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RESUMEN

El niquel es un metal traza ubicuo que ha ganado una atencion considerable
como un potente contaminante del medio acuatico. Dada la creciente demanda
mundial de este metal y el correspondiente potencial de mayores aportes
antropogénicos en este medio, es importante la biomonitorizacion de la
contaminacion por niquel y desarrollar una comprension mas profunda de su efecto
en los peces.

Este trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar los efectos toxicos
tempranos que produce la presencia de niquel en el medio acuatico en ejemplares
adultos de la especie Carassius auratus (L.). Para ello, se realizaron bioensayos de
exposicion al niquel durante 96 horas a diferentes concentraciones: Ni 0.1 mg/L, Ni 1
mg/L y Ni 10 mg/L, en el laboratorio y se evaluaron biomarcadores de dafio
genotoxico y de estrés oxidativo. El efecto genotdxico se evalué mediante el ensayo
de micronucleos (MN) en eritrocitos de sangre periférica. Se utilizd la peroxidacion
lipidica (niveles de hidroperéxidos) para evaluar el dafio oxidativo, y la actividad de
las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT) para el estudio de la
respuesta antioxidante.

Los resultados muestran un incremento de los niveles de hidroperoxidos en
todos los tejidos evaluados, evidenciando una situacion de estrés oxidativo. El
higado resultd ser el érgano que mostré niveles mas altos de estimulacién de la
peroxidacion lipidica. Sin embargo, el musculo resultd el mas sensible, pues el
incremento tuvo lugar desde la concentracién de niquel mas baja evaluada (Ni 0.1
mg/L). Asi mismo, se observé un aumento de la actividad superoxido dismutasa en
todos los organos de los peces expuestos a las concentraciones mas elevadas,
destacando la mayor sensibilidad del masculo, en el que la concentracion de Ni 0.1
mg/L fue suficiente para inducir un aumento. La actividad CAT también se estimulé
en todas las dosis experimentales, y en todos los 6rganos estudiados. La mayor
estimulacién se observé en las branquias, pero el masculo y el cerebro aparecen
como los 6rganos mas sensibles, al encontrarse un aumento en los animales
expuestos a la menor concentracion de Ni. En todo caso, los resultados indican que,
a pesar de producirse este aumento en la respuesta antioxidante, ésta no fue
suficiente para prevenir el dafio oxidativo en las membranas celulares (peroxidacion
lipidica) de ningun 6rgano; asi como a nivel sanguineo, donde se detecté un efecto
genotoxico (incremento de los MN).

En conclusion, los resultados de este estudio indican que la exposicion de los
peces a concentraciones de niquel relevantes desde el punto de vista ambiental
induce dafio genotoxico y estrés oxidativo de forma temprana y generalizada en
todos los organos evaluados. Ademas, los cambios detectados en los diferentes
organos demuestran la eficacia del uso de estos pardmetros como marcadores
tempranos de estrés oxidativo y genotoxicidad en peces y, por tanto, su utilidad para
la monitorizacién ambiental de la contaminacién por niquel en el medio acuético.

Palabras Clave: biomarcadores, Carassius auratus, (L.), estrés oxidativo, dafio
genotoxico, niquel.



ABSTRACT

Ni is a ubiquitous trace metal that has gained considerable attention as a
pollutant of the aquatic environment. Given the increasing global demand for this
metal and the subsequent potential for increased anthropogenic inputs into the
environment, biomonitoring of Ni contamination and developing a deeper
understanding of its effect on fish is warranted.

This research work aims to evaluate the early toxic effects produced by the
presence of nickel in the aquatic environment in adult specimens of the species
Carassius auratus (L.). To this end, Ni exposure bioassays were carried out for 96
hours at different concentrations: 0.1 mg/L, Ni 1 mg/L and Ni 10 mg/L, in the
laboratory and biomarkers of genotoxic damage and oxidative stress were evaluated.
The genotoxic effect was evaluated by the micronucleus (MN) assay in peripheral
blood erythrocytes. Lipid peroxidation (hydroperoxide levels (ROOH)) was used to
evaluate oxidative damage, and the activity of the enzymes superoxide dismutase
(SOD) and catalase (CAT) to study the antioxidant response.

The results show an increase in ROOH levels in all the tissues evaluated,
evidencing a situation of oxidative stress. The liver turned out to be the organ that
showed the highest levels of stimulation of lipid peroxidation. However, the muscle
was the most sensitive since this increase took place from the lowest Ni
concentration (0.1 mg/L). Similarly, an increase in SOD activity was demonstrated in
all the organs of the fish exposed to the highest Ni concentrations, highlighting the
greater sensitivity of the muscle, in which the Ni concentration of 0.1 mg/L was
sufficient to induce an increase. CAT activity was also stimulated by all experimental
doses, and in all the studied organs. The greatest increase was observed in the gills,
but the muscle and the brain appeared to be the most sensitive organs, as the
increase was found in the animals exposed to the lowest concentration of Ni. In any
case, the results indicate that, despite this increase in the antioxidant response, it
was not sufficient to prevent oxidative damage to cell membranes (lipid peroxidation)
of any organ; as well as at the blood level, where a genotoxic effect (increase in MN)
was detected.

In conclusion, the results of this study indicate that exposure of fish to
environmentally relevant Ni concentrations induces early and widespread genotoxic
damage and oxidative stress (in all organs tested). In addition, the changes detected
in the different organs show the convenience of the use of these parameters as early
markers of oxidative stress and genotoxicity in fish and, therefore, their usefulness
for environmental monitoring of Ni contamination in the aquatic environment.

Keywords: Biomarkers, Carassius auratus, oxidative stress, genotoxic damage,
nickel.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Contaminacion por metales en el medio acuéatico

La contaminacion es un problema cada vez mas recurrente en la actualidad.
Son innumerables los habitats y especies que lo sufren, especialmente el medio
acuatico, vulnerable por su gran complejidad.

Una de las principales causas de esta contaminacion es la acumulacion de
xenobidticos, como los metales pesados. Son absorbidos por los organismos
acuaticos a través de la cadena tréfica por consecuencia, directa o indirecta, de la
contaminacion de las aguas (Ameur et al., 2015). Esto provoca dafios a nivel
fisiolégico e histolégico en los organismos como los peces, pudiendo, incluso,
desencadenar su muerte.

Los metales pesados se definen como todo metal de la tabla periddica cuyo
peso atdbmico es mayor que el del hierro (Fe: 55.85 g/mol). Estos se suelen
encontrar en la naturaleza a bajas concentraciones. Sin embargo, en grandes
cantidades llegan a ser toxicos para el medio y sus organismos. La toxicidad es la
capacidad que posee un elemento o compuesto para dafar o alterar
perjudicialmente alguna funcién biol6gica. Entre los metales con mayor toxicidad se
recogen el Ag, As, Bi, Cd, Co, Cu, Hg, Ni, Pb, Pd, Pt, Sb, Se, Sn, Te, Ti, y Zn (Galan
y Romero, 2008).

La contaminacion de los medios acuaticos y terrestres se produce por la
degradacion que genera la presencia de elementos quimicos en altas
concentraciones, aunque el origen del contaminante puede ser geogénico 0
antropogénico (Galan y Romero, 2008). La contaminacion por metales pesados, de
origen antropogénico, es un gran problema para el medio ambiente, especialmente
el medio acuético, ya que son la principal causa de toxicidad de las masas de agua,
debido a su biodisponibilidad y elevada toxicidad, y constituyen un amplio grupo de
contaminantes acuaticos (Velma y Tchounwou, 2010). Asi mismo, esta
contaminacion se ve favorecida por la emisién de residuos domésticos o la
aplicacion de fertilizantes y pesticidas (Sanchez et al.,, 2005) proveniente de sus
principales fuentes: los efluentes mineros e industriales, la eliminacion de aguas
residuales, la lixiviacién de los suelos y la lluvia (Arellano et al., 1999).

Cabe destacar que las principales dianas celulares de los metales son las
proteinas, las membranas celulares, organulos y el ADN. Los efectos toxicos de los
metales pueden producirse por la interaccién directa entre el ion metalico libre y su
diana (Ferrer, 2003). Por otro lado, los metales pueden participar de forma directa o
indirecta en la formacion de especies reactivas del oxigeno (EROSs), llevando a las
células al estado de estrés oxidativo, lo cual se asocia con efectos toxicos a
diferentes niveles (Van der Oost et al., 2003). Ademds, los metales pueden
intercalarse o formar uniones covalentes con el ADN y terminar generando
mutaciones si estas alteraciones no son reparadas antes de la replicacion (Javed et
al., 2017).

Por todo lo expuesto anteriormente, la evaluacion y conocimiento de los
efectos toxicos que producen estos metales pesados en el medio acuatico es de
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especial relevancia ambiental. De ahi, el interés de centrar nuestro estudio, a traves
de este trabajo, en los posibles efectos toxicos del niquel sobre organismos
acuaticos.

1.2. El Niguel (Ni)

El niquel es un elemento quimico cuyo numero atdbmico es 28, y su masa
atomica 58.7 g/mol. Se trata de un metal pesado de apariencia metéalica con un color
blanco — plateado. Es buen conductor de calor y electricidad y presenta una elevada
maleabilidad y ductilidad. El estado de oxidacion mas comun es +2, aunque puede
encontrarse en complejos como 0, +1 y +3. Es un elemento traza y se encuentra en
bajas concentraciones en los organismos sin ser toxico ni perjudicial, aunque a nivel
bioldgico, su estado de oxidacidn puede cambiar. Presenta caracteristicas similares
al hierro (Fe).

1.2.1. El niquel en el medio ambiente

El niquel (Ni) se encuentra distribuido en el medio ambiente, por medio de
fuentes naturales o antropogénicas. Esto favorece su absorcién por los organismos,
principalmente en el medio acuético donde se puede encontrar en forma de sales
solubles (Rahimikia, 2017). Las concentraciones de este metal pueden llegar hasta
los 2500 pg/L en masas de agua dulce contaminadas, siendo de 0.1 y 10 ug/L en
aguas dulces no contaminadas. Esta contaminacion se ve favorecida por ser un
xenobidtico organico no biodegradable. En consecuencia, tras incorporarse al
ecosistema se ve retenido en é€l, sufriendo cambios solo a nivel de localizacion y
valencia (Kubrak et al., 2012a; Kubrak et al., 2012b).

Desde hace décadas, las actividades humanas, en aumento, estan aportando y
contribuyendo a la contaminacion del medio por niquel, a través de la mineria y la
industria. La incineracion de desechos, la quema de combustibles fésiles, y los
procesos de fundicion y refinado de compuestos son algunas de estas actividades, si
bien los procesos por los que este elemento entra en los sistemas acuaticos, y por
consiguiente en los peces, suelen ser la lluvia radiactiva de particulas, la escorrentia
superficial y los efluentes industriales directos (Kubrak et al., 2012a).

La distribucion y contaminacion de este metal en Huelva se ha visto favorecida,
principalmente, por el drenaje acido de minas (DMA) en la region. Estas han
originado grandes descargas de lixiviados &cidos y con altas concentraciones de
metales toxicos, entre los que se encuentra el niquel, al estuario en el que confluyen
el Rio Tinto y el Rio Odiel (Olias et al., 2020; Montes et al., 2003). En este estuario
la concentracion de este metal se ve incrementada, no solo en el agua sino también
en los sedimentos, por la precipitacion causada debido a la mezcla del agua marina
(alcalina) y del agua acida procedente del DMA, afectando a los propios peces y
otros organismos. Los niveles de niquel encontrados en el sedimento mostraron
concentraciones de 4.2 mg/kg, aunque las concentraciones para otros metales,
como en el caso del hierro y el manganeso, han sido superiores, observandose
valores del 3.08% y 1291 mg/kg respectivamente (Torre et al.,2019).
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1.2.2. Efectos toxicos del niquel

El niquel tiene una funcion esencial en la accion o formacion de guanosin-
3’,5"-monofosfato ciclico (cGMP), un agente de sefializacion que regula varios
procesos fisioldgicos. Esta presente en el ARN y estad unido a varias sustancias
biolégicas como proteinas (queratina, insulina), aminoacidos, albuminas séricas y
enzimas como la arginasa, tripsina, acetil coenzima A, carboxilasa y sintetasa
(Poonkothai y Vijayavathi, 2012). Sin embargo, los estudios previos, principalmente
en mamiferos, han descrito que la contaminacion por niquel puede producir
genotoxicidad, inmunotoxicidad, mutagenicidad, alteraciones histopatolégicas,
teratogenicidad y cancerogenicidad (Eisler, 1998; Denkhaus y Salnikow, 2002;
Kasprzak et al., 2003; Costa et al., 2005; Valko et al., 2005).

A nivel celular la union intracelular de niquel a proteinas, el ARN y el ADN
pueden causar alteraciones de la homeostasis de los metales, peroxidacion lipidica,
oxidacion de proteinas, la rotura de las cadenas de ADN, inducir aberraciones
cromosomicas, el intercambio de cromatidas hermanas, la disminucion de la sintesis
de ARN, la actividad mitética y la expresién génica, entre otros dafios (Kubrak et al.,
2017).

1.2.3. Efectos toxicos del niquel en peces

El niquel es un contaminante de gran toxicidad para los organismos,
provocando genotoxicidad o inmunotoxicidad, entre otros efectos, aunque aun se
desconocen en gran medida los problemas que causan en los peces, objetos de
este estudio (Gui-Hong et al., 2014). Estos efectos se producen por su capacidad
bioacumulable debido a que, al ser absorbido del medio por los peces, se acumula
en sus organismos Yy tejidos, originando un gran problema ecoldgico.

Algunas consecuencias de este metal es la alteracion del metabolismo del
animal, su contenido metélico en los tejidos, o la peroxidacién lipidica, debido a que
una vez es absorbido por la sangre, es transportado a todos los 6rganos y tejidos,
especialmente al higado y branquias, los érganos diana principales (Kubrak et al.,
2012b)

En peces, se ha descrito que el niquel puede causar dafios morfologicos en las
branquias, higado, cerebro y rifibn, cambios en los transportadores idnicos, y
bioacumulacion de metales en varios tejidos, induccion de metalotioneinas, efectos
genotoxicos y neurotéxicos, asi como cambios en el metabolismo energético (Pyle y
Couture, 2011; Brix et al., 2017) y en los parametros hematoldgicos (Pane et al.,
2003; Bjerregaard et al., 2015, Brix et al., 2017, Topal et al., 2017; Palermo et al.,
2015)

Uno de los problemas mas conocidos es la induccion de estrés oxidativo,
causando un desequilibrio entre la produccién de EROs (especies reactivas de
oxigeno) y las defensas antioxidantes, como por ejemplo la inhibicion de la actividad
de la enzima catalasa, lo que termina deteriorando los componentes celulares
(Rahimikia, 2017; Zhaohui Sun et al.,2020).
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La toxicidad del niguel, su relacién con el estrés oxidativo y el dafio en el ADN
esta mayormente estudiada en mamiferos (Kubrak et al., 2012b), por ello es de vital
importancia su estudio en peces. Se debe tener en cuenta que estos animales son
muy susceptibles a la contaminacion acuética por metales, y a cualquier alteraciéon o
desequilibrio que se pueda producir en su habitat. Por este motivo, se debe seguir
estudiando su toxicidad en pos de la supervivencia y conservacion de las especies
gue habitan el medio acuético.

1.3. Ensayo de micronucleos

El test de micronucleos se utiliza para detectar el dafio genotdxico que se
produce en los cromosomas debido a diversas sustancias 0 agentes quimicos
(Martinez et al., 2012). Este ensayo fue desarrollado en 1975 por W. Schmind, quien
inicialmente lo us6 en ratones. Sin embargo, en 1976 fue utilizado por Countryman y
Heddle en linfocitos humanos, siendo mejorada por Fenech y Morley en 1985.
Aunque, hasta 1999, no fue validado y considerado como un biomarcador de fiable
uso generalizado (Zalacain et al., 2005).

El objetivo de este test es identificar los fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos que quedan fuera del nicleo durante el proceso de divisién
celular por los agentes mutagénicos (Martinez et al., 2012; Martinez et al., 2005). De
esta forma, los micronucleos pueden formarse por dos mecanismos, una pérdida
mitética de fragmentos acéntricos o por una pérdida mitética de cromosomas
completos. En el primer caso se produce un micronucleo como tal, de forma
redondeada y de menor tamafio, entre 1/3 y 1/6 respecto al nucleo principal, el cual
queda incluido en el citoplasma (célula micronucleada). Asi mismo, aunque en el
segundo caso se forman un par de microndcleos, se considera una célula
binucleada ya que ambos nucleos son similares en tinciébn y morfologia al nacleo
principal inicial (figura 1) (Torres y Ramos, 2013, Zalacain et al., 2005).

Mitosis
Anafase
mitdtica

Con citocalasina -B Sin citocalasina -B

S e
.

Células Mononucleadas

Célula Binucleada

Figura 1. Esquema sobre formacion de microndcleos en la divisién celular (tomado de Zalacain et al.,
2005).

En la actualidad, los ensayos de micronucleos son los mas utilizados en las

diversas especies de peces debido a su probada idoneidad en estos. Esto se debe a
gue se produce un gran aumento en la presencia de microndcleos en los eritrocitos
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tras ser expuestos a sustancias genotoxicas, tanto en condiciones de campo, como
en condiciones de laboratorio. Debido al facil acceso y uso, este ensayo se realiza
utilizando la sangre periférica en los ejemplares (Cavas et al., 2005).

1.4. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo se define como el desequilibrio creado entre la produccién
de especies reactivas del oxigeno (EROs) y la capacidad de las células para
eliminarlas, resultando en dafios en la estructura vy fisiologia celular (Carocci et al.,
2015). El dafio que se produce es toxico y peligroso para los seres vivos, llegando a
implicar principalmente la peroxidacion lipidica, la desnaturalizacion y oxidacion de
las proteinas, y dafios mutagénicos a nivel de ADN (Gaetea et al., 2017).

1.4.1. Las EROs

En el metabolismo de los organismos aerobios se producen las especies
reactivas del oxigeno (EROSs), altamente toxicas que en una situacién normal del
organismo serian eliminadas. Sin embargo, en condiciones de estrés oxidativo se
guedan presentes y generan su desequilibrio. Estos compuestos presentan uno o
varios electrones desapareados en su molécula, lo cual les otorga una gran
reactividad (Gaetea et al., 2017).

A nivel mitocondrial, las alteraciones dadas en la reduccion tetravalente del
oxigeno molecular (O2) a agua (H20) generan los radicales libres y especies no
radicales que constituyen a las EROs. La reaccion generada se produce en cuatro
etapas, formando distintos radicales de oxigeno muy inestables y parcialmente
reducidos, siendo estos el anién superdxido (O2), el peréxido de hidrogeno (H202) y
el radical hidroxilo (HO") (Kelly et al., 1998). Dichas etapas son la siguientes:

Reduccion univalente: O2 + e — Oz (radical superoxido)

Reduccion bivalente: O2 +e + 2 H" + H2O — H20:2 (perdxido de H)
Reduccion trivalente: H202 + e+ H* — OH: (radical hidroxilo)
Reduccion tetravalente: OH + e + H* — H20

Cabe destacar que entre el 1 y el 5% de oxigeno que no se reduce totalmente
en la cadena de transporte de electrones y puede generar dafios a nivel celular.
Ademas, otra fuente enddgena de producciéon de EROs son algunas enzimas
oxidantes presentes en el propio organismo (Kelly et al., 1998).

No obstante, la produccion de EROs se puede inducir de forma exdgena por la
exposicién del organismo a xenobiéticos ambientales de muy diversa naturaleza,
tanto organicos como inorganicos. Entre estos ultimos destacan los metales, cuyo
efecto toxico se explica, al menos en parte, por su capacidad de inducir estrés
oxidativo de forma generalizada.
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Los metales de transiciéon con capacidad oxidorreductora como el Fe*? o el Cu*,
pueden acelerar la generacién de EROs al actuar como catalizadores de la reaccion
de Fenton que a su vez esté integrada en el ciclo de Haber-Weiss (Halliwel, 2006)

Reaccion de Fenton: Cu™2+ 02— Cu'l + O2
Cu*l + H202 —» Cu*2 + O2

Reaccion de Haber-Weiss: H202 + 02 — -OH + OH- + O2

Reaccion global: Cu*?2 + 02 + H202 — Cu*+ OH- + O2

1.4.1.1. Radical Anién Superoéxido (O2)

El radical anion superoéxido (O27) es un radical libre producido de forma natural
durante el proceso de respiracion aerdbica que realizan las mitocondrias; asi como
en presencia de algunos xenobiodticos ambientales como los metales. Se considera
el radical propulsor del resto de las EROs debido a que es el primero en formarse a
partir del Oz (Kelly et al., 1998).

Puede generar dafios importantes en el sistema biolégico como la destruccion
de centros metabdlicos de proteinas, la oxidacion de cadenas laterales de lipidos y
aminodcidos, y la formacion de otras especies reactivas, que se origina cuando el
Oz interacciona con la enzima del superéxido dismutasa (Alzate et al., 2007;
Jiménez et al., 2005).

1.4.1.2. Per6xido de Hidrogeno (H202)

El peroxido de hidrégeno (H202) se forma por la reduccién o dismutacion del
O2. No se considera un radical libre como tal al no poseer electrones desapareados
en su capa de valencia. Sin embargo, se considera EROs porque reune diversas
capacidades relevantes que generan dafios a nivel celular, en presencia de bajas
concentraciones (Phaniendra et al., 2015).

Cabe destacar la caracteristica liposoluble que posee ya que le proporciona
capacidad para atravesar las membranas bioldgicas, uno de sus principales peligros.
Ademas de ser el promotor del radical hidroxilo al producirse las reacciones de
Fenton o Haber-Weiss (Ochoa y Gonzalez, 2008), por la presencia de metales de
transicion como el hierro u otros radicales libres.

1.4.1.3. Radical hidroxilo (HO")

El radical hidroxilo (HO") es una de las EROs mas peligrosas y dafinas para los
organismos. Su gran peligrosidad y toxicidad radica en que no presenta
especificidad alguna en la oxidacion, por ello, es capaz de interaccionar con casi
cualquier molécula, ADN, proteinas o lipidos, proximas a él. A esto se le suma la
falta de mecanismos enzimaticos celulares que puedan eliminarlo, y su capacidad
para atravesar membranas bioldgicas y generar reacciones en cadena. La elevada
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reactividad que presenta, asi como la inexistencia de mecanismos enzimaticos
celulares que la eliminen, hacen que evitar su formacién sea una estrategia muy
importante (Vranova et al., 2002).

1.4.2. El dafio oxidativo

Como se ha mencionado en puntos anteriores, el estrés oxidativo y por
consecuente, el dafio que le produce a las células es generado por las EROs,
quienes causan las principales lesiones a nivel celular (Ochoa y Gonzélez, 2008): la
peroxidacion lipidica y la oxidacion de las membranas celulares, la oxidacion y
carbonilacion de las proteinas, la oxidacion de &cidos nucleicos, y la alteracion del
estado redox en las células.

La peroxidacion lipidica (LPO), o lipoperoxidacion, es considerado una de las
lesiones mas importantes debido a que la degradacion oxidativa de los lipidos altera
la estabilidad de la membrana celular, abundante en acidos grasos y, por ende, a las
funciones bioldgicas. La lipoperoxidacion se produce en tres fases:

» Fase | (Iniciacion). Esta fase se produce cuando las EROs extraen los
atomos de hidrégeno que se encuentran en las cadenas alifaticas de los
acidos grasos. Principalmente actla el radical OH-, y origina un radical
lipidico inestable (R-) y perdxido de hidrégeno (H2052).

» Fase Il (Propagacion). Cuando el oxigeno molecular y el radical lipidico
reaccionan, se produce la fase de propagacion, en la cual se generan
radicales peréxidos y peroéxidos ciclicos, radicales alcoxilicos lipofilicos,
y radicales hidroperdxidos (ROOH),

» Fase lll (Terminacion). En esta Ultima fase, los radicales originados en la
fase de propagacion reaccionan con nuevos acidos grasos, creando
nuevos radicales lipidicos e hidroperoxidos, pudiéndose descomponer
estos Ultimos en varias especies reactivas, mayormente toxicas y
mutagénicas.

En el caso de las proteinas, el dafio oxidativo producido principalmente sobre
los aminoacidos, producen el entrecruzamiento de las cadenas peptidicas, la
fragmentacién de la proteina, y la formacion de los grupos carbonilos, impidiendo el
funcionamiento normal (Rodriguez et al., 2001), lo que se traduce en alteraciones
estructurales y funcionales en las células, 6rganos y tejidos.

En el ADN, las EROs inducen modificaciones quimicas de las bases, asi como
roturas de las hebras. Principalmente es atacado por el radical hidroxilo (OH"), quien
produce la hidroxilacion, la apertura del anillo y la fragmentacion del propio ADN, y
consecuentemente, altera la expresion genética, genera mutaciones y produce
carcinogénesis (Kelly et al., 1998; Rodriguez et al., 2001).
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1.4.3. El sistema antioxidante de defensa

Los organismos aerobicos han desarrollado diversos mecanismos de defensa
frente al estrés oxidativo producido por las EROs, para eliminarlas o transformarlas
en moléculas estables, o poder prevenir sus dafos. Estos mecanismos de defensas
se califican como antioxidantes, y se diferencian en dos categorias: de tipo
enzimatico y no enzimatico.

» Antioxidantes de tipo enzimatico

El sistema antioxidante enzimatico es el mas efectivo frente a los radicales
libres debido a que su actividad enzimatica desactiva especificamente a los EROs.
Esta compuesto por una gran variedad de actividades enzimaticas capaces de
desactivar selectivamente diferentes tipos de EROs, entre las que destacan el
superoéxido dismutasa, (SOD) y la catalasa (CAT).

- Superoéxido dismutasa (SOD): se trata de una familia de metaloenzimas con
una gran eficacia catalitica en eliminar el Radical Anioén Superéxido (O2).
Catalizan una reaccion de dismutacion, la cual produce oxigeno molecular y
peroxido de hidrogeno.

202 +2H"—> H02+ 02

- Catalasa (CAT): constituye una hemoproteina, y se llega a encontrar en
casi todos los 6rganos. Su funcion es catalizar la reaccion del peréxido de
hidrogeno a agua.

2 H202 2 2 H20 + O2

» Antioxidantes de tipo no enzimatico

Este sistema se compone por moléculas como la vitamina E, la vitamina C
(acido ascorbico), el glutation (GSH), y los carotenoides, pero no seran objeto de
estudio en este trabajo.

1.5. Biomonitorizacion ambiental

La Biomonitorizacion, también conocida como monitorizacion bioldgica,
consiste en utilizar de forma regular o sisteméatica a organismos vivos para evaluar
los cambios que se produzcan en el medio ambiente (De Zwart, 1995). Para realizar
una monitorizacion efectiva se requieren una representatividad de la poblacién
general, una continuidad en el tiempo, y el uso de protocolos y procedimientos
analiticos, ademas de un biomarcador efectivo (Ibarluzea et al., 2016).

Un biomarcador es un factor cuantificable que se monitoriza para conocer las
alteraciones que se producen en la respuesta biologica, a la exposicion de
contaminantes ambientales (Van der Oost et al.,, 2003). Los biomarcadores
bioquimicos y citolégicos determinan las alteraciones celulares, ya sean a nivel de
lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos; asi como a nivel estructural. En
el presente trabajo se pretende evaluar el dafio genotdéxico mediante el ensayo de
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micronucleos, asi como el dafio oxidativo y la respuesta antioxidante inducidos por la
exposicion de peces al niquel en el agua.

Los peces son excelentes bioindicadores debido a sus capacidades de
biomagnificacion y bioacumulacion de los xenobidticos ambientales, y el lugar que
ocupan en la cadena tréfica. Por ello, se han usado durante décadas para la
biovaloracion de la magnitud de los contaminantes ambientales en el medio
acuatico, el cual recibe una gran cantidad de metales pesados que se bioacumulan
en sus organos Y tejidos (Powers, 1989; Van der Oost et al., 2003). Para conocer el
dafio celular que se produce por estos metales, se realizan estudios de
biomarcadores como la catalasa (CAT), el superoxido dismutasa (SOD) o los
hidroperoxidos (ROOH) (Ochoa y Gonzélez, 2008). Los ensayos ecotoxicolégicos
gue abordan la evaluacion de las respuestas bioldgicas y bioquimicas generadas por
los organismos frente a los contaminantes ambientales, utilizan peces puesto que
son bioindicadores excelentes del medio acuatico (Powers, 1989).

Los peces son organismos modelos para la monitorizaciébn al encontrarse
propagados por el medio acuético, y en gran parte de todos los ambientes,
incluyendo zonas contaminadas. Las respuestas bioldgicas que generan frente a la
contaminacion se asemejan a las respuestas de los mamiferos. Se debe destacar
que, al incluir diferentes niveles troficos, pueden portan energia entre ellos, jugando
un papel fundamental en la cadena trofica acuatica (Beyer, 1996). Por otra parte, se
destaca la capacidad de recuperacidn que presentan los peces frente a la
desaparicion de las perturbaciones, lo cual se adecua a la sensibilidad ante
pequefios cambios ambientales (Bhattacharya et al., 2007).

Los estudios de toxicidad en peces, a nivel econdmico y biolégico reducen
costes al usar peces de acuario, ya que son pequefios y ofrecen patrones de
acumulacion dependientes del metal al que son expuestos, de la concentracion de
este, y del tiempo de exposicion (Domitrovic, 1997; Eisler et al., 1972). Por esta
razon, los estudios, tanto de campo como de laboratorio, realizados con diferentes
especies de peces y para distintos tipos de marcadores enzimaticos y genéticos, han
demostrado que los peces son biomarcadores veraces para la biomonitorizacion de
los contaminantes acuaticos.

1.6. Especie modelo: Carassius auratus (L.)

Para monitorizar el medio acuatico y como afecta el niquel, objeto de estudio, a
este, se ha utilizado como biomarcador la especie Carassius auratus (L). Estos
peces pertenecen al género Carassius (Cypriniformes) y son formas avanzadas de
teledsteos, conocidos comunmente como pez dorado (figura 2). Presentan una
funcion molecular muy caracteristica, la contractilidad miocardica, la cual les permite
permanecer activos en invierno, aunque la masa de agua esté cubierta por hielo, y
tolerar condiciones hipoxicas severas. Ademas de otras caracteristicas, como su
abundancia, su facil adquisicion y distribucion, y su elevada resistencia al estrés,
entre otras (Garofalo et al., 2012; kubrak et al., 2012a).
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Figura 2. Ejemplares de Carassius auratus (L), conocidos como pez dorado.

Asi mismo, cabe destacar la escasez de estudios relacionados con la
evaluacion de la toxicidad del niquel en peces en contraste con otros metales mas
estudiados. Por lo tanto, se requieren estudios méas detallados sobre este metal para
ayudar al desarrollo de procedimientos de monitorizacibn ambiental en los
ecosistemas acuaticos.

1.7. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo consistio en evaluar los efectos toxicos
tempranos que produce la presencia de niquel en el medio acuético en ejemplares
adultos de la especie Carassius auratus (L.). Para ello, se realizaron bioensayos de
exposicidon a Ni a diferentes concentraciones en el laboratorio y se evaluaron
biomarcadores de dafio genotoxico y de estrés oxidativo.

Para ello, los objetivos especificos establecidos en referencia a los
biomarcadores son:

1. Evaluacién de la induccion de dafio genotoxico mediante ensayo de
micronucleos en eritrocitos de sangre periférica.

2. Evaluacion del estrés oxidativo en higado, branquias, cerebro y masculo.

a) Evaluacion de los mecanismos de respuesta antioxidante inducida por el
niquel: analisis de las enzimas superéxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) en los diferentes tejidos.

b) Evaluacién de posibles dafios celulares a través de la medicién de la
peroxidacion lipidica (medida de hidroperoxidos organicos) en los tejidos
de estudio.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ensayos de toxicidad con niquel (Ni) en el laboratorio

Este estudio se ha llevado a cabo con peces de la especie Carassius auratus
(L.) en estadio adulto (figura 3). Los ejemplares fueron acomodados en tanques de
vidrios con una capacidad de 15 litros cada uno.

En el inicio del tratamiento, los ejemplares se aclimataron en los tanques sin
ser alimentados. Tras lo cual se iniciaron los bioensayos correspondientes. Las
condiciones utilizadas para el ensayo fueron las siguientes: los tanques se llenaron
con agua dulce a temperatura ambiente (25°C aproximadamente), con pH entre 7 y
8, y oxigenacion constante. Durante el ensayo (96 horas) se tuvieron bajo control las
variables luz/oscuridad con un fotoperiodo de 12 horas, y no se realizd ningun
cambio de agua durante todo el transcurso del bioensayo.

Las concentraciones netas de Ni, en orden creciente, fueron las siguientes:

a. Tratamiento O (Control, Tc): con una concentracion de Ni 0 mg/L.

b. Tratamiento 1 (To): ejemplares expuestos a una concentracion de Ni 0.1
mg/L.

c. Tratamiento 2 (T1): ejemplares expuestos a una concentracion de Ni 1 mg/L.

d. Tratamiento 3 (T10): ejemplares expuestos a una concentracién de Ni 10
mg/L.

Figura 3. Tanques y ejemplares de Carassius auratus (L) utilizados en los bioensayos.

2.2. Extraccion y preparacion de las muestras biologicas

Tras acabar el periodo experimental, se realizé la extraccion y procesamiento
de las muestras, que posteriormente se utilizaron en los analisis bioquimico y
micronucleos (efecto genotéxico). Se seleccionaron los ejemplares al azar del
tanque de control y de los tanques con las diferentes concentraciones. Concluido el
periodo de exposicidn, se anestesiaron los ejemplares mediante una dosis de 0,1%
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de 2-phenoxyethanol. Seguidamente, se pesaron y midieron, para conocer las
caracteristicas morfologias que presentaban los peces utilizados en el experimento
de toxicidad de niquel, y finalmente se sacrificaron para extraerles sangre del
pedunculo caudal, y los diferentes érganos de estudio.

Las muestras para el efecto genotoxico fueron obtenidas en el mismo
momento, realizando el correspondiente frotis sanguineo. Para el estudio de los
biomarcadores de estrés oxidativo las muestras de tejidos se conservaron a -80° C
hasta su uso posterior.

Todo los procedimientos experimentales y el mantenimiento de los ejemplares
se realizaron teniendo en cuenta la Directiva CEE 86/609 sobre Guia de uso y
cuidado de animales de laboratorio.

2.3. Daflo genotoxico: ensayo de micronucleos

Para estudiar el efecto genotdxico se determiné la frecuencia de microndcleos
(MN) en los eritrocitos en sangre, obteniéndose de la aleta caudal de cada ejemplar.
Para ello, se utiliz6 el método descrito en Cavas et al. (2005), tanto para la
preparacion de los portaobjetos como para la evaluacion e identificacion de
micronucleos.

Una vez anestesiados y sacrificados los peces, se extrajo instantdneamente las
muestras de sangre periférica de la aleta caudal, las cuales se extendieron sobre un
portaobjeto y se fijaron con etanol puro durante unos 20 minutos hasta secarse. Tras
esto se tifleron con una solucion de Giemsa al 5%, introduciéndolo, en primer lugar,
en eosina (color rojo para tefiir el ndcleo) durante 5 minutos, con un minuto de
descanso por cada minuto contado y, en segundo lugar, en azul de metileno (azul
para tefiir el citoplasma) durante el mismo tiempo. Transcurrido esto, se introdujo en
alcohol al 50% durante 5 minutos seguidos. Se dejo secar y se afiadié alcohol al
70%, se seco durante 5 min, se afiadi6é alcohol al 90%, se dej6 secar otros 5 min, y
se afadié alcohol puro. Finalmente, tras secar el alcohol, se afadi6é xilol y se
procedio al montaje de los portaobjetos utilizando balsamo de Canada.

Se evalué solo los eritrocitos (células) aislados de otros contiguos, y se
identificd los micronucleos. Los criterios para identificarlos fueron:

- Los MN deben ser mas pequefios que 1/3 del tamafio de los nucleos
principales.

- Los MN deben estar claramente separados de los ndcleos principales.

- Los MN deben encontrarse en el mismo plano de enfoque y tener el mismo
color que los nudcleos.

Para la observacion y evaluacién de los portaobjetos se utilizd el objetivo de
x100 empleando el microscopio 6ptico Leica DM 2500, y expresando la frecuencia
de micronucleos como el nimero de MN/1000 células para un nimero aproximado
entre 500 y 800 células por portaobjeto de muestra. Se eliminé el error de sesgo en
la evaluacién de MN al codificar las muestras una persona distinta a la que realizé el
conteo.
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2.4. Metodologia empleada para los parametros biogquimicos
2.4.1. Homogenizacion y extraccion de la Fraccion Subcelular de los Organos

Para llevar a cabo los analisis bioquimicos se utilizé6 una fraccion subcelular
correspondiente a cada Organo, obtenida por un proceso de troceado Yy
homogenizacion de la misma, utilizando el T10 Basic ULTRATURRAX ®. Durante
todo el proceso se mantuvo en contacto con hielo, para no perder temperatura, y en
presencia de un tampdn homogeneizador, concretamente el tampon fosfato 0.1M,
pH 7.4 KCI 1.2%.

Tras obtener el homogeneizado de los organos, se inici6 la fase de
centrifugacion, a 10000g durante 30 minutos a 4°C, resultando un sobrenadante que
se alicuota, conservandolo de nuevo a -80°C para su posterior utilizacién en los
ensayos bioquimicos.

2.4.2. Medidas de pardmetros bioquimicos.

Los parametros bioquimicos se evaluaron mediante los niveles de peroxidacion
lipidica (LPO) y mediante distintas actividades enzimaticas medidas por
espectrofotometria. Para realizar el proceso se utilizé un espectrofotometro DU® 800
de Beckman Coulter, un termo para mantener unos 30°C, y realizando las medidas
por duplicado.

2.4.2.1. Evaluacion de los Niveles de Hidroperéxidos

El proceso para evaluar los niveles de hidroperoxidos se realizé siguiendo el
meétodo descrito por Gay y Gebicki (2000), utilizandose para ello 50 pL de muestra
(sobrenadante resultante del centrifugo) mezclado con 100 pL de reactivo Ferric —
Xilenol Orange (FOX). El reactivo se compuso por:

- Acido sulfarico 25 mM

- Xylenol — Orange (XO) 100 pL en 300 mL de disolucion
- Sorbitol 200 mM

- Sulfato Amonico de Fe (I1) 250 pM

La mezcla obtenida se agitd y se incubd durante unos 45 minutos, y dejandola
reposar en oscuridad. Seguidamente, se midid en el espectrofotometro DU® 800 de
Beckman Coulter, con una absorbancia de 560 nm utilizando cubetas de plastico.
Las muestras se encontraron en dilucion de 1/20, con un coeficiente de extincion de
2.67-10° Mt-cm™,
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2.4.2.2. Evaluacion de la Actividad Catalasa (CAT: EC 1.11.16)

La actividad catalasa se midio siguiendo el método descrito en Aebi (1983). La
mezcla utilizada para la reaccién se compuso por:

- Tampdn fosfato potasico 50 mM (pH 7): 2867.5 pL para higados, 2485 pL
para branquias, 2450 pL para cerebros, 2460 uL para musculos.

- Agua oxigenada (H2032): 125 pL (higados), 500 pL (branquias, cerebros y
musculos).

- Muestra del 6érgano correspondiente: 2.5 pyL (higados), 15 uL (Branquias),
50 pL (cerebros), 40 puL (musculos).

Todo ello constituye un volumen final de 3 mL. Las medidas se tomaron en el
espectrometro DU® 800 Beckman Coulter, con una longitud de onda de 240 nm, y
una duracion de 30 segundos para higados, 60 segundos para branquias, y 120
segundos para cerebros y musculos. El coeficiente de extincién usado fue de 43.5
Mnt.cm, ademas la actividad catalasa se calculé en términos de nanomoles de
H202 consumidos por minuto y mg de proteinas (nmol H202 -min-t-mg proteina).

2.4.2.3. Evaluacion de la Actividad de Superéxido Dismutasa (SOD: EC 1.15.11)

Para medir la actividad de Superoxido Dismutasa (SOD) se siguié una
metodologia modificada del método expuesto por McCord y Fridovich (1969). La
mezcla utilizada para esta reaccion contenia:

- Tampon fosfato potasico 50 mM
- EDTAS5mMapH7.14

- Xantina 50mM

- NBT1mM

- Xantina Oxidasa 5.4 U/mL 60 uL
- Muestra homogeneizada 5 pL

Este método se fundamenta en la capacidad del SOD para inhibir la reduccion
del NBT (color amarillo) medida por el radical superéxido Oz que se genera por el
sistema de la xantina oxidasa. Una vez reducido el NBT por la presencia del radical,
se produce un compuesto de color azul, conocido como azul de formazan. Mediante
la adiccion de la xantina oxidasa se inicia la reaccion. Para alcanzar la maxima
velocidad se realiz6é una incubacion de 1 minuto, tras la que se toma la medida a 560
nm, durante 1 minuto sin muestra, y a continuacion se vuelve a tomar con muestra
para cuantificar el grado de inhibicion. Como referencia de control se recoge una
medida de la reduccién del NBT en ausencia de muestra.

Para la obtener las medidas se usé6 el espectrofotometro DU® 800 Beckman
Coulter, y se tuvo en cuenta que una unidad de actividad SOD constituye la cantidad
de enzima que produce un 50% de inhibicién del control, donde el tampdn sustituye
a la muestra. La actividad SOD se expres6 en U/mg proteina.
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2.4.2.4. Medida de la Cantidad de Proteina

El método de Bradford et al. (1976) describe el procedimiento que se utilizé
para determinar la cantidad de proteina. Este procedimiento colorimétrico se realizé
con el espectrofotometro DU® 800 Beckman Coulter, utilizando una mezcla
conformada por:

- Muestra 20 pL
- Hidroxido de sodio (NaOH) 50 pL
- Reactivo Bradford 1000 pL

La mezcla resultante se agitd y se dejé reposar aproximadamente 5 minutos.
Posteriormente, se midioé en el espectrometro a las longitudes de onda de 590 nm y
450 nm, y construyendo con los datos obtenidos una recta de calibrado con BSA
(Albumina de suero Bovino) 1 mg-ml2,

2.5. Andlisis estadistico

En el estudio se analizaron 6 muestras por cada 6érgano y cada medida de
actividad fue repetida por triplicado. Los datos son expresados como media * error
estandar. El andlisis estadistico de los datos se ha realizado con el programa
estadistico SPSS22. La normalidad se comprobé mediante el Test Kolmorov —
Smirnoff. En los casos donde los grupos de estudio no cumplian las condiciones de
normalidad, se usaron tests no paramétricos. Para la comparacion de medias entre
los grupos experimentales, se utilizd un analisis de varianza no paramétrico de
Kruskal — Wallis, seguido del Test Man — Whitney como post hoc. Las diferencias
significativas fueron consideradas a p<0.05.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados
3.1.1. Caracteristicas morfoldgicas de los ejemplares Carassius auratus (L.)

En la siguiente tabla (tabla 1) se recogen los valores medios de las tallas
totales, las tallas estandar y los pesos de dichos ejemplares. En total, los peces del
experimento presentaron unas tallas totales medias de 12.9 + 0.3 cm, una talla
estandar media de 10.0 + 0.3 cm y un peso medio de 27.2 £ 2.3 g.

Tabla 1. Datos de tallas y pesos de los ejemplares de Carassius auratus (L.) para los distintos
grupos experimentales para la toxicidad del Ni. Los datos se presentan como las medias + desviacién
estandar.

Control 0 5 31,7+0,9 10,4+0,2 13,4+0,2
T0,1 0,1 5 32,3+54 10,5+0,8 13,2+0,4
T1 1 7 21,1+0,7 9,3+0,1 123+0,1
T10 10 7 23,6+1,9 10,0+0,2 12,8+0,2
Total - 24 27,2123 10,0+ 0,3 129+0,3

3.1.2. Ensayo de micronucleos (MN)

Para analizar los microndcleos que se pudieran encontrar en la sangre
periférica obtenida de la aleta caudal de Carassius auratus (L.), se utilizé
microscopia optica. En dicho andlisis se pudieron observar eritrocitos normales cuyo
nucleo central tenia un contorno definido. No obstante, en menor medida, se
observaron eritrocitos andmalos, los cuales presentaban alteraciones, solo
considerando éstas cuando se trataba de microndcleos bien definidos (figura 4),
como se describe en los parametros expuestos en el apartado “2.3. Efecto
genotdxico: ensayo de micronucleos” de la presente memoria.

Como se aprecia en la figura 5, tras la exposicion de los ejemplares a las
diversas concentraciones de niquel, se observa una tendencia creciente hacia el
incremento del nimero de microndcleos, asociado al aumento de la concentracion
de niquel en el agua. Los niveles de micronucleos contados para las tres dosis de
exposicion, 0.1 mg/L, 1 mg/L y 10 mg/L, mostraron un incremento significativo frente
al control.

Los datos representados expresados como el numero de MN/1000 células,
para las dosis 0.1 y 1 mg/L presentan una similitud en los datos obtenidos tras la
cuantificacion de los micronucleos, siendo el promedio 27.94 + 0.37 y 29.84 + 0.46
respectivamente. En la dosis de Ni 10 mg/L se obtuvo un 37.50 £ 0.35, mientras que
para el control se cuantifico un 3.91 £+ 0.13 por mil células.

25



/ ® % " avMNe .‘.
'l # 0 . o N (Y o, "
. o N - o. %o
.. LI ! - .“ s‘
b ‘.b\ . -,

0. 7% - ’ 1 N ,
0.7 4 s 3 ¢ ’ o
- . B - N
L ; - ® o f . .

o § ‘0'. . v 0 ~
. "‘. ’_ A A - B .

Figura 4. En ambas imagenes se observan eritrocitos de sangre periférica en Carassius auratus (L.)
(flecha negra). Eritrocitos con micronucleos (flecha roja). Aumento: 100x. Tincién: Gimsa 5%.
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Figura 5. Frecuencia de microntcleos (MN) inducidos por niquel en peces Carassius auratus (L.),
tras 96 horas de exposicion. Los datos se presentan como media * error estandar, n=7. (*): p<0,05 vs
Control, T1, T2y T3.

3.1.3. Biomarcadores de Estrés oxidativo: evaluacién bioquimica
3.1.3.1. Efecto del niquel sobre los Niveles de Hidroperdoxidos (ROOH)

Un indicativo clave para conocer el dafio oxidativo que se puede producir en un
tejido, es el proceso de peroxidacion lipidica. Durante el ataque oxidativo a los
lipidos, se producen los hidroperdoxidos (ROOH), generados en la reaccion en
cadena inducida por las EROs que se produce en las membranas en el transcurso
de esta peroxidacién. En este trabajo para la evaluacion y cuantificacién de los
niveles de hidroperéxidos, se utilizé el método FOX (Fe — Orange xilenol) descrito
por Gay y Gebicki (2000).

En la figura 6 se representan los niveles de hidroperoxidos medidos en las
branquias de los peces tratados con niquel transcurridas las 96 horas. Como se
observa, hay un aumento significativo de los niveles de hidroperoxidos de los
ejemplares tratados con Ni 1 mg/L y Ni 10 mg/L respecto al control.
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Figura 6. Niveles de hidroperéxidos (ROOH) en Branquias de Carassius auratus (L.), expuestos a
tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error
estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

Como se aprecia en la figura 7, correspondiente al higado los ejemplares
tratados con una concentracion de Ni 1 mg/L y Ni 10 mg/L se observo un gran

aumento de los niveles de hidroperéxidos frente al control, aunque en la
concentracion mas baja (Ni 0.1 mg/L) no se observé ninguna alteracion.
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Figura 7. Niveles de hidroperdxidos (ROOH) en Higados de Carassius auratus (L.), expuestos a
tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error
estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

En la figura 8 se representan los datos de las concentraciones de
hidroperoxidos referidas al muasculo. Se aprecia un efecto dosis — dependiente, con
un aumento significativo en relacion al control desde la dosis méas baja hasta la dosis
mas alta a la que fueron expuestos los ejemplares.
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Figura 8. Niveles de hidroperéxidos (ROOH) en Mdusculo de Carassius auratus (L.), expuestos a
tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error
estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1. ($): p<0.05 vs. Ni 1.

Como se observa en la figura 9, para los resultados referidos a cerebro, se
percibe un leve aumento, no significativo para la dosis Ni 0,1 mg/L. No obstante,
para las dosis mas altas de niquel, 1 mg/L y 10 mg/L si se produce un aumento
significativo frente al control.
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Figura 9. Niveles de hidroperoxidos (ROOH) en Cerebros de Carassius auratus (L.), expuestos a
tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error
estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

3.1.3.2. Efecto del niquel sobre la Actividad Catalasa (CAT)

La actividad catalasa reside en una familia de isoenzimas especializadas en la
eliminacion del H202, sin necesidad de disponer de un sustrato reducido. En este
estudio se ha evaluado mediante el método de Aebi (1983).

En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos en la evaluacion de la
actividad Catalasa (CAT) en el higado de los ejemplares estudiados. Como puede
observarse, hay un aumento significativo en las concentraciones Ni 1 mg/L y Ni 10
mg/L en relacion al control, no observandose efecto alguno en los peces expuestos
a Ni 0.1 mg/L.
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Figura 10. Actividad Catalasa (CAT) en Higados de Carassius auratus (L.), expuestos a tratamientos
con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error estdndar (n=6 para
cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

Respecto a las branquias, en la figura 11 no se observa ninguna diferencia
significativa entre la concentracion Ni 0.1 mg/L y el grupo control, sin embargo, para
las concentraciones Ni 1 mg/L y Ni 10 mg/L se produce un aumento de la actividad
catalasa.
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Figura 11. Actividad Catalasa (CAT) en Branquias de Carassius auratus (L.), expuestos a
tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error
estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1. ($): p<0.05 vs. Ni 1.

Como se aprecia en la figura 12, en el caso del cerebro, se producen un
aumento en los tres tratamientos frente al control. Tanto para la concentracion Ni 0.1
mg/L como para la concentracion Ni 1 mg/L, el aumento es semejante y mas
elevado para Ni 10 mg/L.
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Figura 12. Actividad Catalasa (CAT) en Cerebros de Carassius auratus (L.), expuestos a tratamientos
con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error estandar (n=6 para
cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1. ($): p<0.05 vs. Ni 1.

En la figura 13 se exponen los datos referidos al masculo, y como puede

apreciarse, la actividad CAT aumentd en los peces expuestos a las tres
concentraciones creciente de niquel.
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Figura 13. Actividad Catalasa (CAT) en Musculo de Carassius auratus (L.), expuestos a tratamientos
con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media + error estdndar (n=6 para
cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control.

3.1.3.3. Efecto del niquel sobre la Actividad Super6xido Dismutasa (SOD)

La actividad superoxido dismutasa (SOD) es la primera linea de defensa frente
al radical superéxido, que es transformado en agua oxigenada (reaccion de
dismutacion). En las células eucaridticas existen dos tipos, CuzZn-SOD y Mn-SOD,
siendo ésta ultima de localizacion mitocondrial. En este trabajo se ha evaluado la
actividad SOD total.

En la figura 14, se muestran los niveles de la actividad enzimatica antioxidante
SOD para los higados estudiados de los ejemplares Carassius auratus (L.). Se
puede observar tanto en la concentracion Ni 1 mg/L, como en la concentracién Ni 10
mg/L, un aumento significativo no soélo frente al control sino también frente a la dosis
mas baja (0.1 mg/L) de niquel.
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Figura 14. Actividad superéxido dismutasa (SOD) en los Higados de Carassius auratus (L.)
expuestos a tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media +
error estadndar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

Como se aprecia en la figura 15, para el caso de las branquias, la
concentracion Ni 0.1 mg/L no muestra un aumento significativo respecto al control.
Sin embrago, las concentraciones Ni 1 mg/L y Ni 10 mg/L si presentan un aumento
significativo frente al control.
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Figura 15. Actividad superéxido dismutasa (SOD) en las Branquias de Carassius auratus (L.)
expuestos a tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media +
error estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

En la figura 16 se observa que en el cerebro se produce un aumento de la
actividad SOD en los peces expuestos a Ni 0.1 mg/L y 1 mg/L. En cambio, para Ni
0.1 mg/L no se aprecian cambios.
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Figura 16. Actividad superdxido dismutasa (SOD) en los Cerebros de Carassius auratus (L.)
expuestos a tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media +
error estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.

Como se observa en la figura 17, en el masculo hay un aumento significativo
de la actividad SOD en los peces expuestos a Ni desde el tratamiento con menor
concentracion (0.1 mg/L) hasta el tratamiento con mayor concentracion (10 mg/L).
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Figura 17. Actividad superoxido dismutasa (SOD) en los Musculos de Carassius auratus (L.)
expuestos a tratamientos con diferentes concentraciones de niquel (mg/L). Se representa la media +
error estandar (n=6 para cada 6rgano). (*): p<0.05 vs. Control. (#): p<0.05 vs. Ni 0.1.
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3.2. DISCUSION

El objetivo principal de este estudio es la evaluacion del efecto toxico del niquel
en el medio acuatico. Por ello, ejemplares de la especie Carassius auratus (L.),
fueron expuestos a diferentes concentraciones de niquel en el agua (0.1, 1 y 10
mg/L) tomando muestras de sangre para la evaluacion del dafio genotoxico, y
muestras de diferentes o6rganos (higado, branquias, musculo y cerebro) para
estudiar el dafio oxidativo por medio de la peroxidacion lipidica, y la respuesta
antioxidante mediante las actividades de la enzima catalasa y superdxido dismutasa.

Los ecosistemas acuaticos son medios muy castigados por la contaminacion,
especialmente por los metales pesados. Las actividades antropogénicas
relacionadas con la agricultura y la industria, y en general, el aumento de su
demanda mundial en las ultimas décadas ha producido una extensa contaminacion
del medio ambiente, y especialmente de estos ecosistemas. Si bien los metales se
pueden encontrar en bajas concentraciones en el agua y sus organismos, ya que
son necesarios para el correcto desarrollo del ecosistema, el problema contaminante
se origina cuando surgen concentraciones elevadas, producidas y favorecidas por la
gran capacidad de movilizacion, absorcion y la bioacumulacion de estos en los
tejidos animales, dotando asi a los metales pesados de una alta toxicidad. A nivel
bioldgico, estas sustancias se unen al ADN o a macromoléculas, pudiendo fomentar
la induccidn del estrés oxidativo (Gaetea et al., 2017). Asi mismo, la toxicidad que
poseen dependerd de varios factores como la ruta que emprendan, el lugar del
organismo en la cadena alimenticia, el tipo de metal pesado al que se exponga, la
edad de los organismos, el género y/o la genética (Luczynska et al., 2018). Por ello,
es necesario evaluar los riesgos potenciales de los metales pesados para los
organismos acudaticos, especialmente los peces (Kubrak et al.,12, Topal et al., 2017).

El niquel es un metal traza ubicuo y natural (0.0086 % de la corteza terrestre),
gue ha ganado una atencion considerable como un potente contaminante debido a
la creciente presion antropogénica sobre el ambiente (Topal et al., 2017). A pesar de
ser un metal esencial para microorganismos, plantas y animales (hay pruebas que
sugieren que lo sea en particular para los peces) (Pyle y Couture, 2012), a
concentraciones elevadas es potencialmente peligroso debido a su genotoxicidad,
inmunotoxicidad, mutagenicidad y cancerogenicidad (Kubrak et al., 2013; Poonkothai
y Vijayavathi, 2012; Kubrak et al., 2013). El agua generalmente contiene niquel en
concentraciones < 10 pg/L; sin embargo, en ambientes de agua dulce contaminados
puede alcanzar hasta 2.5 mg/L (Eisler, 1998). En algunos rios se han demostrado
concentraciones desde 0.001 a 0.01 mg Ni/L hasta 0.5 y 2 mg Ni/L (Chau y
Kulikovsky-Cordeiro, 1995).

En el medio acuatico, el Ni se encuentra como ion libre o formando complejos
con sustancias organicas, como el carbono, o inorganicas, como el hierro. Los
compuestos de niguel suelen poseer una alta solubilidad en agua, lo cual favorece
su movilidad. Aun asi, hay compuestos no solubles que, tras formarse, se depositan
en los sedimentos. Las altas concentraciones de niquel que se encuentran en el
medio son originadas principalmente por la mineria y la industria quimica, ademas
de los vertidos y lixiviados &acidos que estas puedan producir (ATSDR, 2005). El
drenaje acido de minas (DMA) aporta elevadas concentraciones al agua,
incrementada en los sedimentos cuando se suman el DMA y el agua marina, como
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en el caso de Huelva, donde confluyen el Rio Tinto con el Rio Odiel (Torre et al.,
2019). En las zonas més cercanas a estas industrias, las concentraciones de niquel
pueden ser de hasta 9 mg/L (ATSDR, 2005). Es importante indicar que el valor
maximo autorizado por la Directiva 98/83/EC sobre la calidad del agua destinada a
consumo humano es de 0.02 mg/L; siendo estos los mismos niveles de NCA-MA
(normas de calidad ambiental-media anual méxima) para el niquel y sus compuestos
en aguas superficiales continentales y otras aguas continentales
(DIRECTIVA 2008/105/CE DEL PARLAMENTO EUROPEOQO Y DEL CONSEJO de 16
de diciembre de 2008 relativa a las normas de calidad ambiental en el ambito de la
politica de aguas).

Los efectos toxicos de este metal se han investigado en muchos organismos,
principalmente en mamiferos; sin embargo, se ha prestado menos atencién a los
peces, que en los ecosistemas contaminados pueden acumular el niquel del agua,
de materiales en suspension y de los alimentos (Kubrak et al., 2013). Aunque el
mecanismo preciso de toxicidad causado por el niquel no esté claro, existe evidencia
de que puede causar estrés oxidativo y genotoxicidad (Kubrak et al., 2012b; Palermo
et al.,, 2015). En vista de la creciente demanda mundial de niquel y el
correspondiente potencial de mayores aportes antropogénicos al medio acuético, es
importante desarrollar una comprension mas profunda de su efecto en los peces
(Palermo et al., 2015). Asi pues, en este estudio evaluamos en peces biomarcadores
tempranos de la posible induccion de estrés oxidativo y la respuesta antioxidante,
asi como de la ocurrencia de genotoxicidad, que puedan ser de utilidad en la
biomonitorizacion de la contaminacién por niquel del medio acuético.

Es habitual que en los ecosistemas acuaticos se utilicen los peces como
bioindicadores para conocer la toxicidad de los diferentes metales pesados
presentes. Sin embargo, estos elementos se localizan en mezclas quimicas
complejas y variables que dificultan poder establecer para cada metal una respuesta
especifica. Al realizar los ensayos de toxicidad en el laboratorio, bajo condiciones
controladas, se consigue aislar el efecto de un solo contaminante y relacionarlo
directamente con las concentraciones definidas a las que se han expuesto los
peces.

Para este estudio se evalué el efecto que produce el niquel en la induccion del
dafio genotoxico mediante el ensayo de micronucleos en eritrocitos. También se
cuantifico el dafio oxidativo en diferentes 6rganos de peces. Estos se seleccionaron
por su funcionalidad, su fisiologia y su relacion con el medio acuatico, siendo las
branquias, los mas expuestos a los contaminantes; el higado, por su relacién con la
detoxificacion de productos metabdlicos y xenobidticos; el musculo, por ser parte de
la alimentacion humana; y el cerebro, por las posibles alteraciones en el
comportamiento y los efectos neurotéxicos que puedan producirse (Vieira et al.,
2012). Se utilizaron individuos adultos de la especie Carassius auratus (L.),
comunmente conocido como pez dorado, para realizar los bioensayos. Estos
ejemplares se instalaron en el laboratorio, en tanques expuestos a distintas
concentraciones de niquel (0.1 mg/L, 1 mg/L y 10 mg/L), y teniendo un tanque
control como referencia. Para realizar un estudio lo mas similar a las condiciones del
medio y que no sufrieran estrés los peces, se utilizé un modelo estéatico (Rodriguez-
Cea et al.,, 2003). Se eligio el pez dorado por ser una especie modelo de uso
frecuente en estudios relacionados con toxicidad, su fisiologia y su comportamiento
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gracias a su facil cultivo, su adquisicion y distribucién, y su capacidad de resistencia
al estrés (Garofalo et al., 2012; kubrak et al., 2012a).

La acumulacion de este metal en los tejidos de los peces suele ser bastante
especifica del tejido y cada uno tiene afinidades especificas para la acumulacion de
diferentes elementos (Ptashynski y Klaverkamp, 2002; Palermo et al., 2015).
Ademas, la magnitud y los patrones generales de distribucidon pueden variar segun la
fuente de exposicion (es decir, a través del agua, los sedimentos o los alimentos), la
concentracion de las especies de metales disponibles en el medio ambiente, el
tiempo de exposicion y la capacidad de absorcién de cada organismo. Si bien en
nuestro estudio no hemos podido cuantificar los niveles de acumulacién de Ni en los
organos evaluados, los datos de la literatura en peces de la misma especie y otras
expuestos a concentraciones semejantes y en el mismo periodo experimental
indican que la mayor acumulacién se encontraba en el higado, seguido de las
branquias y musculo (Palermo et al., 2015). Como se indica mas adelante, esto es
concordante con los niveles de alteracion de los pardmetros relacionados con el
estrés oxidativo evaluados en nuestro estudio.

Esta aceptado que los compuestos de niquel producen efectos genotoxicos y
cancerigenos (Denkhaus y Salnikow, 2002; Kasprzak et al., 2003). No obstante, los
estudios sobre el efecto genotdxico del niquel en los peces son todavia muy escasos
(Kubrak et al., 2012b; Palermo et al., 2015). En un estudio se expusieron juveniles
del pez de agua dulce Prochilodus lineatus a concentraciones de Ni 0.025, 0.25y 2.5
mg/L por 96 h y se evalud la aparicion de dafio en el ADN mediante el ensayo
cometa (Palermo et al, 2015). Los resultados mostraron que el dafio al ADN
aumentd tanto en las células sanguineas como en las branquias de los peces
expuestos a todas las concentraciones del metal, confirmando el potencial
genotdxico del niquel en los peces. En nuestro trabajo se ha abordado la evaluacién
del dafio genotdxico temprano mediante el ensayo de micronucleos, que es uno de
los procedimientos mas aplicados que se puede encontrar en la literatura para
evaluar la genotoxicidad inducida por los xenobi6ticos, W. Schimd lo describié por
primera vez en 1975, llegando a utilizarse actualmente como un método sencillo y
practico, ademas de accesible a nivel tecnoldgico y mundial para evaluar los dafios
producidos a nivel cromosomico (Zalacain et al., 2005). En particular, se considera
uno de los mejores métodos para evaluar la genotoxicidad en peces (Cavas et al.,
2005). Los micronucleos (MN) son masas de cromatina citoplasmatica que se
originan de cromosomas enteros o fragmentos acéntricos al quedar excluidos de los
ndcleos durante la anafase mitética. En el caso de los peces, esta prueba se puede
realizar en cualquier tejido en proliferacion, como células branquiales, sanguineas o
hepaticas entre otras (Cavas et al., 2005, Zalacain et al., 2005).

En nuestro estudio hemos observado un incremento significativo en la
aparicion de micronudcleos en los eritrocitos de los animales expuestos a todas las
concentraciones de niquel evaluadas, 0.1 mg/L, 1 mg/L y 10 mg/L. Otros estudios
han estudiado la exposicion a diferentes metales y concentraciones obteniendo
diversos resultados. Para las especies Carassius gibelio, Cyprinus carpio, y
Coydoras paleatus, Cavas et al., (2005) evaluaron la induccién de micronucleos en
sangre exponiéndolos a concentraciones de 0.01 mg/L y 0.21 mg/L de cobre. Para la
primera especie no hubo ningun efecto significativo, para la segunda, se produjo una
induccion de micronucleos, y para la tercera especie se produjo una mortalidad total.
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Canalejo et al., (2016) expusieron a la especie Dicentranchus labrax a
concentraciones 0.01, 0.1, 1, y 10 mg/L de plomo, arsénico y cobre y describieron un
aumento de la frecuencia de MN a medida que se aumentaba la concentracion.
Todos estos resultados indican evidencias de una relacion directa entre la
exposicion de los diferentes metales y el aumento en la frecuencia de micronucleos
presentes en los eritrocitos de las diferentes especies.

Asi mismo, se sabe que el niquel puede inducir estrés oxidativo; sin embargo,
el mecanismo preciso y las vias que se activan en los peces aun no estan claros.
Existen evidencias de que puede desencadenar la generacién de EROs, e inhibir la
actividad de las enzimas antioxidantes en diversos tejidos de peces (Kubrak et al.,
2013; Zheng et al., 2014). De esta forma, el estrés oxidativo causado por este metal
seria la consecuencia de la formacion de EROs a través de reacciones de
Fenton/Haber-Weiss, que involucran al par redox Ni?*/Ni®* (Torreilles y Guerin,
1990), o de una reduccién en la capacidad antioxidante, tanto en la de mecanismos
no enzimaticos como el agotamiento del GSH debido a la formacién de complejos
Ni-GSH, como de la supresion de la actividad de enzimas antioxidantes como la
catalasa, SOD, etc. (Gui-hong et al.,, 2014; Kubrak et al., 2012b; Kubrak et al.,
2012a).

La peroxidacién lipidica (LPO) es una de las consecuencias generada por las
EROs y por ende un marcador del estrés oxidativo ampliamente aceptado que se ha
cuantificado con diferentes métodos como mediante los niveles de TBARS y de
hidroperoxidos (ROOH) (por el que hemos optado en nuestro estudio). La
capacidad del niquel para inducir LPO se ha descrito en varias especies de peces,
incluido Carassius auratus. (Zheng et al., 2014; Topal et al., 2017; Kubrak et al.,
2012, Kubrak et al., 2013, Gui-hong et al., 2014).

Nuestros resultados muestran un incremento de los niveles de ROOH en todos
los tejidos evaluados, evidenciando la situacion de estrés oxidativo en los peces. Se
observd que las branquias e higados los niveles de hidroperdxidos eran mucho mas
elevados que en musculo y cerebro, ordenandose de mayor a menor: higados >
branquias > cerebro > muasculo. En los sujetos expuestos a mayores
concentraciones (Ni 1 mg/L y Ni 10 mg/L) el dafio es mas acusado que en los
expuestos a menor concentracion (Ni 0.1 mg/L). El higado resulté ser el 6rgano que
mostré niveles mas altos de estimulacién de la peroxidacion lipidica. En cambio, el
musculo resulté el mas sensible, pues el incremento tuvo lugar desde la
concentracion de niquel mas baja evaluada (0.1 mg/L). Vieira et al., (2012) muestra
resultados similares a los presentes, donde la especie Carassius auratus (L.) es
expuesta a manganeso, produciéndose un aumento de los niveles de hidroperéxidos
en branquias, riion, higado y cerebro. En la trucha arcoiris, expuesta a
concentraciones de Ni 1 mg/L y 2 mg/L, los niveles de peroxidacién lipidica en el
higado fueron significativamente mas altos que los de los controles (Topal et al.,
2017). Por su parte, en C. auratus, los niveles de TBARS en el higado aumentaron
en un 29, 60, 71 y 91 % después de la exposicion de los peces a 10, 25, 50 y 100
mg/L de Ni, respectivamente (Zheng et al.,, 2014). Otros estudios muestran una
induccion de los niveles de TBAR por niquel en los higados de ejemplares de
Carassius auratus (Gui-hong et al., 2014). Por lo tanto, estos resultados confirman
que la exposicion externa a niquel puede provocar la peroxidacion lipidica; lo que
indica la induccion del estrés oxidativo.
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Las enzimas antioxidantes juegan un papel importante en el mantenimiento del
equilibrio redox intracelular. Entre las principales enzimas capaces de reducir los
niveles de las EROs y, por tanto, de brindar proteccion frente al dafio oxidativo, se
encuentran la catalasa y la superoxido dismutasa (Kubrak et al., 2012, Kubrak et al.,
2013).

La enzima superoxido dismutasa (SOD) es una metaloenzima que actla en la
primera linea de defensa frente al estrés oxidativo. Este mecanismo de defensa
antioxidante cataliza la reaccion de dismutacion del radical superdxido para formar
peréxido de hidrégeno para su posterior detoxificacion por la catalasa (CAT) y
peroxidasa dependiente de glutatién (GPXx).

Los resultados obtenidos de nuestro estudio muestran un aumento de la
actividad de la enzima SOD en todos los érganos de los peces expuestos a las
concentraciones de Ni méas elevadas. Los 6rganos se pueden ordenar de mayor a
menor actividad como: higado > cerebro > branquia > musculo. No obstante, cabe
destacar la mayor sensibilidad del musculo, en el que la concentracion de Ni 0.1
mg/L fue suficiente para inducir un aumento de esta actividad. Ademas, e en la
actividad incremento SOD se corresponde con los resultados obtenidos para los
niveles de hidroperéxidos. Esto coincide con estudios previos en trucha arcoiris
expuesta a 2 mg/L de niquel en los que se observé un aumento simultaneo en los
niveles de LPO y la actividad SOD en los tejidos branquiales (Topal et al., 2017) y en
el cerebro (Topal et al., 2015). En todo caso, diversos estudios han demostrado que
la enzima superéxido dismutasa muestra diferentes comportamientos bajo el estrés
oxidativo. Frente a un estrés moderado, la enzima es estimulada, aunque a medida
qgue persiste ese estrés, puede estabilizarse o disminuir su actividad debido a que
alcanza sus niveles de saturacion (Annabi Berrahal et al., 2007; Ates et al., 2008).
Por otro lado, en el estudio realizado por Kubrak et al., (2012b) al tratar a los peces
con niquel se muestra una supresion de la SOD de hasta el 50% en el rifion. En este
mismo sentido, la actividad SOD hepatica disminuy6 un 39, 33, 46 y 55 % después
de la exposicién de los peces a niveles mucho mas elevados de Ni, 10, 25, 50 y 100
mg/L, respectivamente (Zheng et al., 2014), que los establecidos en nuestro estudio.

Otra de las enzimas mas importantes en la defensa antioxidante es la catalasa
(CAT). La actividad que ejerce puede encontrarse en casi todas las partes de las
células, viéndose incrementada en las mitocondrias y los peroxisomas (Halliwell,
1995). Esta enzima es primordial para la detoxificacion de las EROs ya que es la
encargada de catalizar la reaccion de descomposicion del peroxido de hidrogeno,
produciendo agua y oxigeno.

En el presente estudio se observo un aumento de la actividad catalasa frente al
control en todas las dosis experimentales, y en todos los érganos estudiados. La
mayor estimulacion se observé en las branquias, donde se multiplicd por 4 respecto
al control, seguidas del musculo, higado y cerebro. Como se ha descrito para la
actividad SOD, estos resultados se correlacionan con el aumento en los niveles de
hidroperoxidos. Mas aun, de nuevo el musculo aparece como un 6érgano muy
sensible, al encontrarse un aumento en los animales expuestos a la menor
concentracion de Ni (0.1mg/L). Aunque este efecto también se puede observar para
la CAT en el cerebro. Estos resultados concuerdan con otros estudios. Asi en la
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trucha arcoiris expuesta a Ni 2 mg/L se ha descrito un incremento de esta actividad
en el tejido hepético (Topal et al., 2017). Asi mismo, en el estudio realizado por
Kubrak et al., (2012b) con los ejemplares de Carassius auratus (L.) se observo un
aumento de la actividad CAT en el rifién a concentraciones de exposicion de 10 y 25
mg/L. De igual forma, en otro estudio, Kubrak et al., (2012) pudo observar para el
niquel y la misma especie, que el higado incrementd su actividad catalasa en los
animales expuestos a concentraciones de 10 — 50 mg/L.

En resumen, los resultados de este estudio indican que la exposicion de los
peces a concentraciones de niquel relevantes desde el punto de vista ambiental
induce dafio genotdxico y estrés oxidativo de forma generalizada (en todos los
organos evaluados) y temprana. Asi, el aumento en la produccién de EROs resulta
en el dafio oxidativo puesto de manifiesto por el incremento en la peroxidacion
lipidica. El exceso de este metal podria haber interactuado con el H202 dando como
resultado un aumento en la concentracion de EROs como el radical hidroxilo a
través de la reaccion de Fenton, siendo este radical el principal causante de la
peroxidacion lipidica. Adicionalmente, el aumento simultaneo de las actividades SOD
y CAT en los tejidos puede explicarse como una respuesta adaptativa al aumento de
los niveles de anion superoxido y H202 para tratar de reducir estos niveles y, por
ende, el dafio oxidativo. Asi mismo, el aumento en la actividad catalasa podria
deberse a la alta produccion de H20: inducida por la SOD. En todo caso, los
resultados indican que, a pesar de producirse este aumento en la respuesta
antioxidante, ésta no fue suficiente para prevenir el dafio oxidativo en las
membranas celulares (peroxidacién lipidica) de ningun érgano; asi como a nivel
sanguineo, donde se detectd un efecto genotdxico (incremento de los micronucleos)
que podria estar directamente relacionado con un dafio oxidativo al ADN que resulte
en rotura de la cadena. Aunque en el estudio no se observo letalidad ni otras
alteraciones detectables de visu, es razonable considerar que estos efectos
deletéreos evaluados tras 96 horas de exposicion podrian tener consecuencias en la
fisiologia sistémica, el comportamiento o la capacidad reproductiva normales a mas
largo plazo; incluso aunque la exposicién al metal cesara. En este sentido, el dafio
genotdxico es especialmente grave pues puede tener consecuencias no soélo para
los individuos expuestos, sino para los de las siguientes generaciones.

Ademas, los cambios detectados en los diferentes érganos en los niveles de
hidroperoxidos y de las actividades SOD y CAT, asi como en la frecuencia de MN en
los eritrocitos, demuestran la eficacia del uso de estos pardmetros como marcadores
tempranos de estrés oxidativo y genotoxicidad en peces, y, por tanto, su utilidad
para la monitorizacion ambiental de la contaminacion por niquel en el medio
acuatico.

Los resultados obtenidos han probado que la exposicion al niquel induce estrés
oxidativo y dafio genotoxico en peces. Las concentraciones probadas son de gran
relevancia ecoldgica y subrayan la importancia de establecer programas de
evaluacion y monitoreo en areas que puedan ser potencialmente impactadas por
niquel, utilizando peces como modelo biolégico de estudio. En todo caso, es
necesario evitar una contaminacién del medio acuatico, supervisar los desechos y
vertidos que se realizan, y en mayor medida, los provenientes de la industria y la
mineria, y mantener el equilibrio y la estabilidad de este ecosistema y sus
habitantes.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

Tras la exposicion de ejemplares de la especie Carassius auratus (L.) a
diferentes concentraciones de niquel (0.1; 1 y 10 mg/L) bajo condiciones controladas
en laboratorio, se demostro:

1. La induccién del dafio genotdxico en eritrocitos de sangre periférica,
evidenciando mediante el ensayo de micronucleos.

2. Lainduccion de una respuesta antioxidante en todos los 6rganos evaluados
(branquias, higado, cerebro y musculo), evidenciada por el incremento en
las actividades catalasa (CAT) y superoxido dismutasa (SOD).

3. La activacion de las defensas antioxidantes no fue suficiente para prevenir
el dafio oxidativo, puesto de manifiesto por un incremento en la
peroxidacion lipidica (evaluada mediante los niveles de hidroperoxidos) en
todos los 6rganos de estudio.

4. Los ejemplares en estadio adulto de la especie Carassius auratus (L.)

constituyen un biomarcador temprano apto para la monitorizacion de la
toxicidad inducida por el Ni en el medio acuético.
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