, se mostrd



acumulacion en el higado, lo que provocé dafio hepatico severo de las funciones fisioldgicas,
afectando negativamente el crecimiento general del animal [55]. Por otra parte, en trucha
arcoiris se probaron concentraciones de Pb entre 0 y 110 pg L™ durante siete semanas en
carcasa, branquias, higado e intestino, acumulandose principalmente este metal en las
branquias (40 - 50 ug g%) e higado (10 ug g) [14].

En carpa comun (Cyprinus carpio), las concentraciones de Pb en los musculos (1.5841
ng gl) e intestino (1.0225 ug g*1) excedieron los limites de la FAO (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura), lo que indica riesgos de intoxicacion
en caso de consumo humano [56]. Asimismo, Yin et al. [57] reportaron implicaciones para la
salud debido a la acumulacion de Pb y dafio muscular en carpa herbivora (Ctenopharyngodon
idella), expuesto a concentraciones de 12.9 a 522 pg L™ durante 30 dias. Ademas, en anguila
(Mastacembelus armatus), la bioacumulacién de Pb en branquias, mudsculos e higado fue de
63.800, 30.300 y 15.600 pg L, respectivamente, causando dafio muscular severo [58]. En
contraste, Sardinela del Sind (Sardinella longiceps) mostré una menor acumulacién de Pb en
el masculo (100 - 800 pug L) versus una mayor acumulacion en el higado, lo que refleja el
papel potencial del higado (240 — 2.730 pg L) en la desintoxicacion de este metal [59]. En
Bangladesh, experimentaron con tilapia del Nilo, asi concentraciones de Pb de 1.000-10.000
ug L durante un periodo de tiempo de 30 dias, la acumulacion de Pb en el musculo varié de
4,54 a 6,20 ug g* [29]. Continuando con los datos obtenidos por Li et al. [60] especies como
carpa cruciana (Carassius auratus), bagre amarillo (Pelteobagrus fulvidraco), carpa cabezona
(Hypophthalmichthys nobilis), revelaron una significativa bioacumulacién de Pb en las aletas
y branquias. Por ejemplo, en el higado, branquias y aletas del bagre amarillo se utilizaron
concentraciones de Pb de 321, 425 y 665 pg L, respectivamente, mientras que en el mdsculo
fue de 249 pg L. Guo et al. [4] reportaron en bagre amarillo una mayor acumulacion en el
bazo que en el rifion después de la exposicion al Pb durante 7, 14, 28 dias (concentracién de
0, 5, 50 y 500 pg L™Y). Ademas, Curcio et al. [61] reportaron bioacumulacion de Pb en los
tejidos espinales y de la cola de pez cebra (Danio rerio), donde concentraciones de Pb de
0,0025 a 0,005 pg L durante 48 a 144 horas causaron deformidades y regulacion positiva
del estrés oxidativo. Finalmente, Carpa cabezona mostré acumulacién de Pb en el intestino
(55.100 pg gt) después de la exposicion a concentraciones de Pb de 13.990 pg L™ y a las 6,
48 y 96 horas [62].



Tabla 1. Lista de estudios que informan sobre la bioacumulacién de plomo (Pb) en especies de peces de agua dulce considerando el agua como via de absorcidn.

Especie TEmERD (@) Peifl ol Comeeitraeion ¢ T2 66 Principales Consecuencias Referencia Pais
P Peso (g) Acumulacion Pb (ug LY) Exposicion P
Snakehead punteado 12,5-155 * Intestino 9.430 4 dias Especies reactivas de oxigeno, [54] India
estrés oxidativo, peroxidacion
(Channa punctatus) 20,0 _ 3010 I|pid|Ca, fueron incrementadas.
Enzimas antioxidantes (CAT,
GPx, GST), disminuyeron.
Aumento de actividad de SOD.
Sardinela del Sind 13-22 * Higado Musculo No Niveles de Mn y Zn por encima [59] Pakistan
especificado de los limites permisibles;
(Sardinella longiceps) 40 - 92 « Musculo (100 — 800) riesgo potencial para la salud en
tejidos comestibles, requiere
Higado monitoreo continuo.
(240 - 2.730)
Carpa cruciana (Carassius 10,0 - 30,0 * Branquias (C. auratus) 2, 4 semanas | Disfuncién branquial, dificultad [60] China
auratus), Bagre amarillo Musculo 196 respiratoria.
(Pelteobagrus fulvidraco), Carpa 50 - 300 « Higado Higado 219
cabezona (Hypophthalmichthys Branquias 163
nobilis) « Mascul Aletas 556
usculo
. (P. fulvidraco)
Aletas Mdsculo 249
Higado 321
Branquias 425
Aletas 665
(H. nobilis)
Mdsculo 147
Higado 324

Branquias 435
Aletas 531




Tilapia del Nilo (Oreochromis 10,6 * Higado 1.000 1,7,14 dias | Incremento del estrés oxidativo, [19] Turquia
niloticus) alteracion del metabolismo del
19,5 glutation (relacion GSH/GSSG
disminuida).
Reduccion de la actividad de
enzimas antioxidante fue
comprometida.
Trucha arcoiris (Oncorhynchus 7,0£0,5 * Intestino 0, 8, 20, 60, 110 7 semanas En tejido sanguineo se produjo [14] Canada
mykiss) la alteracion de Na, reduccion
2.4 « Branquias de lipidos y carbohidratos.
* Higado
* Carcasa
Carpa prusiana (Carassius Auratus * Branquias (C. auratus) 4 No Nivel de bioacumulacién alto en [13] China
auratus), Bagre amarillo (P. fulvidraco) 14 | especificado Higado, Branquias y musculo
(Pelteobagrus fulvidraco), Brema 257 + 2,4 « Higado (S. Curriculus) 8 Dario en las branquias y riesgos
de agua dulce Besugo generalizado para el animal.
(Squaliobarbus Curriculus) 205 « Masculo
Fulvidraco
18,4+3
Curriculus
23,6+35
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Anguila (Mastacembelus 27,14 - 32,3 * Branquias Branquias 63.800, No Elevado nivel de Pb en muestras [58] India
armatus) Mdsculo 30.300, especificado expuestas, branquias y
65,11 — 70,1 « Higado Higado 15.600 musculos.
« Masculo Con mayor bioacumulacion de
Pb y riesgos de degeneracion
muscular para consumidores
humanos.
Pez cabeza de serpiente del 10,0+ 1,10 * Intestino 50, 200, 800 14 y 28 dias | Incremento del estrés oxidativo, [47] China
Norte (Channa argus) inmunosupresion. Ademas, se
14,58 « Branquias dio la baja actividad de CAT y
GPx.
* Higado
* Musculo
Carpa herbivora 40,0-8,0  Musculo 12, 191, 522 30 dias Riesgos inminentes y deterioros [57] China
(Ctenopharyngodon idella) para la salud humana asociado a
- Su consumo.
Carpa cabezona 115+0,3 * Intestino 13.990 6, 48, 96 Dafio y degradacion a la barrera [62] China
(Hypophthalmichthys nobilis) horas intestinal, desequilibrios en la
- microbiota.
Fallo en el crecimiento por el
incremento de apoptosis celular.
Bagre amarillo (Pelteobagrus 16,21+ 24 * Rifion 0.005, 0.05y 0.5 7, 14, 28 dias Estrés, oxidacién. Dafio de [4] China
fulvidraco) tejidos.
56,38 * Bazo
Pez cebra (Danio rerio) 2,0-6,0 mm * Espinal 0.0025 - 0.005 48, 96, 144 Incremento de deformidades en [61] Italia
horas regiones espinales y de la cola.
- * Cola
Carpa coman (Cyprinus carpio) 26 - 34.5 * Intestino 1.250 30 dias Niveles de Pb, por encima de [56] Pakistan

* Branquias

los limites FAO.




* Musculo

Tilapia del Nilo (Oreochromis 2,5-17,6 * Branquias 1.000 - 10.000 30 dias Variabilidad en bioacumulacién [29] Bangladesh
niloticus) y en la toxicidad dependiendo
- « Higado de factores medioambientales y
de la especie.
* Musculo
Bagre punzante (Heteropneustes 15,0+ 8,0 * Higado 750 28 dias Dafio hepético, reduccion de la [55] Bangladesh
fossilis) funcidn fisioldgica e impacto en
- « Masculo el crecimiento.

Los estudios que se enumeran en esta tabla se centran en la bioacumulacion de plomo (Pb) (vias de absorcion en el agua) en diversas especies de peces de agua dulce en
diversos entornos del mundo. Estos hallazgos contribuyen a nuestro conocimiento de la distribucidn y las concentraciones de Pb en los ecosistemas de especies de agua dulce
y su posible impacto en la poblacién de peces.



1.2. Bioacumulacidn de plomo en especies de peces de agua dulce (vias

de absorcion dieta).

La bioacumulacién de Pb en peces de agua dulce varia en diferentes tejidos y especies,
ademas, factores como el tiempo de exposicion al metal y las concentraciones ambientales

influyen directamente, diversos perfiles se detallan en la Tabla 2.

La carpa com(n muestra una alta acumulacion (ug g ) de Pb en el rifion 870 — 1.670,
intestino 1.290 — 2.180, branquias 120 — 1.410, higado 420 - 960, ovario 100 - 730, bazo 120
- 750, musculo 70 - 370 y corazdén 30 — 1.590 con concentraciones de Pb que van desde 1,0 a
1,6 mg kg en un periodo de tres afios [63]. Ademas, la acumulacion de Pb en el bagre
plateado y la tilapia del Nilo se produjo principalmente en las branquias y el higado, con
concentraciones de plomo (0,13 a 0,20 mg kgl) y (0,01 a 0,27 mg kgl), respectivamente
[64]. La acumulacién de Pb en los drganos de la carpa prusiana se produjo en el siguiente
orden de mayor a menor rifién, higado, bazo, intestino, branquias y muasculos después de la
exposicion a concentraciones de Pb de 120 - 240 mg kg™ durante 15-30 dias [65]. De manera
similar, Liu et al. [7] informaron que la carpa herbivora acumulé Pb en el higado y los
musculos para este proposito, utilizando una concentracion de Pb de 3,5 mg kg™ durante 48
horas. Los niveles elevados de Pb en los tejidos comestibles de estas especies subrayan los
riesgos para la salud pablica asociados con su consumo, especialmente en comunidades que

dependen en gran medida del pescado como fuente de proteinas.



Tabla 2. Lista de estudios que informan sobre la bioacumulacién de plomo (Pb) en especies de peces de agua dulce considerando la dieta como via de absorcion.

Especie Tamafio (cm) Perfil de Concentracion de Pb Tiempo de Principales Referenci Pais
Peso (g) Acumulacion (mg kg1 Exposicion Consecuencias a
Carpa comun (Cyprinus 40,0+ 8,0 * Rifon 1,0a1,6 3 afios Riesgo para la salud [63] Polonia
carpio) * Intestino humana.
- * Branquias
* Higado
* Ovario
* Bazo
* Musculo
* Corazon
Carpa prusiana 10,0+5.0 * Rifon 120 - 240 15-30 dias Aumento de niveles [65] China
(Carassius auratus * Intestino enzimaticos.
gibelio) 62,51 * Branquias
* Higado ,
* Bazo
» Musculo
Carpa herbivora 9,43 * Musculo 3,5 48 horas Reduccion de Pb en [7] China
(Ctenopharyngodon * Higado musculo. Mejora del
idella) 12,11 indice de
crecimiento.
Bagre plateado Bagre: 20,02 — | « Branquias Bagre: 0,13 -0,20 No Aumento del Pb en [64] Nigeria
(Chrysichthys 22,68 108,08 — | * Higado Tilapia: 0,01 - 0,27 especificado 6rganos de mayor
nigrodigitatus) y Tilapia 207,76 importancia en el
del Nilo (Oreochromis Tilapia: 12,52 — animal.
niloticus) 13,09 78,59 —
78,87

Los estudios que se enumeran en esta tabla se centran en la bioacumulacién de plomo (Pb) (vias de absorcion en la dieta) en diversas especies de peces de agua dulce en
diversos entornos de todo el mundo. Estos hallazgos contribuyen a nuestro conocimiento de la distribucion y las concentraciones de Pb en los ecosistemas de especies de agua
dulce y su posible impacto en la poblacién de peces.



2. Estrés oxidativo en especies de peces de agua dulce inducido por la

exposicion al plomo.

El estrés oxidativo se refiere al desequilibrio entre la produccion de especies reactivas
de oxigeno y de los sistemas de defensa antioxidante en los organismos [66]. La liberacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) es un factor de la inmunidad innata y la eliminacién de
patdgenos, a través de la fagocitosis como parte de la funcién celular normal [67]. Sin
embargo, se sabe que los metales no esenciales como el Pb generan ROS excesivos, como el
radical superdxido (Oz7*) el peroxido de hidroégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH"), que
promueven el estrés oxidativo [48]. La sobreproduccién de ROS inducida por estrés puede
dafar indirectamente biomacromoléculas importantes dentro del huésped, incluido el ADN,
las proteinas (oxidacion) y los lipidos (peroxidacion), e iniciar una cascada de eventos que
resultan en una funcién celular deteriorada [4]. Ademas, la generacion excesiva de ROS
puede inducir una serie de resultados fisiopatolégicos, incluyendo genotoxicidad, apoptosis,
necrosis, inflamacion, fibrosis, hipertrofia y carcinogénesis [69]. No todos los metales son

cancerigenos, pero el Pb es considerado cancerigeno por su alto potencial toxico [70].

La produccién de ROS dentro de las células de los peces de agua dulce se produce a
traves de varios mecanismos. Ademas, la alteracion de la funcion mitocondrial provoca una
fuga de electrones y la formacion de radicales superoxido [71]. EI Pb también puede
participar en reacciones catalizadas, generando ROS como producto [72], por activacion de
enzimas como la NADPH oxidasa, que produce radicales superdxido como parte de la

respuesta inmunitaria [52].

El sistema enzimatico y los antioxidantes de bajo peso molecular son los principales
mecanismos de defensa antioxidante en peces como los mamiferos [73]. Estos mecanismos
de defensa juntos mantienen la homeostasis de 6xido reduccion (redox) celular, equilibrando

la produccion de ROS con su neutralizacién [74].

Dar et al. [75] informaron sobre las formas oxidadas a reducidas de antioxidantes, como
la relacion (GSH/GSSG), es indicativa del estado de éxido reduccion celular. Una de las
principales consecuencias del estrés oxidativo es la peroxidacion lipidica (LPO), la
degradacién oxidativa de los lipidos, por lo tanto, las ROS pueden iniciar la LPO, lo que lleva
a la formacion de hidroperoxidos lipidicos y otros subproductos téxicos [76]. Las respuestas



antioxidantes parecen ser un buen indicador de la toxicidad del Pb, siendo las branquias y el

higado de los peces cruciales para la actividad antioxidante [77,78].

Exposicion cronica al Pb aumenta los niveles de ROS puede provocar dafio oxidativo
en las células del higado, lo que afecta las funciones relacionadas con la desintoxicacion y el
metabolismo de los nutrientes [79]. Las branquias pueden experimentar dafio oxidativo, lo
que afecta su capacidad para mantener funciones fisioldgicas adecuadas [20]. EI Pb puede
inducir estrés oxidativo y suprimir el sistema inmunoldgico en peces de agua dulce. Ademas,
puede conducir a mayor susceptibilidad a infecciones y enfermedades [78]. La exposicion al
Pb también compromete la produccién y actividad de células inmunitarias, como linfocitos y
fagocitos, pudiendo verse comprometida [80] y afectar negativamente la salud reproductiva
de los peces de agua dulce a través de cambios en el desarrollo de gametos, desequilibrios
hormonales y anomalias en los tejidos reproductivos [81]. Por ultimo, se sabe que el dafio
oxidativo puede comprometer la integridad y funcion celular, contribuyendo a alteraciones
fisioldgicas generales [82]. En este sentido, los efectos acumulativos de LPO, oxidacion de
proteinas y dafio al ADN pueden manifestarse en varios problemas de salud para las especies

de peces de agua dulce.

Los antioxidantes enzimaticos clave incluyen superoxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT) y glutatién peroxidasa (GPx). SOD y CAT juegan un papel importante en la
eliminacion de radicales libres [83]. Por lo tanto, la SOD es una enzima antioxidante decisiva
en las células aerdbicas, que es responsable de la eliminacion de radicales superdxido. La
SOD cataliza la dismutacion de dos moléculas: peroxido de hidrogeno y oxigeno molecular
(02) [84,85]. La CAT descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno, reduciendo
los niveles de esta molécula potencialmente dafiina [86]. La GPx es una enzima que trabaja
con el glutation (GSH) para desintoxicar el peroxido de hidrégeno y los hidroperéxidos
lipidicos convirtiendo el peroxido de hidrogeno en agua [84,87]. Dentro de los antioxidantes
no enzimaticos, se encuentran el GSH y las vitaminas C y E. El GSH juega un papel central
en la eliminacion de radicales libres y en la participacion en reacciones redox [88]. Se conoce
que vitaminas actian como antioxidantes, neutralizando los radicales libres y protegiendo las
membranas de las células del dafio oxidativo [89]. Ademaés, el GSH reducido es un cofactor
de enzimas como la GPx vy el glutation transferasa (GST) en desintoxicacion de peroxidos
lipidicos, protegiendo asi a las células contra reacciones quimicas citotoxicas y cancerigenas

durante el estrés oxidativo inducido por radicales libres [90]. El disulfuro de glutation



(GSSG) generado a partir del proceso de la oxidacion de GSH es reducido por la glutation
reductasa utilizando NADPH como cofactor reductor [91]. Estudios han demostrado que la
exposicion al Pb produce inmunosupresion junto con la respuesta al estrés [47]. Segun
Holzerova y Prokisch [92], las mitocondrias desempefian un papel clave y fundamental en el
metabolismo de la célula a nivel aerdbico. La via mediada por las mitocondrias es una via
apoptotica importante y desempefia un papel fundamental en la regulacion de la apoptosis
inducida por diversos téxicos [13]. Asi el aumento de la actividad de SOD puede ser una
consecuencia de la produccion intensiva de aniones superdxido en las mitocondrias [93].
Ademas, la exposicion al Pb conduce al estrés oxidativo del reticulo endoplasmico [94], y
puede también causar una supresion directa del sistema inmunoldgico en especies de peces de
agua dulce, al provocar estrés oxidativo debido a la sobreproduccién de ROS, SOD, CAT,
GSH y GST son factores clave en este proceso cuando se intenta reducir los efectos nocivos
del Pb en la célula. Por otro lado, SOD, CAT y GSH son conocidas como las principales
enzimas que pueden desintoxicar ROS [95].

En la Figura 2 se muestra un diagrama esquematico del estrés oxidativo inducido por
Pb en especies de peces de agua dulce, donde la captacion de Pb por las células se produce a
través de varios mecanismos, entre ellos el transportador de ATPasa activa (AAT),
transportados de metal divalente 1 (DMTL1) y canales pasivos (PC). Debido a su naturaleza
liposoluble, el Pb puede atravesar facilmente las membranas celulares, compuestas
principalmente de fosfolipidos. En la membrana celular, el Pb interfiere con la actividad de
los receptores acoplados a proteina G (GPCR), alterando las respuestas celulares a las sefiales
hormonales. El Pb se une a los grupos tiol dentro de la célula en proteinas y moléculas como
el glutation (GSH), formando complejos plomo-tiol que alteran la funcion celular y conducen
a la homeostasis. Metalotioneina (MT) se une al Pb como mecanismo de defensa, reduciendo
su concentracion libre y mitigando sus efectos toxicos. EI Pb también afecta la actividad y
regulacion de la NADPH oxidasa, aumentando la generacion ROS vy radicales libres. Estas
ROS causan peroxidacion lipidica en las membranas celulares, dafian proteinas y acidos
nucleicos, oxidan proteinas, rompen cadenas de ADN y conducen a disfuncion celular. El
estrés oxidativo resultante induce inflamacion y apoptosis en las células. Ademas, el Pb
puede alterar la funcién del reticulo endoplasmatico (RE), afectando la sintesis de proteinas y
la homeostasis del calcio, y contribuyendo ain mas a la disfuncién celular y al estrés

oxidativo.
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Figura 2. Esquema de la captacidon celular del plomo (Pb), componentes clave: AAT (transportador de ATPasa
activa), DMT1 (transportador de metal divalente 1), PC (canal pasivo o transportador), GPCR (receptor
acoplado a proteina G), MR (receptor de unién a metales), MT (metalotioneina), ROS (especies reactivas de
oxigeno): superoxido (O2¢—), perdxido de hidrogeno (H202), radicales hidroxilo (*OH), SOD (superdxido
dismutasa), CAT (catalasa), GPx (glutation peroxidasa), GSH (glutation), Vit C (vitamina C), Vit E (vitamina
E), ER (reticulo endoplasmatico). Fuente: figura creada por H.J.P.M con BioRender.com

Las respuestas antioxidantes que muestran los peces expuestos a Pb se visualizan en la
Tabla 3. Fatima et al. [96] informaron que en pez cabeza de serpiente y bagre punzante la
actividad de SOD y CAT aumentd significativamente en el higado después de la exposicion
al Pb, lo que indica un intento del organismo de neutralizar las ROS producidas. Como
sabemos, el tejido y las especies reaccionan de manera diferente con respecto a su respuesta
antioxidante. En carpa cruciana (Carassius auratus gibelio), Khan et al. [97] reportaron que
la exposicion crénica al Pb condujo a la inhibicion de la actividad de SOD en los rifiones,
musculos e higado, mientras que, en las branquias y el cerebro, se observé un aumento por
exposicion aguda. Esto sugiere que ciertos tejidos son mas propensos a sufrir dafios por estrés
oxidativo.
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CAT es otra enzima antioxidante que produce la conversion de perdxido de hidrégeno
en agua Yy oxigeno. En estudios con Anguilla amarilla, encontraron que la exposicion cronica
al Pb no afecto significativamente la actividad de CAT en el higado, pero si la aumentd en las
branquias. La presencia de CAT en cantidades altas en las branquias sugiere que esta especie
se adapta al estrés oxidativo en exposicion directa a un ambiente acuatico contaminado [98].
En contraste, Khalil et al. [99] reportaron en la carpa, que la actividad de CAT fue inhibida en
peces expuestos a Pb, tanto en branquias (2.1%) como en el higado (41.1%). Adicionalmente,
Latif et al. [100] en el pez ray-finned (Cirrhina mrigala), obtuvieron un incremento en SOD,
y se observé una disminucidn significativa en la actividad de CAT en el higado debido al
efecto del Pb. Esto es consistente con Giri et al. [101] quienes reportaron en carpa coman,
baja actividad de GSH, SOD, GPx y GST en el rifion, intestino e higado.

Por otro lado, glutation peroxidasa (GPx), que protege a las células del dafio oxidativo
al convertir el peroxido de hidrégeno en agua, también muestra variaciones en su actividad en
respuesta al Pb. En carpa cruciana, la exposicion a Pb durante la fase aguda y la fase cronica
mostré una inhibicion de GPx en el higado, mientras que, se detectd un incremento en las
branquias y los rifiones [97]. Algunos tejidos pueden compensar el dafio del estrés oxidativo
al aumentar la actividad de la enzima GPx. De manera similar, Dai et al. [102] encontraron
que en carpa cruciana, los niveles de GPx y CAT aumentaron después de 30 y 60 dias de
exposicion al Pb en los rifiones y el higado, lo que indica funciones defensivas a lo largo del

tiempo contra la oxidacion producida por este metal.

El GSH juega un papel importante en la defensa celular contra ROS. Se ha demostrado
que los peces expuestos al Pb disminuyen los niveles de GSH en varios tejidos. Por ejemplo,
en carpa comun, los niveles de GSH disminuyeron significativamente en el cerebro y el
higado después de la exposicion al Pb, lo que indica una pérdida de esta defensa antioxidante
esencial [103]. Por el contrario, Atli et al. [17] encontraron que, en tilapia del Nilo, la
exposicion al Pb alter6 el metabolismo normal de GSH en los eritrocitos, aumentando el GSH
reducido y disminuyendo el glutation oxidado (GSSG). Esta mejora en la relacién
GSH/GSSG actia como un mecanismo compensatorio contra la oxidacion causada; sin
embargo, la funcion de GST y GPx fue abolida bajo la exposicion al Pb, indicando una

deficiencia de antioxidantes y una abundante acumulacion de ROS.

En anguilla amarilla, GST aumento en tejido branquial de los peces expuestos a Pb,

mientras que no hubo dafio hepatico, sugiriendo una adaptacion de este tejido protector para



eliminar este metal, mostrando también una funcién protectora contra la oxidacion [98]. De
manera similar, Nosheen et al. [104] igualmente reportaron un aumento de GST en el higado

y el cerebro en catla (Labeo catla) después de la exposicion al Pb.

LPO caus6 un incremento de ROS tras la exposicion al Pb que conduce agresivamente
a un dafio a nivel de la membrana celular. EI malondialdehido (MDA) es un determinante en
este proceso de LPO y estrés oxidativo. Fatima et al. [96] observaron niveles aumentados de
MDA en dos drganos el cerebro y branquias, en pez cabeza de serpiente asi como en bagre,
destacando el dafio oxidativo que sufren estos tipos de tejidos. De manera similar, Ozkan-
Yilmaz et al. [103] reportaron aumento de MDA en el cerebro e higado de carpa comdn
expuesta a Pb, indicando que este tipo de tejidos, al ser ricos en lipidos, son mas susceptibles
al dafio por ROS. Adicionalmente, Oya-Silva et al. [105] reportaron oxidacion significativa
en presencia de Pb en bagre plateado (Rhamdia quelen), lo cual se evidencio por el aumento

de los niveles de MDA en el higado y la sangre.

Pez cebra expuesto a la accion de Pb mostrd morfologia hipertrofica y degeneracion de
células epiteliales en tejido branquial, junto con el aumento de SOD, sugiriendo actividad de
esta enzima contra el dafio oxidativo [35]. Sin embargo, Franklin et al. [106] encontraron que
en rohu, el dafio oxidativo causado por Pb gener6 un aumento de la peroxidasa (POD) en

branquias y tejido hepatico.



Tabla 3. Lista de estudios que informan de estrés oxidativo por plomo (Pb) en varias especies de peces de agua dulce en diversos ambientes de cuerpos de agua dulce

alrededor del mundo.

Ruta de . . Mecanismos PHOEEE T Respuestas ool . .
. .~ | Concentracion de Tiempo de . de ROS . Consecuencias Referencia
Especie Exposici b EXD0SIcioN de Defensa Tejido Inducida por Especificas del ara la Salud de Pais
on P xP Antioxidante Ph P Tejido P I
0s Peces
Anguilas amarillas Agua 300, 600, 1.200 28 dias GST * Branquias Aumento de | Bioacumulacion Sin dafio en [98]
(Anguilla anguilla) pg L1 GST. en branquias. membranas ni Portugal
« Higado Neurotoxicidad
colinérgica.
Carpa comin Agua 1,5mgL? 14 dias GPx * Higado Disminucién | Respuestas entre | Efecto protector [103]
(Cyprinus carpio) de GSH. higado y del selenio Turquia
GST « Cerebro Aumento de cerebro. orgénico contra el
GST. estrés oxidativo
GSH inducido por Pb.
Snakehead murrel Dieta 0.05, 0.5,y 1 mg 28 dias GSH * Rifion Aumento de Respuestas en Histopatologia [96]
(Channa striatus) L? ROS y LPO, cerebro alterada en
y bagre punzante SOD « Higado reduccion de mediante el higado, rifion y India
(Heteropneustes SOD. dafio a cerebro.
fossilis) CAT « Cerebro proteinas.
Carpa cruciana Agua 300 pg L*? 48 horas CAT * Rifion Aumento de | Neurotoxicidad Desequilibrio [97]
(Carassius auratus LPO. cronica. entre produccion
gibelio) SOD « Higado de ROSy China
defensas
GPx * Branquias antioxidantes.
Tilapia del Nilo Agua 1,5mgL? 48 horas SOD « Eritrocitos Produccion | Respuesta mixta | Estrés oxidativo [17]
(Oreochromis elevada de antioxidante. agudo y cronico Turquia
niloticus) CAT ROS. con respuestas
Alteracion adaptativas y
GPx GSH/GSSG fases de
agotamiento.
GST

GSH/GSSG




Carpa cruciana Agua 0.05, 0.5,y 1 mg 30 y 60 dias SOD, CAT, | *Rifion Incremento | Respuesta mixta | Estrés oxidativo [102]
(Carassius Lt GPx * Higado en antioxidante. con reduccion de China
auratus) actividades la capacidad
GSH antioxidantes inmunitaria.
Rohu (Labeo Dieta 15mgL? 14 dias LPO * Branquias Aumento de | Respuesta mixta LPO como [106]
rohita) * Higado LPO. antioxidante. biomarcadores de Pakistan
dafio oxidativo en
Dafio de peces expuestos al
membranas Pb.
celulares.
Catla (Labeo Agua - 96 horas POD * Higado Incremento | Respuesta mixta | Alteracidonen la [104]
catla) * Branquias de POD. antioxidante actividad de Pakistan
* Rifién enzimas
* Musculo antioxidantes
* Corazon como respuesta al
¢ Cerebro estrés oxidativo.
Carpa comun Agua 2.072 ug L* 48 horas CAT * Higado Inhibicién de | Estrés oxidativo Alteraciones [99]
(Cyprinus carpio) * Branquias GST y GSH. severo en inmunolégicas, Pakistan
4.144 pg L? GST * Musculos higado y conductuales y
* Riflones branquias; fisioldgicas.
GSH * Cerebro deter-ioro en
mecanismos de
defensa
antioxidantes.
Ray-finned fish Agua 20 g L 48 horas SOD * Higado Inhibicién de | Estrés oxidativo | Acumulacion de [100]
(Cirrhina mrigala) * Rifiones CAT y SOD; | variable segln Pb en el orden: Pakistan
CAT * Branquias aumento de el tejido. higado, branquias,
* Musculos POD. cerebro, rifiones y
POD * Cerebro masculos.
Bagre plateado Agua | 10,20,y30pug L? | 96 horasy 21 SOD * Sangre Alteraciones | Genotoxicidad Efectos toxicos [105]
(Rhamdia quelen) dias * Rifién enGSHy en sangre y significativos a Brasil
CAT * Higado enzimas rifion; dafo corto plazo por
antioxidantes hepatico. exposicion

conjunta de
NPTiO2 y Ph.




GPx
GSH
Carpa comun Agua 0,2mgL? 30 dias SOD con * Higado Aumento de | Disminucion de La circuma [101]
(Cyprinus carpio) cdrcuma SOD, GPxy | Pbacumulado y reduce el dafio Corea
GST. estrés oxidativo; oxidativo,
mejora en la restaura enzimas
respuesta y mejora
inmunitaria. respuestas
inmunolégicas.
Pez cebra (Danio Agua 25y5ug Lt 48, 96, 192 SOD * Branquias Aumento de Alteraciones Cambios [35]
rerio) horas SODy morfolégicas y histolégicos y
proteinas funcionales en pérdida de la Italia
protectoras. branquias, capacidad
incluyendo osmorreguladora.
hipertrofia y
degeneracion
celular.

La tabla recopila los resultados de varios estudios que investigan el impacto del plomo (Pb) en el estrés oxidativo en especies de peces de agua dulce en diversos entornos
acuaticos a nivel mundial. Los estudios abarcan una variedad de especies y ubicaciones geograficas, lo que contribuye a una comprension integral de los efectos del plomo en

la salud de los peces en los ecosistemas de agua dulce.



3. Inmunotoxicidad en especies de peces de agua dulce inducida por la

exposicion al plomo.

La exposicion al Pb afecta significativamente las defensas inmunoldgicas de los peces
de agua dulce. El sistema inmunoldgico es crucial para la protecciéon contra infecciones de
bacterias, parasitos y factores estresantes ambientales, incluidos contaminantes como el Pb
[102,107]. Comprender los efectos inmunotoxicos del Pb es esencial para evaluar la salud
general de las poblaciones de peces y la integridad ecoldgica de los ecosistemas de agua
dulce. Por ejemplo, andlisis de toxicidad del Pb para el pez cebra revelé que la mortalidad de
los peces aumento con el tiempo de exposicidn y el incremento de las concentraciones de Pb
[108]. Ademas, el anélisis hematologico es un parametro basico para la determinacion de la
salud de los peces y el estrés en caso de exposicion a diversos toxicos, como los metales [18].
Ademas, el higado de los peces es un érgano importante para los estudios ecotoxicologicos y
es el sitio principal de acumulacién de Pb. Por lo tanto, la toxicidad del Pb aumenta las
expresiones del citocromo P450 1 A (cypla) y del citocromo P450 3 A (cyp3a) [109]. Por
otro lado, las MTs (metalotioneinas) han surgido como un componente importante, aunque en
gran medida se ha subestimado del sistema inmunologico. Las células inmunitarias innatas y
adaptativas regulan las MTs en respuesta a estimulos de estrés [110]. Un estudio realizado en
rohu, mostré que las proteinas de estrés de union a metales pesados, las proteinas de choque
térmico (hsp60 y hsp70) y las MTs aumentaron debido a la toxicidad del Pb [109].

La exposicién al Pb demuestra una produccion deficiente de citoquinas y macrofagos,
[111]. Los tejidos inmunitarios de los peces incluyendo el timo (diferenciacion y maduracion
de linfocitos T asociados con dafio oxidativo al higado en peces) [112], las células By T (que
influyen en la respuesta celular y humoral alterando la funcién de las células T y aumentando
la susceptibilidad al desarrollo de autoinmunidad e hipersensibilidad) [113] y la inflamacion
(un proceso de defensa clave), que se activan por la exposicion al Pb. Los mediadores del
proceso inflamatorio se pueden subdividir en mediadores tempranos (tnf-a, il-1, il-6, il-8), y
mediadores secundarios (metabolitos del &cido araquiddnico, proteasas, ROS, 6xido nitrico)
[114].

Las investigaciones actuales indican que la produccion de forma simultanea y alta de
citoquinas antiinflamatorias y proinflamatorias es necesaria en cualquier respuesta

inmunitaria, la liberacién de las citocinas proinflamatorias provoca la activacion de esta



respuesta, seguida de la sintesis de células inmunitarias y la liberacion de citoquinas
adicionales. [115]. Asi, los iones Pb entran a la célula desde el espacio extracelular y alteran
la funcion mitocondrial, lo que lleva a la produccion de ROS. El exceso de ROS generado
causa estrés oxidativo, y esto, a su vez, activa la via de sefializacion de proteina quinasa
activada por mitogenos (MAPK) y fosfoinositido 3 - quinasa (PI3K), lo que contribuye a la
inflamacion y la desregulacion del sistema inmunoldgico. Por otro lado, el estrés oxidativo
causa dafio al ADN y desencadena la activacion de la via NF-xB, que promueve la expresion
de genes y la activacion de vias que conducen a la produccién y liberacion de citocinas
proinflamatorias, incluyendo tnf-a, il -6, il-8 e il-1f involucradas en la inflamacion, la

respuesta inmunitaria y la apoptosis (Figura 3).
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Figura 3. Esta figura ilustra la via de estrés oxidativo inducido por Pb y sus efectos inmunotdxicos posteriores
en peces de agua dulce. Pb (plomo), ROS (especies reactivas de oxigeno), MAPK (proteina quinasa activada
por mitégeno), PI3K (fosfoinositido 3-quinasa), TNF-a (factor de necrosis tumoral), IL-6 (interleucina 6), IL-
8 (interleucina 8) e IL-1p (interleucina 1 beta), ADN (acido desoxirribonucleico), NF-kB (potenciador de la
cadena ligera kappa del factor nuclear de las células B activadas). Fuente: figura creada por H.J.P.M con
BioRender.com

Por otro lado, estudios previos en trucha han demostrado que el estrés activa receptores

de reconocimiento de patrones, incluidos los receptores tipo Toll 2/3/4/7/8, e inducen a las
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citoquinas producidas a participar en la expresion diferencial de ncRNA [116]. El efecto més
significativo del Pb en las vias de sefializacion se ha observado en las vias de la proteina
quinasa activada por mitégenos (MAPK) [117] y NF-kB (factor nuclear-xB) [118]. La
cascada MAPK regula procesos fisiologicos clave, como la divisién y muerte celular, y esta
conectada a la induccion del proceso inflamatorio a través de la activacion de moléculas de
sefializacion, a saber, quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK), quinasas N-
terminales c-Jun (JNK) y MAPK p38 [119]. Li et al. [120] demostraron que la exposicién a
Pb causa pérdida de la membrana mitocondrial JC-1, ademas de activar la via de sefializacion
JAK2/STAT3 y aumentar los niveles de Caspasa 3 y Caspasa 9. Algunos estudios recientes
han demostrado que Pb actla sobre las células T CD4+ esplénicas al suprimir la produccion
de IFNy, lo que dafia la sefializacion de via Janus quinasa (Jak)1 transductor de sefiales y
activador de la transcripcion STAT1. La sefializacion debilitada de Jak1/STAT1 da como
resultado una sefializacion nuclear mejorada de NF-«B en las células del endotelio [121]. El
Pb en el higado de lubina negra aumenta significativamente la relaciéon con las cascadas del
complemento, la coagulacion, las vias de citotoxicidad mediadas por células asesinas
naturales, las vias de sefializacion Jak-STAT y la apoptosis [122]. Ishola et al. [123]
informaron que la evaluacion de riesgos para la salud humana reporté que el consumo de
tilapia no es seguro ya que los valores de ingesta diaria estimada para el consumo de tilapia
por adultos arrojaron valores altos fuera del limite permitido para Pb. Por otro lado, la
lisozima (LY Z) es una hidrolasa ampliamente distribuida que juega un papel importante en la
inmunidad innata de los peces debido a sus propiedades antivirales, antibacterianas y
antiinflamatorias [124].

La exposicién al Pb en peces de agua dulce induce inmunotoxicidad, que afecta varios
mecanismos y funciones inmunitarias, causando una brecha de defensa contra las infecciones.
Estudios revisados profundizan en diferentes vias de exposicion en varias especies, aportando
hallazgos importantes para una vision oportuna de los efectos toxicos que el Pb puede causar

en varios tejidos del organismo (Tabla 4).



Tabla 4. Lista de estudios que informan sobre los efectos inmunotoxicol6gicos del plomo (Pb) en varias especies de peces de agua dulce en diversos entornos de cuerpos de
agua dulce en todo el mundo.

Especie Ruta de Tejidos Mecanismos de Marcadores para | Concentraciénde | Tiempo de Posibles Referenci
Exposicién Afectados Inmunotoxicidad Evaluar Pb Exposicién | Consecuencias para a
Inducida por Pb Inmunotoxicidad la Salud de los Peces
Pais
Bagre Agua * Branquias Disminucidn de Niveles de calcio | Corto plazo: 164,4 Corto Alteraciones en la [125]
(Heteropneustes electrolitos y fosfato mg L* plazo: 96 h | salud general y en el
fossilis) « Higado plasmaéticos, plasmaéticos. Largo plazo: Largo equilibrio de India
especificamente 657,6 mg L* plazo: 28 electrolitos.
calcio y fosfato. dias
Tilapia (Oreochromis Agua * Branquias Estrés oxidativo, Conteo de 05-25-5mgL- 14 dias Cambios [126]
mossambicus) inflamacion, eritrocitos (RBC), ! hematoldgicos e
« Higado cambios hematocrito (Hct), inmunoldgicos, Turquia
hematolégicos, hemoglobina sugiriendo
« Rifi6n alteracion en la (Hb), actividad de Inmunotoxicidad
funcion de células lisozima, inducida por plomo.
inmunitarias. actividad de
MPO.
Rodaballo Agua * Higado Incremento en GST Parametros de 300, 900, 2.700 28 dias Inhibicion [248]
(Scophthalmus hepatico y estrés oxidativo pg L1 enzimatica,
maximus) « Branquias lipoperoxidacion en | (CAT, GPx, LPO) disfuncion Portugal
branquias. y actividad de inmunitaria,
AchE. inflamacion y
apoptosis.
Cabeza de serpiente Agua * Intestino Disminucidn de Fagocitosis, MPO, 9,43 mg L? 4 dias Inmunosupresion y [132]
punteado (Channa fagocitosis NO, TNF-a, mayor susceptibilidad
punctatus) bacteriana, adhesion indice de a infecciones. India
celular, liberacién fagocitosis.
de NO y MPO.
Reduccidn de TNF-
a.
Carpa comln Agua * Branquias Estrés oxidativo, SOD, CAT, GPx, 1-2,1mg kg* - Impacto en 6rganos [3]
(Cyprinus carpio) y inflamacion y TNF-a, IL-1pB, IL- reproductivos, dafio
bagre (Silurus glanis) « Higado disfuncion del 6. organico y Bosnia y
sistema inmuniraio. disfuncion. Herzegov

Ina




« Miusculos

Chub (Leuciscus Agua * Branquias Bioacumulacionde | Nivelesde Pben | 0,25+0,01 ugg* | Muestras No se observaron [128]
cephalus) Pb, alterando el higado, branquias | 0,56 +0,02 ug g™ | estacionale | consecuencias en la
« Higado sistema inmunitario. y musculos. S salud debido a Turquia
concentraciones
* Musculos seguras.
Surubi Agua * Bazo Cambios Actividad 1-50pgg? - Alteraciones [129]
(Pseudoplatystoma histopatoldgicos en fagocitica, hepaticas,
corruscans) « Higado el higado, actividad de hematoldgicas, Brasil
alteraciones en lisozima, neurologicas y
« Misculos enzima}s hepfét_icas y prod_uccic')n de renales.
proteinas séricas. anticuerpos.
Carpa comin Agua * Branquias Alteraciones en CAT, SOD, LPO, 250 mg Lt 7,15, 30 Dafio en hepatocitos, [127]
(Cyprinus carpio) actividad de TNF-a, IL-6, IFN- dias cambios
« Higado enzimas Y. morfol6gicos en China
antioxidantes, branquias.
* Rifién aumento de
citocinas
) proinflamatorias.
* Intestino
» Musculos
Carpa cruciana Agua * Rifién Estrés oxidativo, ALAD, LYZ, 0-0,05-05-1 30y60 Estrés oxidativo, [112]
(Carassius auratus) alteracion IgM, HSP70, mg L1 dias inflamacion,
« Higado antioxidante, TNF-o, IL-10. alteracion de genes China
inmunotoxicidad. inmunolégicos.
Carpa (Cirrhinus Agua * Branquias Expresién de Nivelesde Poen | 4,14-41,0pugL? - Dafio en érganos [8]
mrigala), rohu (Labeo HSP70, higado, masculo y reproductivos,
rohita), catla (Labeo « Higado biomarcadores de branquias. alteracion en Pakistan
catla) estrés, alteracion en testosterona, dafio
« Intestino crecimiento. testicular.
Carpa (Cyprinus Agua * Rifion cefalico Cambios Niveles de 0-1ly2mglL? 60 dias Inflamacion [133]
carpio) morfoldgicos en el citocinas aumentada, niveles
tejido del rifion inflamatorias elevados de ROS y China

cefalico, estrés
oxidativo, respuesta
inflamatoria y

(TNF-o, IL-1p,
IL-6) y analisis de
expresion génica

actividades
comprometidas de
enzimas




celular.

(microRNA-155).

antioxidantes.

Tilapia del Nilo Dieta * Bazo La exposicién al Lisozima sérica, 20,2mg L? 45 dias Efectos [269]
(Oreochromis plomo redujo la oOxido nitrico, inmunosupresores.
niloticus) « Musculo actividad de la actividades Egipto
lisozima, 6xido bactericidas,
nitrico y actividad | expresion relativa
bactericida. de IL-1p.
Bagre amarillo Agua * Rifi6n cefalico Estrés oxidativo Enzimas 0,5,50,500 ugL" | 7,14,y 28 Deterioro de la [4]
(Pelteobagrus aumentado, antioxidantes: ! dias funcién inmunitaria y
fulvidraco) « Bazo alteraciones SOD, CAT, GSH. la integridad tisular. China
histomorfologicas, Marcadores de
respuestas estrés oxidativo:
inflamatorias y MDA, AKP,
apoptosis. ACP. Marcadores
inmunolégicos:
LYZ, C3, IgM.
Expresién génica:
HSP70, MT, IL-
10.
Pez cebra (Danio Agua * Higado Estrés oxidativo, ROS, CAT, SOD, 60 mg Lt 45-90 Dafio hepatico, estrés [141]
rerio) alteracion en genes | GSH, GPx, MDA, dias oxidativo, alteracién
y enzimas EROD. en crecimiento. China
inmunolégicas.
Pez lobo (Hoplias Cultivo * Rifi6n Citotoxicidad, Viabilidad celular, | 100, 1.000, 10.000 | 24 horas Afecta viabilidad [130]
malabaricus) celular reduccion de NO, NO, ug L celular y produccion
estrés oxidativo. fragmentacion de de NO. Brasil
ADN.
Bagre africano Agua * Higado Aumento de LPO, LPO, funcién 69,30 mg L* 45 dias Reduccién en [131]
(Clarias gariepinus) disminucién de hepatorrenal, sobrevivencia, dafio
« Rifidn parametros antioxidantes hepético y renal. Egipto
inmunologicos y hepaticos.

antioxidantes.

Los estudios enumerados en esta tabla investigan los efectos inmunotoxicoldgicos inducidos por el plomo (Pb) en diversas especies de peces de agua dulce en varios

entornos de agua dulce en todo el mundo.




En bagre, el Pb provoco alteracion del equilibrio electrolitico y la respuesta inmunitaria
al disminuir los niveles de calcio y fosfato en el rifion y las branquias [125]. Por otra parte,
Kaya et al. [126] reportaron una disminucion considerable en el conteo total de gldbulos rojos
junto con los niveles de hematocrito y hemoglobina en tilapia, ademas de estrés inflamatorio
y actividades reducidas de lisozima y mieloperoxidasa. De manera similar, Nunes et al. [98]
informaron que la exposicion a Pb generd una serie de eventos como inflamacion, apoptosis.
Ademas, suprimio funciones del sistema inmunitario y bloqueé la actividad de lisozima en
rodaballo (Scophthalmus maximus), como respuesta a la produccion de éxido nitrico en
células de higado y branquias. De acuerdo y en concordancia con, Has-Schon et al. [3] los
niveles aumentados de citocinas inflamatorias como tnf-o e il-6 en carpas, se debid a la
formacién de un ambiente proinflamatorio en el tejido hepatico, muscular y branquial. De
manera similar, Rajeshkumar et al. [127] en carpa comun, reportaron niveles aumentados de
citocinas inflamatorias lo que sugirié alteraciones morfologicas en las branquias. En bagre
amarillo, se observo dafio histolégico en érganos como cabeza, rifion y bazo en respuesta a la
exposicion al plomo, que incluye apoptosis, atribuida a inmunosupresion que compromete la
capacidad del organismo para mantenerse saludable en ambientes toxicos [4]. Un estudio en
chub (Leuciscus cephalus) indicé que la exposicion al Pb dafia branquias, higado y musculos
debido a la acumulacion de este metal. Ademas, en respuesta a este dafio se vio alteraciones
histologicas [128]. En surubi (P. corruscans), la exposicion al Pb afect6 considerablemente al
higado y bazo al reducir la actividad fagocitica y la produccion de anticuerpos [129]. En el
caso de carpa cruciana, el Pb no solo incremento el estrés inmunoldgico, sino que también
alterd la expresion de genes claves de inmunidad como lyz, igm y hsp70, lo que representa un
dafio en la regulacion genética de la respuesta inmunitaria [112]. Asi mismo, en tilapia del
Nilo, la exposicion a Pb redujo la actividad de la lisozima y el 6xido nitrico en la respuesta
inmunitaria, debilitando la inmunidad innata y aumentando el riesgo de infecciones [40]. En
pez lobo (Hoplias malabaricus), la exposicion al Pb provoco la disminucion de la viabilidad
celular y la produccidn de 6xido nitrico en células renales, indicando un impacto directo en la
funcién de los macrofagos renales y afectando la capacidad inmunitaria [130]. Por otro lado,
en bagre africano (Clarias gariepinus), se observd una disminucion en los parametros
inmunitarios proteicos, lo que compromete la funcion hepatica y renal, afectando la respuesta
inmunitaria y reduciendo la capacidad de resistencia a infecciones [131]. Paul et al. [132]
reportaron en pez cabeza de serpiente, una reduccion en la actividad fagocitica bacteriana y la

actividad de eliminacion intracelular, lo que demuestra que esta especie es muy sensible a la



adhesion celular y la liberacion de 6xido nitrico debido a la exposicion al Pb en su intestino.
Junejo et al. [8] reportaron que la exposicion a Pb en carpa dafio el tejido branquial, hepético
e intestinal, lo que provoco un deterioro de la funcion reproductiva, mostrando que el dafio se
extiende a nivel sistémico e impacta en la supervivencia y adaptacion. Ademas, en la carpa
mostré dafio morfoldgico en el rifidn anterior, afectando los tabulos renales y promoviendo

una fuerte respuesta inflamatoria [133].

4. Estudios de casos de sensibilidad a la exposicion al plomo en peces

de agua dulce en distintas etapas de la vida.

Es importante comprender los diferentes efectos de la exposicion al plomo en los peces
de agua dulce durante sus etapas de vida. Esta seccidn se centra en la toxicidad, las respuestas
inmunoldgicas, los cambios en la morfologia y el comportamiento neurol6gico de estos peces

en las etapas embrionarias, juveniles, adultas y reproductivas.
4.1. Etapa embrionaria.

Las primeras etapas de desarrollo de los peces de agua dulce, es decir, los embriones y
las larvas, son mas sensibles a contaminantes como el Pb que los peces juveniles y adultos y
se utilizan ampliamente como organismos modelo para los biomarcadores que definen la
toxicidad de dichas sustancias quimicas en los cuerpos de agua [134]. Por ejemplo, el Pb
causa malformaciones y alta mortalidad en esta etapa de la vida, en particular, la influencia
de metales pesados transportados por el agua puede alterar el desarrollo embrionario de los
reproductores por el aumento de los niveles de Pb en las génadas femeninas cuando se
exponen a concentraciones toxicas de este metal [135]. Estudios cuantitativos destacan codmo
concentraciones tan bajas como 0,05 mg L™ de Pb pueden causar malformaciones, mientras
que niveles superiores a 0,1 mg L™ dan como resultado tasas de mortalidad superiores al 30%
en embriones de pez cebra [61]. Se observaron algunas anomalias a nivel morfoldgico, como
lo son curvaturas espinales y deformidades craneofaciales, en embriones expuestos a 0,1 mg
L de Pb, lo que sugiere una interferencia critica con los procesos normales de diferenciacion
celular [136]. Ademaés, Roy et al. [137] reportaron que el Pb causa alteraciones en la
morfologia de la notocorda y el somita utilizando enfoques en vivo e in situ. Ademas, el dafio
neuroldgico, probablemente debido al deterioro del transporte de iones y al estrés oxidativo,
se observa con frecuencia en modelos embrionarios; en particular, el dafio neuroldgico

espontaneo causado por el Pb en esta etapa de la vida es muy marcado [52].



4.2. Etapa juvenil.

Se ha demostrado que las formas juveniles son maéas fuertes que las formas
embrionarias. Sin embargo, la investigacion actual en esta etapa de la vida sugiere que la
contaminacion del agua con Pb causa una reduccion en el rendimiento del crecimiento debido
al estrés inducido por Pb. En tilapia juvenil expuesto a 0,5 mg L de Pb, se registr6 una
reduccion del 15 % en la tasa de crecimiento, acompafiada de una morfologia irregular de los
eritrocitos y marcadores inmunolégicos deteriorados [138]. Las mediciones cuantitativas de
los marcadores de estrés oxidativo, incluido un aumento del 40% en la produccion de ROS,
revelan ademés la tension fisiologica que el Pb impone en las etapas juveniles [32]. De
manera similar, una disminucion de hasta el 20% en la actividad fagocitica en presencia de
Pb ilustra una supresién inmunitaria significativa, lo que hace que los juveniles sean méas
vulnerables a los patdgenos ambientales [139]. En consecuencia, la exposicion al Pb durante
las etapas juveniles compromete tanto el crecimiento como la resistencia inmunoldgica,

factores importantes para el desarrollo normal de la vida del pez.
4.3. Etapa adulta.

Los adultos presentan dafio grave en el higado, cambios en parametros hematoldgicos,
fisioldgicos, bioquimicos, dafios en los sistemas nervioso, inmunoldgico, cardiovascular y
estrés oxidativo por la generacion de ROS [140]. Esto se debe a la bioacumulacién de Pb en
el higado, que afecta directamente la funcion metabolica y la capacidad de desintoxicacion
[42]. Los datos de bioacumulacion indican que las concentraciones de Pb en el higado pueden
superar los 1,2 mg kg?! en ambientes con contaminacion baja [42]. Como resultado, las
alteraciones hematoldgicas son comunes; los recuentos de globulos rojos caen hasta un 30%
después de una exposicion prolongada, indicativo de anemia [13]. El Pb interfiere y bloguea
la acetilcolinesterasa, lo que lleva a cambios del comportamiento exploratorio y un deterioro
del aprendizaje, observados en concentraciones de exposicion tan bajas como 0,3 mg L™
[141].

4.4. Etapa reproductiva.

Esta fase se ve afectada por disminucion de la fertilidad por el fallo en espermatozoides
expuestos al Pb. Alterando la motilidad y velocidad espermaética. Por lo tanto, los indices
gonadosomaticos de los peces pueden ser inferiores hasta en un 25% tanto en peces machos



como hembras expuestas a 0,3 mg L™ de Pb [142]. EI Pb puede actuar en diferentes niveles
del proceso reproductivo, desde los receptores hormonales hasta la via esteroidogénica, y el
desarrollo gonadal, pudiendo afectar asi al potencial reproductivo y la sostenibilidad de las
poblaciones de peces [143]. El Pb dafia ademas las vias esteroidogénicas, particularmente en
enzimas como la 3B - Hidroxiesteroide Deshidrogenasa (33-HSD) y la aromatasa, que son

esenciales para el éxito reproductivo [144].

Es fundamental realizar mas investigaciones para profundizar nuestra comprension de
los mecanismos moleculares y celulares, por los cuales el Pb induce efectos toxicos en los
peces de agua dulce, incluida la elucidacion de las vias de sefializacion que contribuyen al
estrés oxidativo y los efectos inmunotdxicos [145]. Ademas, investigar cbmo la presencia de
otros metales pesados o contaminantes organicos puede influir en la bioacumulacién de Pb y
los efectos toxicologicos combinados es esencial para una comprension integral de los riesgos
ambientales [146]. Identificar y comparar especies de peces que exhiben distintos niveles de
sensibilidad o resistencia al Pb puede proporcionar informacion valiosa sobre los mecanismos
de defensa inmunitaria y las estrategias de adaptacion, lo que podria conducir al desarrollo de
biomarcadores de exposicion y evaluaciones de los efectos toxicos. Estudios adicionales
deberian investigar los efectos subletales y crénicos de la exposicion al Pb en peces de agua
dulce, centrandose particularmente en la reproduccion, el comportamiento y los impactos
fisiologicos a largo plazo. Desarrollar y evaluar métodos efectivos para remediar o mitigar la
contaminacion por plomo en habitats acuaticos es esencial para la proteccion ambiental, que
puede involucrar técnicas de biorremediacion o estrategias de manejo del habitat. Mejorar los
modelos predictivos para comprender la bioacumulacion de Pb en las redes alimentarias y sus
efectos en diferentes especies que pueden ayudar a evaluar los riesgos ambientales e informar
los esfuerzos de conservacion. Investigar los efectos transgeneracionales de la exposicion al
Pb en las poblaciones de peces puede proporcionar informacién sobre los impactos a largo
plazo y la salud del ecosistema. Aplicacion de tecnologias 6micas, como la transcriptémica,
la protedmica y la metabolémica, para explorar los efectos a nivel molecular y celular de la
exposicion al Pb en los peces puede revelar nuevos biomarcadores de gran interés ademas de
mecanismos toxicologicos. Por ultimo, la integracion de los resultados de las investigaciones
sobre la toxicologia del Pb en las estrategias de conservacion y gestion de las especies de
peces de agua dulce es crucial para mitigar los efectos adversos y promover ecosistemas
acuaticos saludables.






2. OBJETIVOS






El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue avanzar en el conocimiento
cientifico de los efectos inducidos por el plomo en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
a nivel fisioldgico e inmunoldgico para identificar tanto situaciones adversas para la salud
del pez y futuras consecuencias que se podrian dar en humanos que consumen estos peces
como fuente de proteina. Ademas, obtener informacion importante para mitigar el dafio de
este metal en el ecosistema acuatico y asi mejorar el bienestar de los peces de agua dulce y,
por extension, la productividad de esta especie.

Para lograr el objetivo general nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar y cuantificar los pardmetros hematoldgicos y bioquimicos claves en la
homeostasis fisioldgica de trucha arcoiris afectadas por la exposicion al plomo, asi como la

expresion diferencial de genes asociados a procesos de desintoxicacion e inflamacion.

2. Examinar la expresion de genes de mecanismos inmunol6gicos modulados por la
exposicion al plomo, en tejidos linfoides asociados a mucosas como el intestino, la piel y las

branquias de trucha arcoiris.
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CAPITULO 1:

Evaluacion de parametros hematologicos, metabolitos
bioquimicos y expresion de genes en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) alimentadas con una dieta con plomo.

H.J. Pérez-Mesa, A. Ordodifiez-Ugalde, Ivan Ricardo Vega-Valdez, Maria Zari-
Mufioz, Johanna Sinchi, Francisco A. Guardiola, 2025. Assessment of haematological
parameters, biochemical metabolites, and gene expression in rainbow trout (Oncorhynchus

mykiss) fed lead-diet.

CAPITULO 2:

Efecto a nivel molecular de una dieta con plomo sobre tejidos
linfoides asociados a mucosas en trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss).

H.J. Pérez-Mesa, Maria Zari-Mufioz, A. Ordofiez-Ugalde, Ivan Ricardo Vega-

Valdez, Francisco A. Guardiola. 2025. Molecular-level effect of a lead-containing diet on
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CAPITULO 1:

Evaluacion de parametros hematoldgicos, metabolitos
bioquimicos y expresibn de genes en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) alimentadas con una dieta con plomo.






1. Resumen.

El plomo (Pb) es un metal que puede contaminar rios, lagos y arroyos al arrastrar
particulas desde el suelo por el agua de lluvia y su bioacumulacion se considera de alto
peligro para la salud humana y ambiental. El objetivo del presente estudio fue evaluar los
parametros a nivel hematoldgico y bioquimico en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
alimentadas con dietas suplementadas con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg kg
dieta! durante 21 dias. Para ello, se evaluaron los indices somaticos en higado y bazo. Se
analizaron glébulos rojos (GR) globulos blancos (GB), hemoglobina (Hb), hematocrito (Hct),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (MCHC), hemoglobina corpuscular media
(MCH), volumen corpuscular medio (MCV), y metabolitos bioquimicos como glucosa
(GLU), colesterol (COL), transaminasas como la aspartato aminotransferasa (TGO) y la
alanina aminotransferasa (TGP) también bilirrubina total (BILT), bilirrubina directa (BILD),
en muestras de sangre a los 15 y 21 dias de exposicién al Pb. Por otro lado, se evalud el
impacto del Pb en la expresion de genes que participan en vias de desintoxicacion (mt-a, mt-
b, cypla, cyp2kl, cyp2ml, cyp3a27) en el higado y en procesos de inflamacion (il-21, tnf-a,
ifn-1 e il-6) en bazo y rifidn ceféalico (RC). Nuestros resultados no revelaron variaciones en
los indices organosomaticos. Sin embargo, en sangre completa, se observo una disminucion
en los valores de GR, Hb y Hct después de 15 y 21 dias de exposicion en peces alimentados
con Pb. Contrariamente, el nimero de GB aumentd en peces expuestos a la dieta con Pb. En
suero, se detectd un aumento inicial de GLU en peces expuestos a la concentracion de Pb mas
alta (240 mg kg dieta™) en comparacion con los peces no expuestos a los 15 dias, que
posteriormente disminuyd a la exposicion de 21 dias. Los valores de COL, BILT, DILD y
TGO aumentaron, mientras que los niveles de TGP disminuyeron en los peces expuestos a
ambas concentraciones (120 y 240 mg kg dieta™). La sobreexpresion de los genes mt-a, mt-b,
cypla, cyp2mly cyp3a27 se encontré en el higado, mientras que los genes il-21, tnf-a, inf-1 e
il-6 se sobreexpresaron en el bazo y RC. Ademaés, correlaciones positivas se mostro entre la
dieta con Pb y genes de desintoxicacion (higado) e inflamacién (bazo y RC). Este estudio
indicé que las concentraciones de plomo analizadas fueron capaces de alterar los perfiles
hematoldgicos y bioquimicos de la trucha arcoiris, ademéas de afectar los principales genes
relacionados con la desintoxicacion en el higado y los genes de inflamacion en el bazo y RC.

Palabras clave: Plomo; Dieta; Hematologia; Perfil bioquimico; Desintoxicacion;

Inflamacion; trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).






2.  Resumen grafico.

Evaluacion de parametros hematolégicos, metabolitos bioquimicos y expresion de genes en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas con una dieta con plomo.
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mykiss) fed lead-diet.
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3. Introduccion.

Durante los ultimos afios, las actividades antropogénicas han aumentado intensamente
las emisiones de metales pesados, lo que ha hecho que la contaminacion por metales pesados
sea uno de los principales problemas ambientales a nivel mundial [147]. Las operaciones
mineras se consideran la mayor amenaza a la integridad ecoldgica debido a la toxicidad
duradera [148]. Los metales son motivo de preocupacién ya que afectan negativamente a la
vida acuatica y pueden acumularse o incluso biomagnificarse en la cadena alimentaria [149].
La toxicidad de los metales pesados es multidireccional y provoca cambios fisioldgicos y
quimicos [150]. Estos metales se pueden acumular provenientes del agua circundante y de la
dieta [151]. El plomo (Pb) es uno de los metales con alta toxicidad, persistencia y efectos
bioacumulativos que pueden causar dafios nocivos a los organismos vivos [152]. Los peces,
estan expuestos al metal a través de los alimentos en el tracto gastrointestinal y el agua en las
branquias [153]. Ademas, estos metales pesados al ingresar a través de las branquias y otros
organos de los peces se acumulan en diferentes partes del cuerpo hasta un nivel toxico [154].
La acumulacién del Pb que es absorbido por los organismos vivos puede tener un impacto
peligroso en la salud humana [155]. EI consumo humano de animales acuaticos que contienen
niveles elevados de metales pesados puede causar efectos adversos, como dafio renal o
pancreético, trastornos del comportamiento, dolor abdominal, vomitos, irritacion de la piel,
alteracion del sistema endocrino, problemas cardiovasculares e inmunologicos [156,157]. Por
otro lado, aunque el musculo de pescado se utiliza cominmente para los analisis, siendo la
principal parte del pescado utilizada para el consumo humano, algunos tejidos bioacumulan
cantidades significativamente mayores de contaminantes que el musculo. Por ejemplo, el
higado es un 6rgano objetivo para el almacenamiento y bioacumulacion de metales debido a

la presencia de metalotioneinas (MTs) [156].

Varios investigadores han estudiado la bioacumulacién de metales pesados en peces,
donde se destaca la importancia del impacto que incluso bajas concentraciones de metales
tienen en los riesgos de genocitotoxicidad en los eritrocitos de especies de peces carnivoros y
omnivoros expuestos, asi como en las cantidades de metales acumulados en ellos [157]. De
hecho, los cambios de los parametros hematoldgicos observados después de la exposicion a
metales se evidenciaron en varias especies marinas como las de agua dulce [158]. Estas
variaciones a nivel hematologico se utilizan como indicador de niveles de estres precisamente

originados por metales [159]. EI Pb puede agotar los principales antioxidantes en la célula,



especialmente las enzimas que contienen tiol, y puede causar aumentos significativos en la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), seguido de estrés oxidativo que conduce
a varias disfunciones en lipidos, proteinas y ADN [160]. Los radicales libres pueden atacar
tanto las membranas celulares de fosfolipidos como las moléculas de proteinas intracelulares
para inducir el estrés oxidativo [161]. Ademas, la exposicién al Pb puede alterar inicialmente
los parametros inmunoldgicos como una respuesta primaria al estrés y luego inhibirse [153].
Shabrangharehdasht et al. [162] reportaron una deformacion morfologica en algunas células
sanguineas en la trucha arcoiris expuesta a AgNP. En la gallineta (Sebastes schlegelii), los
parametros hematoldgicos como el recuento de glébulos rojos, el valor del hematocrito y la
de hemoglobina disminuyeron notablemente con la exposicion a Pb en la dieta [163]. Segun
Ishaque et al. [164] el Pb tiene una alta afinidad por los glébulos rojos, lo que produce efectos
toxicos en la estructura de las membranas celulares que causa un alto estrés oxidativo. En la
trucha arcoiris y pethia conchonius (Barbus conchonius), la exposicion al Pb también mostré
una reduccion en el contenido de Hb y se observaron valores de Hct [165]. Por otro lado, en
un estudio antagonico en la cobia (Rachycentron canadum), los niveles de glucosa
aumentaron significativamente con el aumento del Cd [166]. Otro estudio evidencio
disminucidn en los niveles de glucosa en sangre en la trucha arcoiris expuesta al Pb [167].
Varios autores han reportado que el Pb inhibe la enzima ATPasa y el &cido d-aminolevulinico
deshidratasa (ALAD) que participa en el crecimiento y la sintesis del grupo hemo en
eritrocitos y afecta la enzima de peroxidacion lipidica [168]. Igualmente, el Pb también tiene
influencia en la comunicacion intercelular al cambiar las concentraciones de alanina

aminotransferasa (TGP) y aspartato aminotransferasa (TGO) en tejidos y érganos [169].

El impacto de los metales pesados en los peces también se ha evaluado a través de la
modulacién de genes relacionados con el estrés celular, la desintoxicacion, el metabolismo y
las respuestas inmunitarias. Asi por ejemplo, MTs que pertenecen a un grupo de proteinas
citosélicas de bajo peso molecular que actian como un almacenamiento temporal de metales
en las células [170]. En la trucha arcoiris, las expresiones de MTs hepaticas son inducidas por
la exposicion a metales pesados [171]. Estudios de exposicion a Pb en peces evidenciaron
que existe una correlacion positiva entre la captacion de Pb y la biosintesis de MTs [172]. Las
MTs en peces se analizan comunmente en el higado, a pesar de la acumulacion de metales
pesados en branquias, sangre, intestino o rifion [170,171]. Otros biomarcadores utilizados son
las enzimas citocromo P450 (CYP) que constituyen una super familia funcionalmente diversa

de enzimas hemo ligadas a tiolato de cisteina [172]. Los peces pueden usarse para monitorear



la contaminacion ambiental con base en la expresion de CYP, que son sensibles a los efectos
de ciertos xenobioticos y metales pesados [173]. Por otro lado, la inmunidad innata de los
peces depende en gran medida de los macrofagos y linfocitos involucrados en la produccion
de compuestos especificos, incluidas las citosinas [174]. Teniendo en cuenta todas estas
consideraciones, el objetivo del presente estudio fue evaluar varios biomarcadores en truchas
arcoiris expuestas a una dieta con Pb, analizando parametros hematoldgicos y bioquimicos en
sangre. Ademas, se evalu0 la expresion de varios genes relacionados con la desintoxicacion y
la inflamacion en el higado, el bazo y rifién cefalico (RC) para identificar biomarcadores de
contaminacion en animales de acuicultura para prevenir problemas de salud en los

consumidores finales.
4. Materiales y Métodos.

4.1. Cuidado y mantenimiento de los peces.

Setenta y dos ejemplares (160 g +/- 10 g de peso medio) de trucha arcoiris, obtenidos
de un criadero local (Parque Nacional El Cajas, Cuenca, Ecuador), se mantuvieron en tanques
de 750 litros (L) y se alimentaron con una dieta comercial a una tasa del 3%, directamente
proporcional a la biomasa total, durante al menos 15 dias antes de iniciar el experimento. Los
animales se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas de luz a 12 horas de oscuridad y a
una temperatura de 4°C. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Universidad de Murcia (Espafia) y analizados en el Laboratorio
Biomolecular de O&U (Ecuador).

4.2. Preparacion del pienso y exposicion al plomo.

Para los tratamientos experimentales se utiliz6 una dieta comercial estandar para trucha
(S-400). La suplementacion se realizd con S-400 mezclado con aceite Omega 3 (Nature's
Life®) y polvo metalico de plomo (TMMEDIA®), obteniéndose tres dietas suplementadas: i)
Dieta control (dieta con 0 mg de plomo kg™); ii) Dieta 120 (dieta con 120 mg de plomo kg™),
y iii) Dieta 240 (dieta con 240 mg de plomo kg™). Los peces fueron seleccionados aleatoria y
posteriormente divididos en seis tanques (12 peces en cada tanque, 750 L). Se establecieron
tres grupos experimentales por duplicado de la siguiente manera: i) Grupo no expuesto
(control) alimentado con dieta con 0 mg de plomo kg™; ii) Expuesto a 120 mg de plomo kg?;
y iii) Expuesto a 240 mg de plomo kg?. Los animales fueron alimentados con dietas



experimentales a una tasa del 3% durante el experimento. Los animales fueron mantenidos

con las mismas condiciones de fotoperiodo y temperatura descritas en la seccion 4.1.
4.3. Toma de muestras.

Se tomaron muestras de seis ejemplares de cada tanque después de 15 y 21 dias de
prueba. Se dejaron en ayunas durante 24 horas antes del muestreo y despues de una dosis de
aceite de clavo (20 mg L, Eufar®), se sacrificaron. Las muestras de sangre para el analisis
hematol6gico se obtuvieron puncionando directamente en la vena de la cola de los peces
segun el protocolo de Lawrence et al. [175] con una aguja calibre 21, jeringa de 3 mL, en
tubo MiniCollect® tapa morada con EDTA k3, y el andlisis bioquimico se recolectd en un
tubo MiniCollect® tapa roja con aditivo activador de la coagulacion. Este procedimiento
dur6 menos de 60 segundos para evitar estrés en los especimenes. Posteriormente, se
recolectd el suero después de la centrifugacion (10,000 x g por 5 min, 4°C, Centrifuga
Horizon Modelo 755VES). Se recolect6 y peso el higado y el bazo para la determinacion de
los indices organosomaticos. Se recogieron muestras de higado, bazo y RC de todos los
especimenes mediante diseccion en un tubo Eppendorf libre de ARNasa. Estos tejidos se
almacenaron a -80 °C y se enviaron al laboratorio para su posterior analisis de expresion

génica.
4.4. Determinacién de indices organosomaticos.

Se peso todo el cuerpo, el higado y el bazo. El indice organosomaético (OSI) para estos
tejidos se calcul6 utilizando la siguiente formula segin Guardiola et al. [176]: OSI = (g tejido

g cuerpo) x 100.
4.5. Ensayo hematoldgico.

Las muestras de sangre se mantuvieron a una temperatura constante de 4 °C durante
toda la evaluacién integral de los parametros sanguineos totales. La cuantificacion de
globulos rojos (GR) y glébulos blancos (GB), asi como la determinacion del hematocrito
(Hct) y la hemoglobina (Hb), se evalué utilizando el equipo Sysmex XT-2000i (empleando
citometria de flujo fluorescente y un enfoque hidrodinamico), utilizando un volumen total de
10 pL. Para asegurar tanto la integridad del experimento como la confiabilidad del equipo, se

instituyeron controles de calidad. Esto abarcd evaluaciones preliminares de calidad en los



niveles 1 (bajo), 2 (medio) y 3 (alto) para examinar los perfiles hematol6gicos de los peces no
expuestos y expuestos. El proposito de estas evaluaciones de calidad fue corroborar la

precision, tanto dentro de cada iteracion como en todos los lotes de reactivos.

Se realiz6 un analisis manual en muestras especificas que mostraron patrones inusuales
0 cambios significativos, siguiendo las recomendaciones técnicas de Grant [177]. En el caso
de los GR, las células se contaron en una camara de Neubauer utilizando un microscopio
(Zeiss) con una dilucién de 1:200 en solucion diluyente de reactivo de Hayem. El recuento de
GB se realizo utilizando una camara de Neubauer y una pipeta Shali, empleando una dilucién
de 1:20 con reactivo de Turck (acido acético glacial). Los valores de Hct se determinaron por
la técnica de centrifugacion de microhematocrito, utilizando una centrifuga Presvac-CMH-28
(3.000 x g, 5 minutos, 4°C). Los niveles de Hb se midieron utilizando la técnica de ciano-
metahemoglobina. Para esto, se mezclaron 10 pL de sangre completa con 2,5 mL de reactivo
de ferricianuro de potasio, y la absorbancia de la mezcla resultante se midié a una longitud de
onda de 540 nM en el instrumento MINDRAY BA-88A. Indices hematimétricos: volumen
corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracion de
hemoglobina corpuscular media (HCCM) se calcularon segin Mohammadian et al. [178], de

la siguiente manera:
VCM (um®) = (Hct/GR) x 10.
HCM (pg. cel 1) = (Hb/GR) x 10.
HCCM (g 100 mL 1) = (Hb/Hct) x 100.
4.6. Ensayo bioquimico.

Quimica analitica en suero se determiné mediante la técnica colorimétrica enzimatica
utilizando el equipo de inmunoensayo (Cobas Hitachi ¢c311) y reactivos marca Roche. El
volumen de muestra utilizado, y la medicion de los analitos (absorbancia) es la siguiente:
glucosa (GLU, 20 pL, 340/378 nM), colesterol (CHO, 15 pL, 700/505 nM), bilirrubina total
(BILT, 2 pL, 552/505 nM), 629 nM), bilirrubina directa (BILD, 6.7 pL, 800/546 nM),
aspartato aminotransferasa (TGO, 11 pL, 340/378 nM), alanina aminotransferasa (TGP, 9
pL, 700/340 nM). Previo a los experimentos antes mencionados, la calibracion y control del

instrumento se realizo con el Calibrador F.A.S. méas agua desionizada en una proporcion de



1:26. Todos los analitos fueron determinados segin las guias publicadas del Instituto de

Estandares Clinicos y de Laboratorio [179].
4.7. Lisis tisular y aislamiento de ARN.

Para la lisis tisular y extraccion de ARN se utilizd el SV Total RNA Isolation System
de Promega. Para ello se transfiri6 1 mL de buffer de lisis de ARN (con BME afiadido) al
tubo destinado a la muestra de tejido. El tejido se afiadié al tubo que contenia el buffer de
lisis de ARN. El tejido se homogeneizé a alta velocidad con un homogeneizador Gemmy
Modelo VRN-200 hasta que no quedaran fragmentos visibles de tejido. La masa del tejido se
calculo restando el peso obtenido del tubo buffer de lisis de ARN (previamente pesado),
obteniendo una relacion entre la masa del tejido y el buffer de lisis de ARN que fue de 169
mg mLL. Posteriormente se tomaron 175 pL del lisado tisular y se afiadieron 350 pL de
buffer de dilucién de ARN. Después de mezclar, se sometié a 70°C con la ayuda de un bafio
de agua WNB 14 Memmert durante 3 minutos y se centrifugd a 12.000 x g durante 10 min.
La extraccion de ARN se realiz6 segun el protocolo del fabricante. Un microgramo de ARN
total se tratd con DNAsa | para eliminar el ADN genomico. La concentracion y pureza del
ARN (260/280 y 260/230) se cuantificaron mediante un espectrofotometro NanoDrop™ ND-
2000 (Thermo Fisher Scientific).

4.8. Retrotranscripcion de ARN total a ADNC.

La transcripcion inversa del acido ribonucleico (ARN) purificado (1 pg) se realizo
utilizando el kit ipsogen® RT Handbook siguiendo los pasos a continuacion, se incub6 a 65
°C en un bafio de agua WNB 14 Memmert por 5 min, luego se dejo enfriar por 5 min y luego
se centrifugd por 1 min a 12,000 x g, se mantuvo en hielo. Luego, se afiadieron 15 pL de
premezclada de transcripcion inversa compuesta por los siguientes volimenes: 5 pL de buffer
5x, 2 pL de dNTPs (10 mM cada uno), 5.25 pL de nonamero aleatorio (100 uM), 0.5 pL de
inhibidor de ARNasa (40 U pL™), 1 uL de la enzima transcriptasa inversa (200 U pL?) y
1.25 uL de DTT, segun lo indicado por el fabricante. La reaccion de transcripcion inversa se
realizéd durante 1 h 20 min, en un ciclador térmico SimpliAmp. EI ADNc asi obtenido se
almacen0 a -20 °C en espera de su andlisis mediante una reaccion de PCR cuantitativa en

tiempo real.



4.9. Disefo y eficiencia de los cebadores.

Los cebadores elegidos se obtuvieron de la revision de la literatura y se confirmaron en
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los primers utilizados para este estudio
tienen una eficiencia mayor al 95% (Tabla 5), y fueron optimizados tanto en temperatura
como en concentracién. Las temperaturas (55, 58 y 61°C), y las concentraciones (250, 375,
500 y 625 nM) fueron testeadas con PCR en tiempo real utilizando SYBR green con 50 ng de
cDNA, la especificidad de los productos de cada par de primers también fue validada ya que

solo se presentd un pico en el analisis de la curva de melting.
4.10. Analisis cuantitativo en tiempo real (RT-gPCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real se llevd
a cabo en una placa de 96 pocillos utilizando el Applied Biosystems 7500. Todas las
reacciones se realizaron por duplicado y, en relacion con los genes de desintoxicacion, cada
reaccion consistié en 1.2 pL de ADNCc, 8 pL de Fast Gene IC Green 2 x qPCR Universal
Mix, 5.6 puL de agua libre de nucleasas (Invitrogen) y 0.6 pL para cada cebador en un
volumen de reaccion total de 16 pL para cyp2ml, para el resto de los genes, se utilizd un
volumen de 0.8 uL de cebador. Las condiciones de PCR fueron las siguientes. Para los genes
cyp2ml y cyp3a27: 95 °C durante 5 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 20 s, 55 °C
durante 30 s. Para los genes 3-actin, mt-b, cypla y cyp2kl: 95 °C durante 5 min, seguido de
45 ciclos de 95 °C durante 20 s, 61 °C durante 30 s. Finalmente, para el gen mt-a: 95 °C
durante 5 min, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 20 s, 58 °C durante 30 s. Se realiz6 una
curva de fusién inmediatamente al final de los ciclos para verificar la especificidad de la
amplificacion. Para los genes de inflamacion (efla, il-21, tnf-a, ifnl e il-6) la mezcla de
reaccion estuvo compuesta por 10 uL de SYBR, 1 pL de ADNc (equivalente a 1.0 ng de
ARN total con una concentracion inicial de 100 ng pLt), 0.5 pL de primers directo e inverso,
respectivamente, y 8 UL de agua ultrapura (Invitrogen) que se afiadieron a un volumen final
de 20 pL. El protocolo de ciclado térmico fue de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de
amplificacion de 10 sa 95 °C y 1 min a 60 °C y un ciclo de disociacion (L1 mina95°Cy 1
min a 60 °C). El ciclo umbral (TC) se determind manualmente para cada ejecucion. El ef7a al
igual que la p-actin se utilizaron como genes de mantenimiento en cada muestra de ARN para

eliminar la variacion en la cuantificacion del ARNm/ADNC.



4.11. Andlisis estadistico.

Los datos se representan como la media aritmética acompafiada del error estandar de la

media (SEM). Se uso el analisis de varianza bifactorial (ANOVA) para evaluar la influencia

de las concentraciones de plomo en la dieta (0, 120 y 240 mg kg dieta™) a los 15 y 21 dias.

Para las comparaciones post-hoc, se utiliz6 la prueba de Tukey. Las correlaciones entre genes

se exploraron utilizando RStudio® (version 4.0.3), mientras que se eligié GraphPad Prism

(version 9.5.1) para un mayor escrutinio estadistico y representacion grafica. Se respet6 un

umbral de significancia de p < 0,05 para todas las pruebas.

Table 5. Primers usados para (RT-qPCR).

Abreviatura Primers (F: cebador directo, R: cebador

Gen Gen inverso) Eficiencia Genbank
Reta-actina B-actin E:: %é%ig’éggTr%éTriE;TTGG%GGATCACTT 99% AJ438158
o | o FMSSTATCSTSISOON iy asann
Metalotionina A  mt-a E:: '):Emé (?I’%%%E%?Ai%CATG G 105% X59395.1
Metalotionina B mt-b E:: ﬁ?%igi%%ﬁ?ﬁg?giééég; 98% M18104
Citocromo 1A cypla E:: $€;§é€i¢2$$gﬁ;’gggﬁgfg 101% AF015660.1
Citocromo 2K1  cyp2kl ;:: %ﬁéﬁéﬁiﬁﬁ%é?gggfggc AT 97% AF0455053
Chovum opim £ SCTSTATATGACATICACCTECTTTS gy, oy
Citocromo 327 cypdaz7 o (I OU ORI OO h 9% OMU96077
Interleucina 21 il-21 A e o 98% FM883702
Interferon 1 inf 1 E:: ggggﬁg;gg¥¥$£ig%géiGGT 105% AJ580911.2
Interleucina 6 11-6 E: VI IEREAAECEEETECAAE NG 98% NM_001124657.1

: TCTTTGACCAGCCCTAATCAGCA


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/X59395.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NKH3EUTV013

5. Resultados.

5.1. Indices organosomaticos.

Los indices organosomaticos del higado y el bazo medidos en peces no expuestos y
expuestos a Pb por dieta no mostraron variaciones entre los grupos experimentales y los

tiempos de exposicion (Figura 4).

Concentracién Pb
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Figura 4. Indices organosomaticos en el higado y en el bazo de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
alimentadas con dieta con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta® a los 15 y 21 dias. Los
datos se representan como la media * error estandar de la media (S.E.M.) para cada grupo experimental (n =
12).

5.2. Parametros sanguineos.

5.2.1. Ensayo hematoldgico.

Anélisis hematologicos realizados en sangre completa de trucha arcoiris se representan
en la Tabla 6. Los valores de GR disminuyeron en la sangre de los peces expuestos a la
concentracion de plomo mas alta (240 mg kg dieta) en comparacion con los peces no
expuestos y los expuestos a 120 mg kg dieta a los 15 dias del experimento. Ademas, los
valores de glébulos rojos disminuyeron en los peces expuestos en comparacién con los
valores encontrados en los peces no expuestos a los 21 dias. Por el contrario, el nimero de
GB aumentd en los peces alimentados con dieta de Pb en comparacion con los peces no
expuestos a los 15 y 21 dias. Por otro lado, a los 15 y 21 dias del experimento se observo una
disminucion en los valores de Hb y Hct en los peces alimentados con dieta de Pb en
comparacién con los valores encontrados en los peces no expuestos. De la misma manera,

disminucion de los valores de Hb y Hct observados a los 15 dias de recorrido en peces



expuestos a la concentracion mas alta 240 mg kg dieta, fueron observados con respecto a los

peces alimentados con dieta de 120 mg kg dieta™.

En el caso de MCH, los valores disminuyeron en los peces alimentados con 240 mg kg
dieta en comparacion con los resultados observados en peces no expuestos a los 15 dias de
ensayo. Sin embargo, el patron opuesto se observd a los 21 dias, donde los valores de MCH
aumentaron en los peces alimentados con mayor concentracion de Pb en comparacion con los
peces no expuestos. El pardmetro MCV mostré una disminucion en los peces alimentados
con dietas de Pb a los 15 dias en comparacion con los peces no expuestos. Por el contrario,
los valores de MCV aumentaron en los peces expuestos a Pb en comparacién con los no
expuestos a los 21 dias. Los valores de MCHC incrementaron en la sangre de los peces
alimentados con mayor concentracion de Pb (240 mg kg dieta™) en comparacion con los
peces no expuestos a los 15 dias del experimento. No se observaron variaciones de los
valores de MCHC a los 21 dias.

Considerando el factor tiempo, los valores de GR no mostraron variaciones en los peces
alimentados con mayor concentracion de Pb. Sin embargo, en los peces expuestos a 120 mg
kg dieta muestran una disminucion, mientras que en los peces no expuestos se observo un
aumento en los valores de GR entre los 15 y 21 dias. En el caso del niumero de GB, los
valores no variaron con el tiempo en todos los grupos experimentales. Curiosamente, los
valores de Hb y Hct disminuyeron en los peces alimentados con la menor concentracion de
Pb (120 mg kg dieta®) entre los 15 y 21 dias. Sin embargo, los valores de Hb y Hct en los
peces no expuestos y peces expuestos a 240 mg kg dieta® no mostraron variaciones
considerando el factor tiempo. Por otra parte, se observo una disminucién en los valores de
MCH en los peces no expuestos a los 21 dias en comparacion con los valores encontrados a
los 15 dias, mientras que los peces alimentados con plomo (dieta 120 y 240), no mostraron
variaciones. Los valores de MCV disminuyeron en los peces no expuestos y los peces
expuestos a la concentracion mas baja de Pb entre los 15 y 21 dias. Sin embargo, en peces
expuestos a la dieta 240, se observé un aumento de los valores de MCV con el tiempo. En el
caso de MCHC, los valores disminuyeron a los 21 dias en comparacion con los valores
encontrados a los 15 dias en los peces alimentados con una mayor concentracion de Pb (240
mg kg dieta™), mientras que no se encontraron cambios en los peces no expuestos y los peces

expuestos a la baja concentracion.



Tabla 6. Pardmetros hematolégicos medidos en la sangre de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss)
alimentadas con dieta con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg de Pb kg dieta a los 15 y 21 dias. Los
valores representan la media * error estandar de la media (S.E.M.) (n = 6). Letras diferentes denotan diferencias
significativas entre los grupos experimentales (P <0,05).

Parimetros Concentracion de Pb 15 dias 21 dias
[mg kg dieta”] Mean + SEM Mean + SEM
0 1.10 +0.04° 1.40 +0.04%*
GR [10° uLY] 120 1.07 £ 0.042 0.67 +0.04%*
240 0.64 +0.04° 0.58 + 0.04°
0 151.81 + 4.69? 150.80 * 4.69%
GB [10°uL™] 120 168.26 + 4.69° 166.60 + 4.69°
240 177.09 + 4.69° 174.08 + 4.69°
0 11.74 +0.21° 12.36 + 0.21%
Hb [gdL™] 120 10.71+0.21° 6.46 + 0.210%
240 6.17 £0.21° 6.03 +0.21°
0 22.78 +0.46% 23.47 +0.46%
Het [%] 120 20.00 + 0.46° 12.29 + 0.46°*
240 11.37 +0.46° 11.83 + 0.46°
0 107.43 + 3.082 92.12 + 3.08%*
MCH [pg cell"] 120 101.12 + 3.08% 96.47 + 3.08%
240 97.29 + 3.08" 104.17 + 3.08°
0 208.00 + 6.05% 174.23 + 6.05%*
MCV [um?] 120 189.29 + 6.05° 183.43 + 6.05°*
240 180.23 + 6.05° 204.52 + 6.05°%
0 51.78 + 1.00% 52.80 + 1.00%
MCHC [g 100 mL"] 120 53.54 + 1.00%0 52.73 +1.002
240 54.44 + 1.00P 51.02 + 1.00%*

GR = glébulos rojos; GB = glébulos blancos; Hb = hemoglobina; Hct = hematocrito; MCH = hemoglobina
corpuscular media; MCV = volumen corpuscular medio; MCHC = concentracion de hemoglobina corpuscular
media.

5.2.2 Ensayo bioguimico.

Entre los biomarcadores de quimica analitica, los valores de GLU aumentaron después
de 15 dias en los peces expuestos a la concentracion de 240 mg kg dieta™ en comparacion
con los peces no expuestos y expuestos a la concentracion de 120 mg de Pb kg dieta™. Por el
contrario, se observé una disminucién de los valores de GLU en los peces expuestos a la
mayor concentracion de plomo (240 mg kg dieta™) a los 21 dias (Figura 5A). En el caso del
COL los valores aumentaron en los peces alimentados con 240 mg kg dieta™ en comparacion
con los resultados observados en los peces no expuestos y los peces expuestos a la



concentracion de 120 mg kg dieta® a los 15 dias. A los 21 dias, los valores de colesterol
aumentaron en los peces alimentados con 120 mg de Pb kg dieta® en comparacion con los
peces no expuestos y los peces expuestos a la concentracion de 240 mg kg dieta™® (Figura
5B). A los 15 dias, los resultados de BILT aumentaron en los peces expuestos a ambas

concentraciones de Pb en comparacién con los peces no expuestos (Figura 5C).

En el caso de los valores de BILD, estos aumentaron a los 15 dias del experimento en
los peces expuestos a la concentracion mas alta (240 mg de Pb kg dieta™?) en comparacion
con los peces no expuestos (Figura 5D). A los 21 dias, los valores de BILT y BILD siguieron
el mismo patrén y no se observaron variaciones entre el grupo experimental. Por otro lado,
los valores de TGO aumentaron en los peces expuestos a la mayor concentracion de Pb (240
mg kg dieta?) a los 15 dias, mientras que a los 21 dias los valores de TGO aumentaron en los
peces expuestos a ambas concentraciones de Pb en comparacion con los peces no expuestos
(Figura 5E). A los 15 dias del experimento, los valores de TGP disminuyeron en los peces
expuestos a la concentracion mas alta (dieta 240) en comparacion a los peces no expuestos y
expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta™. Sin embargo, los valores de TGP
disminuyeron en los peces expuestos a ambas concentraciones de Pb en comparacién con los

peces no expuestos a los 21 dias (Figura 5F).

Considerando el factor tiempo, los valores de GLU disminuyeron en los peces
expuestos a la mayor concentracion de Pb (240 mg kg dieta) en comparacion a los peces no
expuestos y peces expuestos a la dieta 120 mg kg dieta™ (Figura 5A). Por el contrario, los
valores de COL aumentaron con el tiempo en los peces expuestos a la concentracion de 120
mg kg dieta en comparacion a los peces no expuestos y peces expuestos (dieta 240) (Figura
5B). En el caso de los pardmetros BILT y BILD los valores aumentaron, en todos los grupos
experimentales entre 15 y 21 dias (Figuras 5C y 5D). En la misma linea, los peces expuestos
y peces no expuestos mostraron un aumento en los valores de TGO a lo largo del tiempo
(Figura 5E). Sin embargo, los valores de TGP disminuyeron en los peces no expuestos y en
los peces expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta™ a lo largo del tiempo, mientras
que no se observaron variaciones en los peces expuestos a la mayor concentracion de Pb
(Figura 5F).
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Figura 5. A) Niveles de glucosa (GLU, mg dL™); B) Niveles de colesterol (COL, mg dL?); C) Niveles de
bilirrubina total (BILT, mg dL™); D) Niveles de bilirrubina directa (BILD, mg dL?); E) Niveles de aspartato
aminotransferasa TGO, U L?); y F) Niveles de alanina aminotransferasa (TGO, U L); en suero de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dieta con 0 (no expuesta, grupo de control), 120 y 240 mg de Pb
kg dieta a los 15 y 21 dias. Los datos se representan como la media + error estandar de la media (S.E.M.) para
cada grupo (n = 12). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
experimentales (ANOV A de dos vias, p < 0,05).

5.3. Expresion genética.

El andlisis de la expresion genetica indico que la exposicion de la trucha arcoiris al Pb
indujo variaciones significativas en los genes seleccionados. En el higado, los niveles de
expresion de los genes mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27 se sobreexpresaron en
los peces expuestos a ambas concentraciones de Pb (120 y 240 mg kg dieta™*) en comparacion
con los peces no expuestos a los 15 y 21 dias (Figura 6). Sin embargo, se observaron algunas
variaciones significativas entre los peces expuestos a ambas concentraciones de Pb. Mas

especificamente, a los 15 y 21 dias, los niveles de expresion de los genes mt-a, cypla y



cyp2k1 se sobreexpresaron en los peces expuestos a la concentracion de 240 mg kg dieta™ en
comparacion con los peces no expuestos y los peces expuestos a 120 mg kg dieta™. (Figuras
6A, 6C y 6D). Por otra parte, los niveles de expresion de los genes mt-b y cyp2ml se
sobreexpresaron en los peces expuestos a concentraciones de Pb de 120 y 240 mg kg dieta™
en comparacion con los peces no expuestos en el grupo experimental de 15 dias. Sin
embargo, a los 21 dias mt-b y cyp2m1 mostraron sobreexpresion en los peces alimentados
con Pb a la concentracion mas alta en comparacion con los peces no expuestos y los peces
expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta (Figuras 6B y 6E). En el caso de la
expresion del gen cyp3a27 a los 15 dias, mostr6 un incremento en sus niveles en peces
alimentados con ambas concentraciones de Pb en comparacion con peces no expuestos. En el
tiempo experimental de 21 dias, la expresion de cyp3a27 disminuyd en peces expuestos a la
concentracion de 240 mg kg dieta™ comparado con los peces expuestos a la dieta de 120 mg
kg dieta® (Figura 6F).

En el bazo (Figura 7) y en el RC (Figura 8), los niveles de expresion de los genes il-
21, tnf-a, inf-1 e il-6 se sobreexpresaron en peces alimentados con ambas dietas de Pb en
comparacion con los peces no expuestos en ambos tiempos experimentales. Destacamos que,
en el bazo, los niveles de expresion del gen il-21 increment6 después de 15 dias en peces
expuestos a la concentracion de 120 mg kg de dieta en comparacion con peces no expuestos
y peces expuestos a la concentracion de 240 mg kg de dieta™. Igualmente, a los 21 dias, se
observé una expresion incrementada del gen il-21 en peces expuestos a la concentracion de
240 mg kg dieta™ en comparacion con los peces expuestos a la concentracion de 120 mg kg
dieta® y peces no expuestos (Figura 7A). A los 15 y 21 dias, los niveles de expresion de los
genes tnfo, inf-1 e il-6 mostraron el mismo patrén de sobreexpresion en los peces expuestos a
ambas concentraciones de Pb (120 y 240 mg kg dieta) en comparacion con los peces no

expuestos (Figuras 7B, 7C y 7D).
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Figura 6. Expresion de genes: A) Metalotioneina A (mt-a); B) Metalotioneina B (mt-b); C) Citocromo 1A
(cypla); D) Citocromo 2K1 (cyp2kl); E) Citocromo 2M1 (cyp2ml); y F) Citocromo 3A27 (cyp3a27); en el
higado de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con una dieta con 0 (no expuesta, grupo de
control), 120 y 240 mg Pb kg dieta a los 15 y 21 dias. Los datos se representan como la media + error estandar
de la media (S.E.M.) para cada grupo (n = 12). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos experimentales (ANOVA de dos vias, p <0,05).

En RC, alos 15y 21 dias los niveles de expresion de los genes il-21 e il-6 mostraron un
incremento en los peces expuestos a concentraciones de 120 y 240 mg de Pb kg dieta™* con
respecto a los peces no expuestos (Figuras 8A y 8D). En el caso de fa e inf-1, los niveles
de la expresion mostraron un incremento en los peces alimentados con 240 mg de Pb kg
dietal en comparacion con las expresiones observadas en los peces no expuestos y en los
peces expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta™ a los 15 dias de ensayo (Figuras 8B
y 8C). Por el contrario, se observo que la expresion de tnfa a los 21 dias disminuy6 en los
peces alimentados con la mayor concentracion de Pb (dieta 240) en comparacion con los
peces expuestos a la concentracion de mas baja (120 mg kg dieta®) (Figura 8B). A los 21

dias el gen inf-1 mostrd incremento de sus niveles de expresion en los peces expuestos tanto a
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la dieta 120 mg kg dieta™ como a la dieta 240 mg kg dieta en comparacion de los peces no

expuestos (Figuras 8C).
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Figura 7. Expresion de genes: A) Interleucina 21 (il-21), B) factor de necrosis tumoral (tnf-¢); C) Interferon 1
(inf 1); D) Interleucina 6 (il-6); en el bazo de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con una dieta
con 0 (no expuesta, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta™ a los 15 y 21 dias. Los datos se representan
como la media * error estdndar de la media (S.E.M.) para cada grupo (n = 12). Los asteriscos indican
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (ANOVA de dos vias, p <0,05).
Considerando el factor tiempo en el higado, los niveles de expresion del gen mt-a
incremento con el tiempo en los peces expuestos a ambas concentraciones de Pb dietas 120 y
240 mg kg dieta® en comparacion a peces no expuestos (Figura 6A). Por otro lado, el gen
mt-b se sobreexpreso en peces expuestos a la mayor concentracion de Pb (240 mg kg dieta™)
entre los 15 y 21 dias de ensayo en comparacion a peces no expuestos y peces expuestos a la
concentracion de Pb 120 mg kg dieta® (Figura 6B). Los niveles de expresion de los genes
cyp2ml y cyp3a27 se incrementd y disminuyo, respectivamente, en los peces expuestos a la
menor concentracion de Pb (dieta 120) con el tiempo (Figuras 6E y 6F). En el caso del gen
cypla, la expresion disminuy6 (Figuras 6C), en los peces no expuestos (control) entre 15 y
21 dias. El gen cyp2kl no mostr6 variaciones en su expresion a lo largo del tiempo (Figura

68



6D). En el bazo, la expresion de los genes il-21, tnfo e il-6 aumentd en peces expuestos a
ambas concentraciones de Pb (dietas 120 y 240) en comparacion a peces no expuestos
(Figuras 7A, 7By 7D). Sin embargo, la expresion del gen inf-1 disminuyo en los peces no
expuestos entre los dias 15 y 21 del ensayo, mientras que niveles de expresion aumentaron en
los peces expuestos a la concentracion de Pb 120 mg kg dieta® (Figura 7C). En RC, la
expresion del gen il-21 aumentd en los peces expuestos a 120 mg kg dieta™ a lo largo del
tiempo en comparacion a los peces no expuestos y peces expuestos a la mayor concentracion
de Pb (Figura 8A). Los niveles de expresion de fa e inf-1 aumento6 en los peces expuestos a
ambas concentraciones de Pb con respecto a los peces no expuestos (Figuras 8B y 8C). En el
caso del gen il-6, la expresion disminuyo en los peces no expuestos (Figura 8D), mientras

gue no se observaron variaciones en los peces expuestos a Pb.
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Figura 8. Expresién de genes: A) Interleucina 21 (il-21), B) factor de necrosis tumoral (tnf-a); C) Interferon 1
(inf 1); D) Interleucina 6 (il-6); en RC de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dieta con 0 (no
expuesta, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta™ a los 15 y 21 dias. Los datos se representan como la media
+ error estandar de la media (S.E.M.) para cada grupo (n = 12). Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales (ANOV A de dos vias, p < 0,05).
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5.4. Correlacion genética.

En cuanto a los analisis de correlacion, la dieta con Pb mostré una correlacion positiva
con la expresion de los genes mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27 en el higado. Sin
embargo, estas correlaciones positivas fueron significativas en el caso de los genes mt-a, mt-
b, cypla, cyp2kl y cyp2ml. Ademas, se encontraron correlaciones positivas significativas de
la siguiente manera: mt-a con mt-b, cyp2kl y cyp2ml; mt-b con cyp2m1l; y cypla con cyp2kl
y cyp2ml (Tabla 7).

Tabla 7. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) para parametros relacionados con el higado de trucha arco
iris (Oncorhynchus mykiss) después de 15 y 21 dias de exposicion a 120 mg y 240 mg Pb kg dieta’. La tabla
presenta los coeficientes de correlacion, acompafiados de intervalos de confianza. Los niveles de significancia
se indican como *p < 0,05 lo que indica correlaciones significativas entre las expresiones genéticas.

Variable Pb-dieta mt-a mt-b cypla cyp2kl cyp2ml  cyp3a27 tiempo
1. Pb-
dieta !

2. mt-a .45*
[.24, .61]

3.mt-b  .31* 54%
[.09,.51] [.36,.69]

4.cypla  .44* A3 13
[.23,.61] [-.10,.35] [-.10,.36]

5. cyp2kl .58* 28* 13 32%
[41,.72] [.05 .48] [-.10,.35] [.09,.51]

6. cyp2ml .36* 35% 40% 35% 18
[.14, 55] [13,.54] [18,.58] [13,.54] [-.05,.40]

7.
opsazr 0 -.03 -.03 -.04 -.05 -.04

[-.23,.23] [-.26,.20] [-.26,.20] [-.27,.19] [-.28,.18] [-.27,.19]
8. tiempo .00 28* 24% 01 .05 03 12

[-.23,.23] [.05,.48] [01,.45] [-.22,.24] [-.18,.28] [-.20,.26] [-.12,.34] 1

Dieta con Plomo (Pb-dieta), Metalotioneina A (mt-a), Metalotioneina B (mt-b), Citocromo la (cypla),
Citocromo 2K1 (cyp2k1), Citocromo 2M1 (cyp2ml), y Citocromo 3A27 (cyp3a27), tiempo.

En el bazo, la expresion de los genes il-21, tnf-a, inf-1 e il-6 se correlaciond de forma

positiva y significativa con la dieta con Pb. Ademas, se detectaron correlaciones positivas



significativas entre: il-21 con el gen tnf-a, tnf-a con il-6; y inf-1 con il-6. (Figura 9). En RC,
los resultados indicaron que el plomo en la dieta se correlaciona de forma positiva y
significativa con la expresion de los genes il-21, inf-1 e il-6, mientras que la expresion de los

genes il-21 y tnf-a mostré una correlacion positiva significativa entre ellos (Figura 10).
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Figura 9. Mapa de calor que ilustra las correlaciones entre Dieta con Plomo = (Pb-dieta); Interleucina 21 (il-
21); factor de necrosis tumoral a (tnf-&); Interferon 1 (inf 1); Interleucina 6 (il-6); y tiempo en el bazo de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dieta con 0 (no expuesta, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg
dieta™ a los 15 y 21 dias. El gradiente de color representa los niveles de correlacion genética, asociados con los
valores mas altos mostrados en azul y los valores méas bajos en rojo oscuro. El grafico se gener6 utilizando

agrupamiento jerarquico (método 'ward.D') para ordenar las variables, con un nivel de significancia de p <
0,05.
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Figura 10. Mapa de calor que ilustra las correlaciones entre Dieta con Plomo = (Pb-dieta); Interleucina 21 (il-
21); factor de necrosis tumoral a (tnf-a); Interferén 1 (inf 1); Interleucina 6 (il-6); y tiempo en RC de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dieta con 0 (no expuesta, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg
dieta™ a los 15 y 21 dias. El gradiente de color representa los niveles de correlacion genética, asociados con los
valores mas altos mostrados en azul y los valores mas bajos en rojo oscuro. El gréafico se generd utilizando
agrupamiento jerarquico (método 'ward.D") para ordenar las variables, con un nivel de significancia de p <
0,05.

Considerando el factor tiempo, se observo una correlacion positiva con la expresion de
los genes mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27 en el higado (Tabla 7). En el bazo, la
expresion de los genes il-21, tnf-a e il-6 se correlacion6 positivamente con el tiempo, aunque
la expresion del gen inf-1 tuvo una correlacion negativa (Figura 9). En RC, la expresion de
los genes il-21, tnf-a e inf-1 se correlaciond positivamente con el factor tiempo. Sin embargo,

se observo una correlacion negativa con la expresion del gen il-6 (Figura 10).






CAPITULO 2: Efecto a nivel molecular de una dieta con plomo
sobre tejidos linfoides asociados a mucosas en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss).






Resumen.

El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT) juega un papel primordial en las
respuestas inmunitaria adaptativas y la defensa para mantener la salud de los peces frente a
diferentes contaminantes, siendo el intestino, la piel y las branquias los principales 6rganos
que lo conforman. Desafortunadamente, el efecto provocado por metales pesados en genes
implicados en la respuesta inmunitaria de los teledsteos no ha sido suficientemente
explorado. Por lo tanto, en este capitulo se estudid la respuesta inmunitaria del MALT en la
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dietas no suplementadas (grupo
control) y suplementadas con plomo (120 y 240 mg kg dieta™) durante 15y 21 dias a nivel
molecular. Mas concretamente, se evaluaron los cambios en la expresion de varios genes
relacionados con las vias de defensa de la trucha arcoiris en 6rganos linfoides asociados a
mucosas como el intestino, la piel y las branquias. La expresion de los genes igm, igt, ctsD,
tlr3 y tIr9 mostraron variaciones en cuanto a los niveles de expresion y correlacion genética
en los 6rganos evaluados tras la exposicion a la dieta con plomo. Los resultados demostraron
que la sobreexpresion de igm, igt y ctsD a 21 dias de exposicidn, en el intestino se asocio con
una respuesta inmunitaria innata temprana. La disminucion de la expresion del gen igt a los
15 dias de exposicion en la piel se relaciona con una respuesta localizada a la toxicidad del
plomo, lo que resalta el papel del 6rgano como barrera contra las amenazas ambientales.
Considerando la expresion genética, se encontraron correlaciones positivas entre la expresion
del gen igt con la expresion de ctsD, tIr3 y tIr9 en las branquias. Este hallazgo sugiere un
posible esfuerzo colaborativo entre genes para combatir la supresion del sistema
inmunoldgico, posiblemente compartiendo una misma via de defensa inmunolégica comuan.
En general, nuestros hallazgos revelaron que el MALT de la trucha arcoiris muestra una
interaccion compleja de proteccion contra los efectos del Pb, de hecho, la dieta suplementada
proporciona informacion sobre una posible respuesta temprana de estos genes contra el estrés
celular. Ademas, podria ser atil comprender el comportamiento del MALT como parte de la

defensa del sistema inmunolégico innato contra los metales pesados.

Palabras clave: Tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT); Intestino, Piel; Branquias;

Plomo; RT-qPCR; Respuesta inmunitaria; Trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).



1.  Resumen grafico.

Efecto a nivel molecular de una dieta con plomo sobre tejidos linfoides asociados
a mucosas en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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H.J. Pérez-Mesa, Maria Zari-Mufioz, A. Orddéfiez-Ugalde, Ivan Ricardo Vega-
Valdez, Francisco A. Guardiola. 2025. Molecular-level effect of a lead-containing diet on

mucosa-associated lymphoid tissues in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
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2. Introduccion.

Los metales y semimetales estan presentes de forma natural en la tierra y entran en los
ambientes acuaticos a través de diversos procesos geoquimicos [180]. La principal fuente de
exposicion a metales es a través de fuentes antropogénicas como el transporte, la agricultura,
la mineria y otras operaciones relacionadas [181]. El plomo (Pb) como metal pesado, es uno
de los contaminantes de los sistemas acuaticos que tiene efectos sobre los organismos que
viven en este sistema. EI Pb se utiliza cominmente en los procesos de produccion de varios
productos, como pesticidas, ceramicas y baterias [182]. Los peces pueden acumular Pb del
agua y la dieta [183] y es un inmunotdxico que a través de la exposicion resulta en cambios
en la funcion inmunitaria [184]. Existen rutas de absorcién de metales por los peces por
ejemplo: a través de las branquias y por absorcién a través de la piel [185]. En el caso de la
piel, tanto la estructura como la composicion celular de la epidermis pueden verse afectadas
por estresores, patdgenos o contaminantes ambientales, como la exposicion a metales pesados
[186]. La absorcion del metal también puede ocurrir a través del tracto gastrointestinal ya que
las fuentes dietéticas para los peces pueden contaminarse con agua contaminada o sedimentos
[183]. Por otro lado, el sistema inmunitario de las mucosas de los vertebrados comprende una
variedad Unica de células y moléculas inmunitarias innatas y adaptativas, que actian en
conjunto para proteger al huésped contra patégenos [187]. Por lo tanto, las superficies
mucosas (branquias, fosas nasales, piel, intestino e intestino grueso) estan en contacto con el
ambiente externo, constituyen la primera linea de defensa y pueden generar una primera
respuesta a los agentes estresantes después de la activacion de los receptores celulares locales
[186]. Estos tejidos apoyan la respuesta inmunitaria local a través de la distribucion de
abundantes células inmunitarias [187].

Uno de los 6rganos secundarios es el MALT (tejido linfoide asociado a las mucosas),
que es la principal estructura linfoide del cuerpo [186,188]. Las superficies mucosas del
cuerpo del pez estan estrechamente asociadas con el ambiente externo y son particularmente
vulnerables a las infecciones [189]. Existen cuatro tipos diferentes de MALT en los peces,
tejido linfoide asociado al intestino (GALT), el tejido linfoide asociado a la piel (SALT) y el
tejido linfoide asociado a branquias (GIALT) [190,191], que desemperfia un papel importante
en la salud de los peces [192]. El intestino de los peces teledsteos es una estructura compleja
multifuncion que desempefia un papel defensor inmunoldgico fundamental en la homeostasis

y el mantenimiento de la salud, ademas de la digestion de los alimentos y/o la absorcion de



nutrientes [193]. La piel es el érgano mas externo del cuerpo y la primera linea de defensa
ante agresiones externas [194]. Las branquias de los peces teledsteos son un 6rgano complejo
cuya funcion va mas alla de extraer oxigeno del agua y excretar dioxido de carbono [195]. La
exposicion de los peces a metales transportados por el agua a concentraciones elevadas puede
inducir cambios estructurales en las branquias [196]. La estructura de las branquias es muy
sensible a los cambios ambientales [197]. Los peces son organismos centinelas comunes y se
encuentran entre los organismos de prueba mas populares para el biomonitoreo en ambientes

acuaticos porque acumulan contaminantes metélicos toxicos a través de sus branquias [198].

Los peces teledsteos son excelentes modelos para el estudio de la inmunidad de las
mucosas porque cada barrera que separa al huésped del ambiente es una barrera mucosa viva
[199]. La trucha arcoiris fue seleccionada como un modelo de pez de laboratorio debido a su
importancia econdmica a nivel mundial y su uso como especie bioindicadora en estudios
ecotoxicoldgicos, dada la extensa homologia entre los genomas de los peces y los humanos
[200]. Varios estudios sugieren que el moco de pescado contiene inmunoglobulinas (1gs) que
se producen localmente en lugar de representar trasudados del plasma [199]. Las células igm+
e igt+ estan todas presentes constitutivamente en diversos tejidos de trucha arco iris [201].
Una de las funciones de los anticuerpos igm (Inmunoglobulina M) naturales incluye la
orientacion de antigenos alterados o neoepitopos en células moribundas para su eliminacion
dirigida [202]. Ademéas, la respuesta inmunitaria que involucra el receptor de
inmunoglobulina polimérica (pIgR) y las respuestas inmunitarias igm, ain no se ha estudiado
ampliamente en peces [203]. Asimismo, la inmunoglobulina Z (igz) o (igt) su equivalente
inmunoglobulina T es una clase de inmunoglobulina (Ig) recientemente identificada de peces
teledsteos. Esta clase de Ig se caracteriza por su participacion en MALT para la defensa de
las mucosas contra la infeccion por patdgenos [204]. Ademas, aparece en las secreciones

mucosas Y representa la principal Ig en la inmunidad mucosa [205].

Los receptores tipo toll (TLR) comprenden una familia de receptores transmembrana de
un solo paso que pueden identificar varias clases de PAMP (patrones moleculares asociados a
patogenos) [206]. En los peces se han identificado varios TLR que comparten una homologia
cercana con otros eucariotas, incluidos los humanos [207]. Estudios recientes sobre los TLR
de peces se han centrado en la identificacidon y expresion de los miembros de TLR y sus
genes de cascada de sefializacion en respuesta a la estimulacion de patdgenos [208]. Segun

Elfeil et al. [209] el papel de TLR3 involucrado en la mediacion de la sefializacion a través de



la molécula adaptadora que contiene el dominio TIR-1 (TICAM-1), que considera la proteina
adaptadora TLR-3, conduce a la activacion de una cascada de moduladores inmunitarios que
incluyen el factor regulador de interferon-11l, los factores de transcripcion, el factor nuclear-
kB y la proteina activadora-l, que es seguida por una produccion de citocinas especificas,
mientras que, TLR9 es un receptor intracelular que reconoce ADN CpG no metilado que se
origina de los genomas de bacterias, virus de ADN, virus de ADN propio generado en
condiciones patoldgicas [210]. Asimismo, la catepsina D posee una amplia especificidad de
enlace peptidico similar a la pepsina y estd involucrada en diversas vias metabdlicas y
fisioldgicas, incluyendo la protedlisis catabodlica intracelular [211]. En peces, pocos estudios

se han realizado sobre la funcién de la catepsina D en el sistema inmunitario [212].

Desafortunadamente, los estudios sobre el dafio causado por el Pb a los tejidos linfoides
asociados a las mucosas son todavia escasos. Teniendo en cuenta todas estas consideraciones,
el objetivo del presente estudio fue evaluar la respuesta inmunitaria del MALT de la trucha
arcoiris a través de la deteccion de alteraciones en la expresion y correlaciéon de los genes
igm, igt, tIr3, tIr9 y ctsD asociados a intestino, piel y branquias. Para ello, ejemplares de
trucha fueron sometidos a una dieta no suplementada y suplementada con dos
concentraciones de plomo durante 21 dias. Ademas, este estudio también evaluo el uso de
estos genes como potenciales biomarcadores de la primera linea de defensa. Los hallazgos de
este trabajo de investigacion podrian contribuir a una mejor comprension del papel
inmunolégico del MALT en los peces, la conservacion de la acuicultura y la seguridad

nutricional de la poblacion.
3. Materiales y Métodos.

3.1. Cuidado y mantenimiento de los peces.

Setenta y dos ejemplares (160 g +/- 10) de trucha arcoiris, obtenidos de un criadero
local (Parque Nacional El Cajas, Cuenca, Ecuador), se mantuvieron en tanques de 750 L y se
alimentaron con una dieta comercial (S-400) a una tasa del 3%, directamente proporcional a
la biomasa total generada durante al menos 15 dias antes de iniciar el experimento. Los
animales se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 horas de luz a 12 horas de oscuridad y a
una temperatura de 4°C. Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Universidad de Murcia (Espafia) y analizados en el Laboratorio
Biomolecular de O&U (Ecuador).



3.2. Preparacion del pienso y exposicion al plomo.

Para los tratamientos experimentales se utilizo una dieta comercial estandar para trucha
(S-400). La suplementacion se realizd con S-400 mezclado con aceite Omega 3 (Nature's
Life®) y polvo metalico de plomo (TMMEDIA®), obteniéndose tres dietas suplementadas: i)
Dieta control (dieta con 0 mg de plomo kg™); ii) Dieta 120 (dieta con 120 mg de plomo kg™),
y iii) Dieta 240 (dieta con 240 mg de plomo kg™). Los peces fueron seleccionados aleatoria y
posteriormente divididos en seis tanques (12 peces en cada tanque, 750 L). De esta manera,
se establecieron tres grupos experimentales por duplicado de la siguiente manera: i) Grupo no
expuesto (control) alimentado con dieta con 0 mg de plomo kg?; ii) Expuesto a 120 mg de
plomo kg?; y iii) Expuesto a 240 mg de plomo kg™. Los animales fueron alimentados con
dietas experimentales a una tasa del 3% durante todo el experimento. Los animales fueron
mantenidos con las mismas condiciones de fotoperiodo y temperatura que se describen en la

Seccion 4.1.
3.3. Toma de muestras.

Se tomaron muestras de tres ejemplares de cada tanque después de 15 y 21 dias de
prueba, estableciendo una N de 6 por grupo. Se dejaron en ayunas durante 24 horas antes del
muestreo y después de la administracion de aceite de clavo (20 mg L%, Eufar®), se
sacrificaron. Se recolectaron muestras de intestino, piel y branquias de todos los especimenes
mediante diseccion en un tubo Eppendorf libre de ARNasas. Estos tejidos se almacenaron a -

80 °C y se enviaron al laboratorio para su posterior analisis de expresion génica.
3.4. Lisis tisular y aislamiento de ARN.

Para la lisis tisular y la extraccion de ARN se utilizé el sistema de aislamiento de ARN
total SV de Promega, por lo que se transfiri6 1 mL de tampon de lisis de ARN (con BME
afiadido) al tubo al que se agregara la muestra de tejido. Se utilizaron pipetas y guantes libres
de ARNasa para reducir la contaminacion por ARNasa. El tejido de interés se agregd al tubo
que contenia el tampdn de lisis de ARN. El tejido se homogeneizé a alta velocidad con un
homogeneizador Gemmy Modelo VRN-200 hasta no tener fragmentos visibles de tejido. Para
la lisis de intestino y piel se establecié un tiempo de 50 min, mientras que para la lisis de las
branquias se establecié 60 min por ser un tejido méas grueso. La masa del tejido se calculd
restando el peso obtenido del tubo que contenia el buffer de lisis de ARN (previamente



pesado), obteniendo una relacion entre la masa del tejido y el buffer de lisis de ARN que fue
de 169 mg mL™. Se tomaron 175 pL del lisado de tejido y se afiadieron 350 pL de buffer de
dilucion de ARN. Después de mezclar, se sometio a 70°C con la ayuda de un bafio de agua
WNB 14 Memmert durante 3 minutos y se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos.

La extraccion de ARN se realiz6 segun el protocolo del fabricante. Un microgramo de
ARN total se traté con DNAsa | para eliminar el ADN gendmico. La concentracion y pureza
del ARN (260/280 y 260/230) se cuantifico mediante un espectrofotometro NanoDrop™ ND-
2000 (Thermo Fisher Scientific).

3.5. Retrotranscripcion del ARN total a ADNCc.

La retrotranscripcion del acido ribonucleico (ARN) purificado (1 pg) se llevo a cabo
utilizando el kit ipsogen® RT Handbook siguiendo los pasos que se indican a continuacion,
se incubo a 65 °C en un bafio de agua WNB 14 Memmert durante 5 min, luego se dejé enfriar
durante 5 min y luego se centrifugé durante 1 min a 12.000 x g, se mantuvo en hielo. Se
procedié a adicionar 15 pL de premezcla de transcripcién reversa compuesta por los
siguientes 5 pL de buffer 5x, 2 uL de dNTPs (10 mM cada uno), 5.25 de Random nonameros
(100 pM), 0.5 pL de inhibidor de ARNasa (40 U uL™), 1 pL de la enzima Transcriptasa
reversa (200 U pL') y 1.25 pL de DTT, segun lo indicado por el fabricante. La reaccion de
transcripcion reversa se realizd durante 1 h 20 min, en un Termociclador SimpliAmp. El
ADNCc asi obtenido se almacend a -20 °C en espera de su analisis mediante una reaccion de

PCR cuantitativa en tiempo real.
3.6. Disefio y Eficiencia de Primers.

Los cebadores fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies™ (lowa, Estados
Unidos) representada por Ascarbi Biosystems (Quito, Ecuador). El kit de extraccion de ARN
fue adquirido de Ascarbi Biosystems. Los cebadores seleccionados se obtuvieron de la
revision cientifica y se confirmaron en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
Todos los pares de cebadores utilizados en qPCR fueron graduados y las eficiencias
estuvieron entre el 92 y el 105% (Tabla 8). Se optimizaron tanto en temperatura como en
concentracion. Las temperaturas probadas fueron 55, 58 y 61 °C, y las concentraciones (250,

375, 500 y 625 nM) se probaron con PCR en tiempo real utilizando SYBR green con 50 ng de



ADNCc, la especificidad de los productos de cada par de cebadores también se validé ya que

solo un pico estaba presente en el andlisis de la curva de fusion.

3.7. Andlisis cuantitativo en tiempo real (RT-qPCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real se llevo
para analisis de expresion génica la misma se realizo utilizando el termociclador Applied
Biosystems 7500 después de la sintesis de ADNc de genes en el intestino, la piel y las
branquias. La mezcla de reaccion estaba compuesta por 10 uL de SYBR, 1 pL de ADNc, 0.6
ML de cebadores directos e inversos, respectivamente, y se afiadieron 7 pL de agua ultrapura
(Invitrogen) hasta un volumen final de 19.2 pL. Los ensayos se realizaron en una placa de 96
pocillos en condiciones de predesnaturalizacién a 95 °C durante 5 minutos, seguido de 35
ciclos de 95 °C durante 30 segundos, 55 °C durante 30 segundos y 72 °C durante 30
segundos, con una extension final a 72 °C durante 10 minutos.

Table 8. Primers usados para (RT-qPCR).

Gen élgrr]ewatura Primers (F: cebador directo, R: cebador inverso) Eficiencia ~ Genbank

. . F: ATGGAAGATGAAATCGCCGC
3eta-actina R-actin R: CGACATGGAGAAGATCTGGCA 99% AJ438158

. . F: AAGAAAGCCTACAAGAGGGAGA
Inmunoglobulina M igm R: CGTCAACAAGCCAAGCCACTA 98% S63348.1

. . F: CAACACTGACTGGAACAACAAGGT
Inmunoglobulina T igt R: CGTCAGTGGTTCTGTTTTGGA 95% AY870266.1

F: AGCCCTTTGCTGCCTTACA

R: GTCTTCAGGTCATTTTTGGACACG
F: TCTTCATAGAGCTGAAGAGGCCTCA
R: GTTCCCACTGAGGAGAAGTGTTTT

Receptor tipo toll 3 thr3 96% NM_001124578.1

Receptor tipo toll 9 tlr9 105% NM_001129991

3.8. Andlisis estadistico.

Todas las mediciones se realizaron en tres replicas, empleamos la técnica RT-gPCR
para evaluar la expresion génica de los genes igm, igt, ctsD, tIr3 y tIr9 en varios tejidos
(intestino, piel y branquias) de trucha arcoiris, expuesta a una dieta con Pb en
concentraciones de 0, 120 y 240 mg kg dieta™ durante periodos de 15 y 21 dias. El gen R-
actin se utilizé6 como gen de mantenimiento (housekeeping). Los niveles de expresion se
analizaron utilizando el método AACt (2(-AACt)), lo que permitid una comparacion en
condiciones experimentales especificas, como se describi6. Empleamos un ANOVA de dos

factores utilizando el software GraphPad Prism para comparar los valores de cambio de la



expresion de cada gen, con un nivel de significancia establecido en p < 0,05. Los datos se

representan como la media aritmética acompafiada del error estandar de la media (S.E.M.).

4. Resultados.

4.1. Expresion de genes.

Se estudio la expresion de los genes igm, igt, ctsD, tIr3 y tIr9 en varios tejidos del
MALT de truchas arcoiris (intestino, piel y branquias) expuestas a una dieta con Pb en
concentraciones de 0 (control, no expuestos), 120 y 240 mg kg dieta durante 21 dias.

4.1.1. Expresion de genes evaluados en intestino.

En el intestino, la expresion de los genes igm, igt y ctsD mostr6 una disminucion en los
peces expuestos a concentraciones de 120 y 240 mg kg dieta™ en comparacion con los peces
no expuestos a los 15 dias. Curiosamente, los peces expuestos a concentraciones de 120 y
240 mg de Pb kg dieta mostraron una sobreexpresion de los genes igm, igt y ctsD, a los 21
dias, en comparacion con los peces no expuestos (Figuras 11A, 11B y 11C). Por otro lado, a
los 15 dias de experimentacion, la expresion del gen tlr3 registrd una sobreexpresion en peces
expuestos a la concentracion de 120 mg de Pb kg dieta en comparacion con los peces no
expuestos y los peces alimentados con una dieta con Pb de 240 mg kg dieta™. Sin embargo, a
los 21 dias se observé una sobreexpresion del gen tlr3 en los peces expuestos a la
concentracion de Pb mas alta (dieta 240) en comparacion con los niveles de expresion
obtenidas de este gen en los peces no expuestos y los peces expuestos a 120 mg kg dieta™
(Figura 11D). En el caso del gen tIr9, a los 15 y 21 dias, los niveles de expresion de este gen
se encontraron sobreexpresados en los peces expuestos a la concentracion de 120 y 240 mg
kg dieta en comparacion con los niveles de expresion observadas en los peces no expuestos
(Figura 11E).
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Figura 11. Expresion de genes: A) inmunoglobulina M (igm); B) inmunoglobulina T (igt); C) catepsina D
(ctsD); D) receptor tipo toll 3 (tIr3); y E) receptor tipo toll 9 (tIr9); en el intestino de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas con dieta con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta™ a
los 15 y 21 dias. Los datos se representan como la media + error estandar de la media (S.E.M.). Las letras
indican variaciones significativas entre los grupos experimentales para un tiempo determinado, mientras que los
asteriscos indican diferencias significativas dentro de cada grupo experimental en relacién con el tiempo. Los
niveles de expresion génica se normalizaron utilizando el gen de mantenimiento R-actina. Se realiz6 un
ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post-hoc de Tukey para evaluar los efectos de las concentraciones y
el tiempo en cada grupo experimental (n = 6). La significacidn estadistica se estableci6 en p < 0,05.

Considerando el factor tiempo, se observé niveles de expresion incrementados de los
genes igm, igt y ctsD en los peces expuestos a la concentracion de 120 y 240 mg kg dieta™
(Figuras 11A, 11B y 11C). En el caso del gen tIr3, el nivel de expresion disminuyd en peces
expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta™, mientras que, una sobreexpresion en peces
no expuestos fue observada entre 15 y 21 dias (Figura 11D). Los niveles de expresion del
gen tIr9 mostraron una sobreexpresion en los peces expuestos a 120 y 240 mg kg de dieta™
sin embargo, los niveles de expresion en los peces no expuestos disminuyeron a lo largo del

tiempo (Figura 11E).



4.1.2. Expresion de genes evaluados en la piel.

Los niveles de expresion del gen igm en la piel de la trucha arcoiris mostré una
sobreexpresion en los peces expuestos a la concentracion mas alta (240 mg kg dieta®), a los
15 dias, en comparacion con los peces no expuestos. Por el contrario, se observd una
disminucion de los niveles de expresion de gen igm en los peces expuestos a la concentracion
de 120 mg kg dieta comparado con los peces no expuestos y peces expuestos a la dieta 240
mg kg dieta™. A los 21 dias, se observo una reduccion en los niveles de expresion del gen igm
en los peces expuestos a la concentracion de 240 mg kg de dieta en comparacion con los
peces no expuestos y los peces expuestos a la concentracion méas baja de Pb (dieta 120)
(Figura 12A). En el caso de los niveles de expresion del gen igt, se observo una disminucion
en todos los grupos experimentales a los 15 dias. Contrariamente, se observo una
sobreexpresion a los 21 dias en los peces expuestos a las concentraciones 120 y 240 mg kg de
dieta en comparacion con la expresion obtenida en la piel de los peces no expuestos la cual
estuvo disminuida (Figura 12B). Ademas, a los 15 y 21 dias del ensayo, la expresion del gen
ctsD mostrd una sobreexpresion en sus niveles en los peces alimentados con Pb (dietas de
120 y 240) en comparacion a los peces no expuestos (Figura 12C). Por otro lado, los niveles
de expresion de los genes tlr3 y tIr9 mostré una disminucién en todos los grupos
experimentales a los 15 dias de recorrido. Sin embargo, a los 21 dias, se observd una
sobreexpresion de los niveles de tIr3 y tIr9 en los peces alimentados con ambas

concentraciones de Pb en comparacidn con los peces no expuestos (Figuras 12D y 12E).
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Figura 12. Expresion de genes: A) inmunoglobulina M (igm); B) inmunoglobulina T (igt); C) catepsina D
(ctsD); D) receptor tipo toll 3 (tIr3); y E) receptor tipo toll 9 (tIr9); en la piel de truchas arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) alimentadas con dieta con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta™ a los 15 y 21 dias.
Los datos se representan como la media + error estandar de la media (S.E.M.). Las letras indican variaciones
significativas entre los grupos experimentales para un tiempo determinado, mientras que los asteriscos indican
diferencias significativas dentro de cada grupo experimental en relacion con el tiempo. Los niveles de expresion
génica se normalizaron utilizando el gen de mantenimiento B-actina. Se realiz6 un ANOVA de dos vias, seguido
de la prueba post-hoc de Tukey para evaluar los efectos del tratamiento y el tiempo en cada grupo experimental
(n = 6). La significacion estadistica se establecié en p <0,05.

Considerando el factor tiempo, se observé una reduccién de la expresion del gen igm en
peces No expuestos y peces expuestos a la concentracion de 240 mg de Pb kg dieta™®, mientras
que, se observd una sobreexpresidn en peces expuestos a concentraciones de 120 mg de Pb
kg dieta (Figura 12A). En cuanto a los niveles de expresion de los genes igt, tIr3 y tir9,
estos mostraron una sobreexpresion en peces expuestos a ambas concentraciones de Pb entre
15 y 21 dias (Figuras 12B, 12D y 12E). Los resultados del gen ctsD en peces expuestos a
ambas concentraciones de Pb mostraron una reduccion de la expresion en funcion del tiempo
(Figura 12C). En el caso de los genes ctsD, tIr3 y tIr9, estos mostraron un incremento en sus

niveles de expresion entre 15 y 21 dias en peces no expuestos (Figuras 12C, 12D y 12E).



4.1.3. Expresion de genes evaluados en las branquias.

Los niveles de expresion del gen igm mostré un incremento en la expresion en peces
expuestos a ambas concentraciones de Pb a los 15 dias del experimento en comparacion a los
niveles de expresion que mostraron los peces no expuestos. Por el contrario, a los 21 dias del
ensayo, se observo una disminucion de los niveles de expresién de igm en los peces
alimentados con las dietas 120 y 240 mg de Pb kg dieta en comparacion a los peces no
expuestos (Figura 13A). A 15 dias, se observd una sobreexpresion de los niveles de
expresion de genes igt, ctsD, tIr3 y tIr9 en peces expuestos a ambas concentraciones de Pb
(dieta 120 y 240) en comparacion con los peces no expuestos. Sin embargo, se observo una
disminucion en la expresion de igt, tIr3 y tir9 en los peces expuestos a ambas concentraciones
de Pb a los 21 dias del experimento (Figuras 13B, 13D y 13E) comparado con los peces no
expuestos. Por otro lado, a los 21 dias de recorrido los niveles de expresion del gen ctsD

disminuyo en todos los grupos experimentales. (Figura 13C).

Considerando el factor tiempo, lo niveles de expresion del gen igm, igt, tlr3 y tIr9
mostraron una disminucién en los peces alimentados con dietas 120 y 240 mg de Pb kg dieta
! (Figuras 13 A, 13B, 13D y 13E). Por otra parte, se observo una disminucion de los niveles
de expresion del gen ctsD en todos los grupos experimentales a lo largo del tiempo (Figura
13C).
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Figura 13. Expresion de genes: A) inmunoglobulina M (igm); B) inmunoglobulina T (igt); C) catepsina D
(ctsD); D) receptor tipo toll 3 (tlr3); y E) receptor tipo toll 9 (tIr9); en las branquias de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) alimentadas con dieta con 0 (no expuestas, grupo control), 120 y 240 mg Pb kg dieta™ a
los 15 y 21 dias. Los datos se representan como la media * error estdndar de la media (S.E.M.). Las letras
indican variaciones significativas entre los grupos experimentales para un tiempo determinado, mientras que los
asteriscos indican diferencias significativas dentro de cada grupo experimental en relacién con el tiempo. Los
niveles de expresién génica se normalizaron utilizando el gen de mantenimiento R-actina. Se realiz6 un
ANOVA de dos vias, seguido de la prueba post-hoc de Tukey para evaluar los efectos del tratamiento y el
tiempo en cada grupo experimental (n = 6). La significacion estadistica se estableci6 en p < 0,05.

4.2. Correlacion genética.

4.2.1 Correlacion de la expresion de genes evaluados en el intestino.

La correlacion de genes en el intestino de la trucha arcoiris (Tabla 9) evidencié que
la dieta con Pb esta correlacionada negativamente con la expresion de los genes igm e igt.
Por el contrario, se observd una correlacion positiva entre la expresion del gen ctsD y la
dieta con Pb. Por otro lado, se mostraron correlaciones positivas significativas entre la dieta
de Pb con la expresion de los genes tIr3 y tIr9. El factor tiempo mostré una correlacion
positiva significativa con la expresion de los genes igm, igt, ctsD y tlr9. Curiosamente, se
mostré una correlacion negativa en la expresion del gen tIr3 con el tiempo. Se mostraron
correlaciones positivas significativas entre la expresion de los genes igm con igt y ctsD.
Ademas, la expresion del gen igm mostré una correlacion negativa con la del gen tlr3,
mientras que se observd una correlacion positiva con el gen tIr9. En el caso del gen igt, se

mostraron correlaciones positivas significativas con la expresion de los genes ctsD y tlr9.



Por el contrario, se observaron correlaciones negativas entre la expresion de los genes igt y
tlr3. La expresion del gen ctsD mostro una correlacidn positiva con el gen tlr9, mientras que
se correlaciono negativamente con el gen tlr3. Por otro lado, la expresion de los genes tIr3 'y

tlr9 mostraron una correlacion positiva.



Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) para parametros relacionados con el intestino en

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) después de 15 y 21 dias de exposicion a 120 mg y 240 mg kg™ de dieta.

La tabla presenta los coeficientes de correlacion, acompafiados de intervalos de confianza. Los niveles de

significancia se indican como *p < 0,05.

Variable Pb-dieta igm igt ctsD tir3 thr9 Tiempo
1. Pb-dieta 1
2.igm -.29
[-.56, .05]
3.igt -12 61**
[-.43,.22] [.35,.78]
4. ctsD .16 37* S57**
[-.17,.47] [.05,.62] [.30, .76]
5. tIr3 56%* -19 -.05 -.03
[.29, .75] [-.49,.15] [-.37,.28] [-.36,.30]
6. tlr9 62** .16 A1* S1** 27
[.37,.79] [-.18, .46] [.10, .65] [.22,.72] [-.06, .55]
7. Tiempo .00 A49** B7** .60** -.20 41*
[-.33,.33] [.19,.71] [.44, .82] [.34,.78] [-.50,.14] [.10, .65] 1

Dieta con plomo (Pb-dieta), inmunoglobulina M (igm), inmunoglobulina T (igt), catepsina D (ctsD), receptor
tipo toll 3 (tIr3) y receptor tipo toll 9 (tIr9), tiempo.

4.2.2. Correlacion de la expresion de genes evaluados en la piel.

La piel de la trucha arcoiris mostrd correlaciones positivas significativas entre la dieta

con Pb y los genes igm, igt y ctsD. Sin embargo, los genes tIr3 y tIr9 se correlacionaron

negativamente a la dieta con Pb. Por otro lado, los genes igm y ctsD mostraron una

correlacion negativa a con el factor tiempo. Sin embargo, el factor tiempo tuvo correlaciones

positivas significativas con los genes igt, tIr3 y tIr9. Considerando la expresion del gen igm,

este mostrd correlaciones negativas con los genes igt, tir3 y tIr9. Por el contrario, la expresion

del gen igm mostré correlacion positiva con ctsD. La expresion de igt se correlaciond

positivamente con ctsD, mientras que, se observaron correlaciones positivas significativas

con los genes tlr3 y tIr9. En el caso del gen ctsD, este mostré una correlacion negativa con el

gen tlr3 y una correlacion negativa significativa con el gen tIr9. Ademas, la expresion de los

genes tIr3 y tIr9 mostraron una correlacion positiva entre si (Figura 14).
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Figura 14. Mapa de calor que ilustra las correlaciones entre dieta con plomo (Pb-dieta); inmunoglobulina M
(igm; inmunoglobulina T (igt); catepsina D (ctsD); receptor tipo toll 3 (tlr3); receptor tipo toll 9 (tlr9); y tiempo
en las muestras de piel de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) alimentada con dieta con 0 (no expuesta, grupo
control), 120 y 240 mg Pb kg dieta® a los 15 y 21 dias. El gradiente de color representa los niveles de
correlacion genética, asociados con los valores méas altos mostrados en azul y los valores mas bajos en rojo
oscuro. El gréafico se generd utilizando agrupamiento jerarquico (método ‘ward.D") para ordenar las variables,
con un nivel de significancia de p < 0,05.

4.2.3. Correlacion de la expresion de genes evaluados en las branquias.

En las branquias de la trucha arcoiris se observd que la dieta con Pb esta correlacionada
positivamente con la expresion de los genes ctsD vy tIr3. Por otro lado, la dieta con plomo se
correlaciona de forma negativa con los genes igm, igt, y tlr9. El factor tiempo mostrd
correlaciones negativas significativas con los genes igm, igt, ctsD, tIr3 y tIr9. Ademas, igm
mostré correlacion positiva con igt, mientras que con ctsD, tlr3 y tIr9 las correlaciones
positivas fueron significativas. Asi, igt mostrd correlacion positiva significativa con ctsD, tIr3
y tIr9. Igualmente, en el caso de ctsD, mostrd correlacion positiva significativa con tlr3 y
tlr9. Finalmente, una correlacion positiva significativa se vio entre el gen tlr3 y tIr9 (Tabla
10).
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Tabla 10. Coeficientes de correlacidn de Pearson (r) para parametros relacionados con las branquias en

trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) después de 15y 21 dias de exposicion a 120 mg y 240 mg kg dieta™. La

tabla presenta los coeficientes de correlacion, acompafiados de intervalos de confianza. Los niveles de

significancia se indican como asterisco (p < 0,05).

Variable Pb-dieta igt tir3 tIr9 Tiempo
1. Pb-dieta 1
.igm -.00
[-.33,.33]
. igt -.16
[-.46, .18]
. ctsD 21 62**
[-.12, 51] [.37,.79]
] A7 H52**
[-.16, .48] [.23,.73]
L tr9 -.15 .39* B53**
[-.45, .19] [.08, .64] [.25,.73]
. tiempo .00 -.59** -.63** -.53**
[-.33, .33] [-.77, -.32] [-.79,-.38] [-73,-24] 1

Dieta con plomo (Pb-dieta), inmunoglobulina M (igm), inmunoglobulina T (igt), catepsina D (ctsD), receptor
tipo toll 3 (tr3) y receptor tipo toll 9 (tIr9), tiempo.



4. DISCUSION.






La presente Tesis Doctoral pretende avanzar en el conocimiento de los efectos toxicos
del Pb en trucha arcoiris por ser un pez de interés comercial, ampliamente valorada tanto por
su aporte nutricional como por su relevancia en la acuicultura. Durante el desarrollo
experimental, se han estudiado dos aspectos principales de dafio inducido por la exposicion al
Pb: las alteraciones metabdlicas, que afectan procesos hematoldgicos y biogquimicos
esenciales, la funcidén hepética y la capacidad antioxidante y, por otro lado, los dafios
geneéticos, que comprometen la integridad del ADN vy alteran la expresion de genes
relacionados con la desintoxicacion celular, la inflamacion y la respuesta inmunitaria. Estos
hallazgos buscan favorecer no solo al entendimiento de los mecanismos de toxicidad del
plomo en organismos acuaticos, sino también a la generacion de estrategias para mitigar su
impacto en la salud de los peces y en la seguridad alimentaria humana, promoviendo

practicas sostenibles.
4.1. Hematologia.

Los indicadores hematolégicos muestran el estado de salud y las condiciones
patoldgicas de los peces, ademas de la calidad del agua, estos indicadores son: glébulos rojos
(GR), glébulos blancos (GB), hemoglobina (Hb), hematocrito (Hto), factores hematoldgicos
como hemoglobina celular media (MCH), volumen celular medio (MCV) y concentracion
media de hemoglobina celular (MCHC) [213]. En este estudio, se observaron cambios en la
trucha arcoiris en parametros hematologicos después de la exposicion al Pb, el tiempo de 21
dias mostrd una disminucién en los valores de GR, Hb y Hct en peces no expuestos y peces
expuestos a la concentracion de 120 mg kg dieta®. Nuestros resultados concuerdan con los
datos de Mohammadian et al. [178] donde la exposicién a Pb indujo una reduccion tolerable
en los globulos rojos de trucha arcoiris. De hecho, los peces expuestos cronicamente al Pb
tuvieron anemia producto de esta exposicién. Por otro lado, los cambios en los parametros
sanguineos de los peces también son indicadores informativos de la respuesta sistémica al
estrés externo [5,15]. Esto puede sugerir que a mayor concentracion del Pb y a mayor paso de
los dias, la trucha arcoiris se intoxica de forma mas rapida. Por lo tanto, la disminucién en el
nivel de Hb y Hct puede ser un indicador de anemia conjuntamente con inhibicion de la
eritropoyesis en el tejido hematopoyético [214]. Ahmed et al. [165] consideran que estas
variaciones pueden deberse a que el Pb afecta la capacidad de transporte de oxigeno de la

sangre afectando los niveles de Hb y Hct de diferentes maneras dependiendo de la especie y



la duracion de la exposicion. Ucar et al. [215] indicaron que el estado anémico de los peces
también puede ser efectivo en el aumento de los niveles de MCV y MCH, lo que concuerda
con nuestros resultados ya que los peces expuestos a 240 mg kg dieta® en el grupo
experimental de 21 dias mostraron un aumento en el valor de MCV, asi como un aumento en
el valor de MCHC en los peces expuestos a 120 mg kg dieta™ a los 15 dias de recorrido. En
este estudio la dieta con Pb mostré un aumento en GB, concordando con Palikova et al. [216]
donde utilizaron un metal analogo como lo es el arsénico, obteniendo un recuento total de
leucocitos en trucha arcoiris aumentando notablemente después de 30 dias del experimento.
En estudios tempranos, el cobre (Cu) también caus6 un aumento estadisticamente
significativo en el nivel de GB de trucha arcoiris [217]. Sugerimos que el aumento en el GB
es un indicador de defensa de la trucha arcoiris contra el Pb. Dado que la disminucion de
estos globulos puede estar relacionada con trastornos o infecciones desarrolladas en los

tejidos hematoldgicos e indican inmunosupresion del sistema inmunitario [218].
4.2. Bioquimica.

La GLU esta considerada como monosacarido biolégico mas importante, ademas de ser
una fuente de energia privilegiada o Gnica para muchos tipos de células [219]. Los niveles de
GLU en sangre se pueden utilizar como un biomarcador de estrés en teledsteos [220]. En este
estudio, la exposicion de la trucha arcoiris a la dieta con Pb mostré a los 15 dias aumento
significativamente los valores de GLU, mientras que en el grupo de 21 dias disminuyd. Esto
difiere de los estudios realizados por Stankeviéiaité et al. [157] donde el nivel de GLU en
trucha arcoiris disminuyo en los primeros dias de exposicién (1, 4, 7 y 14 dias). Por otro lado,
el comportamiento de la GLU en este estudio fue similar en comparacion con estudios
previos, donde la disminucién de la glucosa es muy probablemente el resultado de la
retencion de alimento durante la aclimatacion y la experimentacion dando el agotamiento de
las reservas de energia [221]. Nuestros resultados concuerdan con estudios donde el zinc
redujo de forma severa los niveles de GLU de trucha arcoiris en los primeros 7 dias de
experimento, aumentando sus niveles significativamente después de 15 dias [222]. Elbeshti et
al. [168] concluyeron en bagre que, el cadmio (Cd) también afecta los niveles de GLU de los
peces. Se ha demostrado que la exposicion al Cd al igual que el Pb provoca que los niveles de
GLU en la trucha arcoiris aumenten. Un incremento en los valores de COL en peces
expuestos a la dieta de 120 mg kg dieta® se vio marcado. Este comportamiento se mantuvo

durante 15y 21 dias de exposicion al Pb. La alteracion en los niveles de COL podria deberse



a los efectos nocivos del Pb sobre la membrana celular y a elevados niveles de estrés [223],
ya que el Pb activa la oxidacién de lipidos en la membrana. Esto concuerda con estudios
experimentados con hierro, que han mostrado alteraciones en las caracteristicas fisicas de la
membrana celular; ademés de estimular el potencial oxidante de las ROS. Por lo tanto,
sugerimos que el incremento en los niveles de COL son buenos indicadores de estrés
ambiental en peces [7,42]. Por otro lado, en este estudio, los valores aumentados de BILT,
BILD y TGO estan relacionados con la hepatotoxicidad. Esto concuerda con el estudio de
Ullah et al. [224] realizado en mahseer donde el nivel de BILT aumenté debido a la
bioacumulaciéon de Pb. La exposicion prolongada de los peces a metales pesados puede
causar la muerte al obstaculizar las actividades de TGO y TGP [225]. Por lo tanto, la trucha
arcoiris mostr6 un comportamiento propio en términos de enzimas transaminasas,
aumentando y disminuyendo los valores de TGP. Fazio et al. [220] reportaron resultados
similares a los obtenidos en este estudio sugiriendo que el aumento de los niveles de TGP en
trucha arcoiris es significativo para determinar los niveles de dafio en el tejido hepatico y las
funciones celulares. Esto concuerde con Annamalai et al. [226] donde informaron lesidn
celular hepatica por niveles de TGO y TGP aumentados en bagre en el transcurso de siete
dias de exposicion a MP. Nuestros resultados sugieren que el Pb causd una funcion hepética
anormal en la trucha, especialmente en el comportamiento de sus transaminasas. Estos
biomarcadores podrian analizarse en futuras investigaciones ya que son necesarios nuevos

estudios para comprender de mejor forma su actividad protectora.
4.3. Expresion de genes.

Se ha documentado que los MTs son moléculas quelantes de metales que previenen el
desequilibrio de los sistemas antioxidantes y, en consecuencia, la peroxidacion lipidica [227].
Por otro lado, la superfamilia de genes CYP al igual que las MTs esta involucrada en la
desintoxicacion de sustancias quimicas exdgenas como los son los MP [228]. Este estudio
muestra una sobreexpresion de los genes mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27 en el
higado de trucha arcoiris. Estos resultados no concuerdan con los observados en otros
estudios como, por ejemplo, Santos et al. [229] reportaron en trucha arcoiris una represion
significativa de los genes implicados en la desintoxicacion (gst, mtl y mt2). Shekh et al. [230]
reportaron una expresion disminuida de mt-a y mt-b, ademas, del hecho de que el Pb es un
potente inhibidor de las enzimas CYP al promover la conversion de CYP a su forma inactiva,

suprimiendo la expresion del gen CYP vy la actividad catalitica de cypla [231]. Yang et al.



[232] también reportaron una disminucion en la expresion de cypla, cyp2aal, cyp2aa2,
cyp2k6, cyp2kl18, cyp2y3, cyp3a65, cyp3cl y cyp3cd en pez cebra. Sin embargo, se han
obtenido diferentes resultados en otras especies. Por ejemplo, el tratamiento con 25 uM de
Pb2+ provoco una elevacion de cypla en el pez cebra, mientras que la adicion de 50 uM de
Pb2+ aumentdé ain mas los valores de cypla [233]. Por otro lado, se encontraron
correlaciones positivas entre la dieta con Pb y la expresion de mt-a y mt-b, lo que apunta un
papel de desintoxicacion activo. Una correlacion significativa de la dieta con Pb con cypla,
cyp2kl y cyp2ml fue obtenida sugiriendo cambios metabdlicos mas amplios, indicando

respuestas de estrés activadas por la dieta con Pb.
4.4. Citoquinas.

La familia IL es una parte esencial de las citoquinas que participan en la mediacion de
la enfermedad inflamatoria [234]. Las citoquinas proinflamatorias, secretadas al comienzo de
una respuesta inflamatoria, incluyen las interleucinas il-1, il-6, il-8 y tnf-a [235], que estan
involucradas en el dolor patolégico; mientras que las citoquinas antiinflamatorias como el
antagonista del receptor il-1, il-4, il-10, il-11 e il-13 se producen para controlar las acciones
de las citoquinas proinflamatorias [236]. En este estudio, il-21, tnf-a, inf-1 e il-6, analizados
en el bazo y RC en trucha arcoiris mostraron una sobreexpresion como respuesta al aumento
de la concentracion de Pb y el paso de los dias. Asi, resultados similares en carpa fueron
reportados por Zhang et al. [237] donde il-21 muestra la capacidad de inducir la expresion de
varias citoquinas, incluyendo ifn-y, i/-10, il-6, tnf -a e il-14, indicando el efecto pleiotropico
de il-21 en la inmunidad. Ademas, Zhang et al. [238] atribuyeron que el uso de Cd en la carpa
provocd un aumento de il-6. Estudios futuros deberian analizar la respuesta de la trucha
arcoiris a las 72 horas después de la exposicion al Pb ya que, Wang et al. [239] reportaron
que IL-21 estimulada por la actividad de MP induce una rapida y duradera respuesta (4-72 h)
de la expresion de ifn-g, il-10 e il-22 en las células de trucha arcoiris, pero tiene pocos efectos
sobre la expresion de otras citoquinas estudiadas. Nuestra investigacién descubre relaciones
intrincadas entre la exposicion a la dieta con Pb y la correlacion con genes en el bazo y el RC
de la trucha arcoiris. Las correlaciones observadas en bazo y RC evidencian una correlacion
positiva de los genes il-21, tnf-a, inf-1 e il-6 con la dieta con Pb, sugiriendo mecanismos
potenciales del impacto toxicoldgico del Pb. Especificamente, tnf-a, que es conocido por su
papel en la inflamacidén y la respuesta inmunitaria se correlaciona positivamente no solo con

la dieta con Pb sino también con il-21. Esta interaccion intrincada podria sugerir una



respuesta inmunitaria orquestada a la toxicidad del Pb. Ademas, el factor tiempo también se
correlacioné significativamente de manera positiva con varios genes, lo que podria sugerir

que a corto y a largo plazo contribuyen a los cambios en la expresion genética.

4.5. Tejido linfoide asociado a mucosas (MALT).

El sistema inmunoldgico mucoso de los vertebrados reiine una amplia gama exclusiva
de células y moléculas inmunitarias innatas y adaptativas (biolégicamente activas) que actuan
en conjunto para proteger al huésped contra patdgenos y/o estresores. Asi, un componente
importante del tejido linfoide esta asociado con el moco, formando el MALT [186]. El
MALT en los peces esta compuesto principalmente por el intestino, la piel y las branquias
que estan continuamente expuestas a patdgenos y contaminantes ambientales. Ademas, la
inmunidad de las mucosas juega un papel de defensa significativa contra los intrusos, ya que
protege al cuerpo del primer contacto con los antigenos [203]. Este estudio se centr6 en el Pb
consumido mediante la dieta por estar menos estudiado que el Pb transmitido por el agua
[240]. Por otro lado, existe un creciente interés en comprender las respuestas inmunitarias
provocadas por la exposicion al Pb en varias especies como trucha arcoiris. Sin embargo,
hasta la fecha, existe informacion limitada sobre el comportamiento de genes como igm, igt,

ctsD, tIr3 y tIr9 ante dicha exposicion en el intestino, la piel y las branquias.
4.6. Intestino.

El intestino es la ruta mas importante de captacién de MP esenciales en los peces y
parece ocurrir a través de un mecanismo diferente a la captacion de metales branquiales
[241]. En este estudio, se mantuvo a la trucha arcoiris durante 15 (primera vez) y 21 (segunda
vez) dias con una dieta con Pb la disminucion de la expresion del gen igm fue notable durante
la primera exposicion, posteriormente este gen mostré una sobreexpresion a los 21 dias, en
este sentido, posiblemente indicando una respuesta inmunoldgica inicial en el tejido
gastrointestinal de la trucha como mecanismo de defensa contra el Pb. Esto concuerda con el
hecho de que la igm juega un papel relevante en el mantenimiento de la homeostasis de la
microbiota en los sitios mucosos [199]. Ademas, la dieta con Pb correlaciona negativamente
con laigmy la igt, lo que sugiere que la microbiota intestinal juega un papel importante en la
promocion de la digestion y la absorcion, el mantenimiento de las funciones fisioldgicas del
tracto intestinal y la regulacion de la inmunidad [242]. Asimismo, la disminucion de la

expresion de la igt a la concentracion baja (dieta 120) y la sobreexpresion a la concentracion



alta (dieta 240) de Pb podria sugerir supresion inmunitaria. Por esta razon, pensamos que la
igt también puede jugar un papel importante como mecanismo de defensa contra el Pb en el
intestino de la trucha arcoiris. Estos hallazgos estan relacionados directamente con el hecho
de que la igt al ser una slg especializada en la inmunidad de la mucosa se mantiene de forma
activa brindando proteccion en el intestino de la trucha arcoiris frente al Pb [199]. Sin
embargo, la sobreexpresion de igt a los 21 dias considera una respuesta inmunitaria
comprometida con la exposicion prolongada a Pb. Ademas, estos resultados son consistentes
con una alteracion directa de la microbiota intestinal ya que la sigt también tiene funciones en
el control de la homeostasis de la microbiota por las slgs mucosas en teledsteos [243].
Nuestros resultados demostraron que la sobreexpresién en los niveles de ctsD podria estar
relacionada con una respuesta al estrés celular [244]. En este contexto, el comportamiento de
ctsD podria estar dado por la activacion de metaloproteasas contra Pb, lo que coincide con
Cho et al. [245] los cuales reportaron inhibicion de proteasas donde la enzima activadora de
ctsD inducida en el moco de bagres heridos fue reprimida por el efecto toxico de este metal.
En vertebrados, las metaloproteasas, que se expresan o liberan en respuesta a una lesion,
enfermedad o inflamacidn, suelen estar asociadas a la respuesta inmunitaria y la reparacion
tisular. Sin embargo, la metaloproteasa funciona en la defensa de la mucosa intestinal
regulando la actividad de las defensinas [42,43]. Hasta la fecha, varias clases de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR), como los receptores tipo Toll (TLR), han sido
caracterizados por muchas especies, incluidos humanos, roedores, aves y peces teledsteos
[246]. En este nivel, la expresion de los genes tIr3 y tIr9 se sobreexpres6 de manera
significativa, lo que implica el impacto peligroso del Pb en la respuesta inmunitaria innata en
el tejido gastrointestinal. Al mismo tiempo, este hecho podria estar relacionado con el dafio
causado por el Pb a la respuesta primaria de diferenciacion mieloide 88 (MyD88) que es una
proteina adaptadora importante en respuesta a la sefializacion de la microbiota como los
lipopolisacaridos (LPS) responsables de activar varias respuestas inmunitarias en la via de
TLR [247]. Desafortunadamente, no se define en qué medida estos cambios en la expresion

genética interactan directa o indirectamente con el Pb.

4.7. Piel.

En particular, los peces teledsteos representan los vertebrados dseos vivos mas antiguos
que revelan un sistema inmunitario asociado a la piel y contienen inmunoglobulinas [294].

Por lo tanto, la mucosa de la piel se considera la primera linea de defensa contra una amplia



variedad de patdgenos y estresores ambientales [186,248]. Como ejemplo, la piel de trucha
arcoiris exhiben actividades vibriostaticas y vibriocidas, por lo tanto, desempefian un papel de
defensa antimicrobiana. Ademas, al no tener escamas secreta grandes cantidades de moco que
compensan la falta de estas y ayuda a combatir condiciones de estrés que pudieran provocar
los MP [249]. En nuestro estudio, un hallazgo clave fue la sobreexpresion (15 dias) de los
niveles de igm. Concretamente, la sobreexpresion de igm es consistente con la respuesta
primaria temprana que se activa contra contaminantes y antigenos [194]. Nuestro resultado
concuerda con el hecho de que, aunque las igm de células B estan presentes en porcentajes
bajos en piel de trucha, representan el principal subconjunto de inmunoglobulinas en

incrementarse en este tejido frente al dafio provocado por MP [194].

Despues de la infeccion, los titulos especificos de igt para patdgenos son altamente
prevalentes en el moco y piel [250], lo que sugiere el mismo comportamiento frente al dafio
por MP. En concreto, nuestro estudio identifico una disminucién de los niveles de expresion
de igt, que concuerdan con la idea de que la igt en la piel también estd implicada en la
supresion de la respuesta inmunitaria, siendo coherente con el hecho de que la igt desempefia
un papel significativo en la respuesta inmunitaria de las mucosas en los peces [251]. Nuestros
resultados parecen sugerir una respuesta inmunitaria comprometida a la exposicién al Pb, en
consonancia con investigaciones anteriores que destacan la toxicidad del Pb en la modulacion
de la respuesta inmunitaria. En el caso de ctsD, la sobreexpresion en las dos concentraciones
probadas y la correlacién positiva entre igt y ctsD pueden indicar estrés celular y procesos de
degradacion de proteinas en la piel. Ademas, se ha visto una posible apoptosis celular ante la
infeccion por parasitos [252], lo que nos llevaria a pensar que esta apoptosis también podria
ocurrir ante el efecto toxico del Pb. Este comportamiento mostrado por ctsD es similar al
mostrado con las infecciones bacterianas, sirviendo como una defensa antimicrobiana innata
aguda contra patogenos invasores en los peces [253]. Por otro lado, publicaciones recientes
han demostrado que se puede encontrar una amplia gama de diferentes TLR en los peces
[254]. En el pez globo el TLR3 se asoci6 con el reconocimiento de dsRNA de tamafio
relativamente corto y se demostr6 que el TLR 9 era un receptor para el ADN bacteriano rico
en CpG [255]. Por lo tanto, comprender los mecanismos de defensa inmunitaria innata de los
genes TLR puede contribuir al desarrollo de técnicas saludables para el control de
enfermedades provocada por el Pb [256]. Cornet et al. [257] determinaron en trucha que el
Cd reduce la expresion del gen tIr9. De acuerdo con esto, la disminucion de la expresion (15

dias) y la sobreexpresion (21 dias) de los niveles de tIr3 y tIr9 en nuestro estudio podrian



estar asociados con una respuesta inflamatoria, ya que los TLR pueden activar los
macrdfagos residentes en los tejidos para producir citocinas inflamatorias en piel [258].
Ademas, la funcion principal de TLR3 es detectar infecciones virales [259], lo que indicaria
que esta via de defensa viral es compartida o asociada con la defensa contra el Pb.
Considerando el enfoque aplicado, nuestros resultados podrian indicar que los genes ctsD,
tlr3 y tIr9 estan vinculados a la respuesta inmunitaria y a los procesos de estrés celular ya que

el Pb altera la expresion de estos genes en la piel de la trucha arcoiris.
4.8. Branquias.

Las branquias de los peces son los 6rganos primarios para el intercambio gaseoso, la
osmorregulacion y los mecanismos de desintoxicacion en los peces. En particular, el riesgo
de acumulacion de MP a través de la absorcion branquial es mayor que la absorcion intestinal
[57-58]. Los patrones de expresion génica en el tejido branquial de la trucha arcoiris expuesto
a diversas concentraciones de Pb arrojan conocimientos biologicos intrigantes. Ademas, hay
muy pocos estudios disponibles en los que se hayan estudiado algunos de estos genes en
peces expuestos a MP. Por lo tanto, nuestros resultados evidenciaron una sobreexpresion
temprana de igm, lo que podria estar relacionado con el hecho de que el Pb altera la respuesta
inmunitaria sistémica de la trucha este resultado sugiere el dafio causado por el Pb en este
tejido, alterando la respiracion de los peces [260]. También concuerda con los resultados
reportados por Siwei et al. [261] donde la tilapia del Nilo fue desafiada contra bacterias
patdgenas, se podria decir que esta sobreexpresion mostrada por igm en los peces es un
mecanismo de defensa compartido tanto para las bacterias como para el Pb. Como se sabe la
igt/z esta especializada en la inmunidad de las mucosas [262]. En este estudio, la expresion
del gen igt mostré una sobreexpresion a ambas concentraciones de Pb (120 y 240 mg kg
dieta?) a los 15 dias. Por el contrario, se observé una disminucion de este gen a los 21 dias
para ambas concentraciones de Pb, lo que podria indicar una alteracion de la microbiota
branquial de la trucha arcoiris derivada del mecanismo de respuesta inmunitaria de las
mucosas contra el Pb ya que un estudio reciente en trucha arcoiris mostré que la igt secretora
en la superficie de la mucosa branquial es funcionalmente analoga a la iga de los mamiferos
en términos de eliminacion de patdégenos y hemostasia [263]. Ademas, la igm mostrd una
correlacion positiva con la igt. Esto podria significar una respuesta inmunitaria de las
mucosas mejorada en el tejido branquial. La expresion de igt puede ser particularmente

sensible a la exposicion al Pb, con respuestas tanto agudas como retardadas. En este estudio,



el comportamiento tanto de la igm como de la igt frente a la dieta con Pb podria estar
estrechamente relacionado con el componente secretor de la trucha, que esta asociado con la
igt y la igm en el moco de todos estos sitios secretores de mucosa [264]. Por otro lado, la
exposicion a Pb puede inducir estrés celular [265], siguiendo esta hipdtesis, en términos de
expresion de ctsD, la concentracion de 120 mg kg dieta® a los 15 dias mostrd una
sobreexpresion, contrariamente a la reduccion de la expresidbn mostrada en las dos
concentraciones probadas a los 21 dias, lo que sugiere que el Pb modula la expresion de ctsD
causando estrés celular en el tejido branquial. Con respecto a las expresiones de los genes tIr3
y tIr9, cuya expresion disminuye con el tiempo de exposicion y la correlacion positiva de igt
con los genes ctsD, tIr3 y tIr9, indicaria que la exposicion a Pb podria afectar el
reconocimiento preciso y la respuesta inmunitaria mediada por receptores de este tipo [266].
Ademas, los cambios observados indican una supresion inmunitaria inicial seguida de una
respuesta compensatoria. Esto también se refleja en la presencia de una poblacion muy
grande de PRR en estos animales, incluidos TLR, los receptores tipo dominio de
oligomerizacion de union a nucledtidos, receptor tipo dominio de oligomerizacion de union a
nucledtidos (NOD), receptor tipo NOD (NLR), los receptores del gen inducible por acido
retinoico | (tipo RIG-I), (RLR) y los receptores de lectina tipo C (CLC), que pueden estar
asociados con la capacidad de estas células para adquirir memoria inmunoldgica [267].
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5. CONCLUSIONES.
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Este estudio proporciona evidencia detallada del impacto de la dieta con plomo sobre la
trucha arcoiris, asi las alteraciones de los pardmetros hematolégicos confirman un efecto
toxico sistémico con repercusiones hematopoyéticas claras. Asimismo, el aumento
proporcional de biomarcadores bioquimicos reflejan una disrupcion metabdlica y hepética
progresiva. En términos moleculares, se confirma la alteracion de genes de detoxificacion e
inflamacion especialmente en fases tardias de la exposicién al Pb (15-21 dias), lo cual sugiere
una inflamacién persistente y posiblemente crénica. Este trabajo también aclara sesgos
relacionados a la respuesta inmunitaria de MALT, estas respuestas indican que las
inmunoglobulinas mucosales no solo participan en defensa frente a patdgenos, sino también
ante metales pesados como el Pb, contribuyendo al entendimiento de las vias inmunoldgicas

activadas en contextos no infecciosos.

1. La exposicion al Pb, a través de la dieta, produjo alteraciones fisiologicas con
impacto en el transporte de oxigeno, revelado por disminucion en los niveles de globulos
rojos, hemoglobina y hematocrito.

2. La dieta suplementada con Pb causd dafio hepatico severo en la trucha arcoiris
manifestado por el incremento de TGO y la disminucion de TGP.

3. En el higado, el proceso de desintoxicacion fue afectado por el Pb observando
la sobreexpresion de los genes mt-a, mt-b, cypla, cyp2kl, cyp2ml y cyp3a27.
Simultaneamente se generd una respuesta inflamatoria severa en el bazo y en rifion cefélico
en los animales expuestos, marcada por la sobreexpresion de los genes il-21, tnf-o, infl e il -
6.

4, La homeostasis de la microbiota intestinal sufri6 alteraciones por la dieta con
Pb, revelado por la disminucion inicial y posterior sobreexpresion de los genes igm e igt.

5. La piel de la trucha arcoiris tuvo una respuesta inmunoldgica activa de
proteccion en los animales expuestos, mediante la sobreexpresion temprana de los genes igm
y ctsD.

6. La expresion de genes en branquias estudiada en los animales expuestos
evidencia un dafio oxidativo a los 15 dias, debido a la observacion de una respuesta de

defensa activa por la sobreexpresion de los genes igm, igt, ctsD, tIr3, y tIr9.
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