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Efectos del sulfato de cobre y Romet®-30 en celulas mucosas branquiales
del bagre Ictalurus punctatus

Effects of copper sulfate and Romet®-30 on gill mucous cells from channel
catfish Ictalurus punctatus

Jaime Luis Rabago-Castro!, Jesus Genaro Sanchez-Martinez?*, Jorge Loredo-Osti?, Ned Ivan de la Cruz-
Hernandez?, Roberto Pérez-Castafieda®

RESUMEN

Con el objetivo de estudiar los efectos del tratamiento
con sulfato de cobre y Romet®-30 sobre el niimero y
composicion de células mucosas branquiales (neutras
y 4cidas) se expusieron alevines de bagre de canal (/c-
talurus punctatus) sanos durante once semanas a trata-
mientos profilacticos intermitentes de sulfato de cobre
(en bafios) o Romet®-30 (en el alimento). Cada sema-
na se tomaron muestras del segundo arco branquial,
se procesaron histologicamente y se tifieron con acido
peryodico Schiff (PAS) y azul alcian a pH de 2.5. Los
resultados del estudio mostraron un incremento signifi-
cativo en las células mucosas con reaccion acida de los
peces expuestos al sulfato de cobre, lo cual sugiere la
respuesta del tejido al compuesto.

Palabras clave: sulfato de cobre, histoquimica, Icta-
lurus punctatus, células mucosas.

ABSTRACT

With the aim to study the effects of treatment with copper
sulfate and Romet®-30 on the composition and number
of gill mucous cells (neutral, acidic and totals), healthy
channel catfish fingerlings (Ictalurus punctatus) were
exposed for eleven weeks to intermittent prophylactic
doses of copper sulfate (in baths) or Romet®-30 (in
feed). Each week, samples of the second gill arch were
processed for histology and stained with PAS-AB2
(periodic acid Schiff and alcian blue, pH of 2.5). The
study results showed a significant increase in mucous
acidic cells of fish exposed to copper, which suggest the
reaction to copper sulfate.
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INTRODUCCION

En la actualidad, diversos compuestos quimicos son empleados habitualmente en la acuacultura
como desinfectantes, terapéuticos o fertilizantes con el fin de prevenir enfermedades. No obstan-

Autor para correspondencia: jgsanchez@docentes.uat.edu.mx / Fecha de recepcion: 28 de junio de 2023

Fecha de aceptacion: 16 de julio de 2023 / Fecha de publicacién: 11 de agosto de 2023
"Universidad Autonoma de Tamaulipas. Ciudad Victoria, Tamaulipas, México.
“Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma de Tamaulipas. Ciudad Victoria, Tamaulipas, México.

ISSN electronico: en tramite. 1(1), 13-20 (Jul - Dic 2023)
https://doi.org/10.29059/cvpa.v1il.6

@loEe)

CIENCIAS

y Produccion Animal -

eterinarias




Histoquimica de células branquiales de bagre / Rabago-Castro et al. (2023)

te, algunos de estos productos provocan diversos efectos negativos en las branquias de los peces
(De Kinkelin et al., 1991; Haddeland et al., 2021). Por ejemplo, el sulfato de cobre se usa en es-
tanques de bagre de canal, Ictalurus punctatus y otras especies como parasiticida (Rowland et al.,
2009; Tavares-Dias, 2021), algicida (Han et al., 2001) asi como en el control del mal sabor. Sin em-
bargo, se ha sefialado que la exposicion al cobre produce alteraciones de las laminas branquiales,
cambios inmunologicos (Khangarot & Tripathi, 1991), alteraciones en la reproduccion (Moosavi
& Shamushaki, 2015), asi como una disminucién de la tasa de crecimiento (Kim & Kang, 2004).

De igual forma, el uso de antibioticos es una practica comun en los sistemas acuicolas para el tra-
tamiento de enfermedades o su profilaxis. El Romet®-30 (principio activo ormetoprim y sulfadi-
metoxina) es uno de los pocos quimioterapéuticos permitidos para su uso en peces para consumo,
especialmente en bagres de canal (Ictalurus punctatus).

En los peces y otros organismos acuaticos, las branquias son drganos que estan en contacto permanente
con el agua, y cuya composicion celular puede reaccionar a la presencia de diversos compuestos, pu-
diendo servir estas reacciones como bioindicadores ambientales (Cabillon & Lazado, 2019; Lazado et
al., 2020) o como herramientas durante el manejo de peces en granjas de cultivo (Persson et al., 2021).

El epitelio branquial comprende diferentes tipos de células, como las células del pavimento, las
células de cloro y las células mucosas (Pereira & Caetano, 2009). Las células mucosas son grandes,
presentan un voluminoso citoplasma que contiene granulos secretores de moco, y se encuentran
distribuidas en toda la branquia, pero en especial en el borde lamelar eferente (Smith et al., 2018).
Las células mucosas pueden caracterizarse por el tipo de mucinas producidas por sus granulos
citoplasmaticos, cuya composicion varia cuando las branquias se exponen a factores irritantes o
ambientales (Osorio et al., 2022). Estas mucinas llevan a cabo diferentes funciones fisicas, bioqui-
micas, inmunologicas, de difusion, interaccion con patdogenos y estrés (Benktander et al., 2021),
de proteccion contra sustancias toxicas (Palma Leotta et al., 2017) y otras funciones de naturaleza
etoldgica y ambiental (Reverter et al., 2018).

En histologia, el estudio con microscopia de luz de las células mucosas se puede llevar a cabo con
diferentes tinciones. Por ejemplo, la tincion histoquimica con &cido peryodico Schiff (PAS) y azul
alcian (AB) a pH de 2.5, se emplea en la caracterizacion de las células mucosas de los peces, e in-
dica los distintos tipos de mucinas (Monteiro et al., 2010). Esta tincion separa los glicoconjugados
acidos (glucoconjugados carboxilados y/o sulfatados) de los tipos neutros (Mowry, 1956), produ-
ciendo un color magenta, debido a la reaccion con el acido peryddico, o bien un color azul en caso
de que las mucinas sean 4cidas, al reaccionar con el azul alcian (Harris et al., 1973).

Se han realizado estudios histoquimicos sobre los efectos agudos o permanentes de diversos com-
puestos de metales pesados, compuestos toxicos o terapéuticos en peces sobre las células mucosas
branquiales (Gao et al., 2023), sin embargo, en muchos casos, tales bioensayos emplean exposi-
ciones agudas o cronicas, los cuales no son comunes en la acuacultura; es decir, generalmente los
peces estan expuestos de manera intermitente a los compuestos, con periodos sin tratamiento, los
cuales pueden llevar a la recuperacion de los tejidos expuestos.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar los efectos del sulfato de cobre o0 Romet®-30
en el nimero y tipo de células mucosas branquiales de juveniles de bagre de canal cuando estos
compuestos se administran de forma profilactica e intermitente.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se llevo a cabo en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, “Dr. Norberto Tre-
vifio Zapata” de la Universidad Autonoma de Tamaulipas. Se instalaron seis tanques redondos de
plastico, con drenaje central, y se llenaron hasta un volumen de 50 L, manteniendo un aporte con-
tinuo de agua de pozo y aireacion mediante dos piedras de aire conectadas a mangueras, y estas a
un soplador de 1 H.P. Doscientos diez juveniles (7.5-10.0 cm de longitud furcal) de bagre de canal,
clinicamente sanos y provenientes de una granja de la region se distribuyeron al azar en cada uno
de los 6 tanques (n = 35).

Los tanques se organizaron en 3 grupos, cada uno con 35 organismos, y con dos repeticiones por
tratamiento. Durante once semanas, los peces del primer grupo recibieron una dosis terapéutica
diaria de Romet®-30 (50 mg/kg) mezclado en el alimento. Otro grupo de peces fue expuesto dos
veces por semana a un bafio de sulfato de cobre (1.5 ppm) durante 1 hora. El tercer grupo quedo
como control y no recibid ningln tratamiento. Los peces fueron alimentados dos veces al dia con
una dieta comercial especifica para la especie y talla. Se tomaron muestras semanales de un orga-
nismo de cada uno de los seis tanques durante once semanas.

El traslado, aclimatacion, alimentacion, densidad, flujos, calidad del agua, captura, manejo y eu-
tanasia se acataron estrictamente para cumplir las normativas de bioética y bienestar animal. Para
realizar la eutanasia, los peces fueron colocados en una solucidon de 120 ppm de benzocaina, hasta
que no se observara la respiracion. Inmediatamente se disecciond la segunda holobranquia del lado
izquierdo, se fij6 en formol al 10%, y se proceso subsecuentemente mediante los métodos histolo-
gicos estandarizados, haciendo cortes de 4-6 p de grosor, los cuales se tifieron con acido peryodico
Schiff (PAS) y azul alcian (AB) a un pH 2.5; los cortes de branquias se montaron y se examinaron
mediante microscopia Optica. Los conteos de células mucosas branquiales y la composicion de
glicoproteinas mucosas se realizaron de acuerdo con Sanchez et al. (1997).

De manera breve, se realizd el conteo de todas las células mucosas con reaccion acida o neutra
presentes en todo el arco branquial, descartando aquellas con reaccion mixta. Con el azul alcian, el
citoplasma de las células mucosas se tifie de color azul, mientras que con la tincidén peryddica de
Schiff, el citoplasma se tifie de magenta (Smith et al., 2018). Para el analisis estadistico se hizo una
comparacion mediante una prueba de Chi cuadrada, de la frecuencia de células 4cidas, neutras y
totales de los tres grupos, empleandose el software STATISTICA®.

RESULTADOS

La mayoria de las células mucosas con reaccion neutra o acida, se observaron en los espacios in-
terlamelares (Fig. 1). La Tabla 1 muestra la frecuencia del conteo de células mucosas con reaccion
acida, neutra y el total en los tres grupos y durante las once semanas de tratamiento.

Los peces expuestos a sulfato de cobre (Tabla 1) mostraron el mayor niumero de células con reac-
cion acida, un menor nimero de células con reaccidon neutra, pero un total superior a los restantes
grupos.

Esto indica por un lado valores de hiperplasia en el total de las células mucosas del grupo expuesto
al cobre, cuyo aumento se reflejo en un cambio mayor en la composicion de las mucinas hacia una
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reaccion acida. Por otro lado, los peces alimentados con Romet®-30 exhibieron el valor més bajo
(reaccion mucosa y total). Las células con reaccion neutra fueron mas altas en el grupo de control,
seguidas de Romet®-30 y sulfato de cobre.

La prueba de Chi cuadrada mostr6 una asociacion significativa (p = 0.0032) entre los tratamientos
y el tipo de c€lula, observandose en los peces expuestos a sulfato de cobre los valores mas altos de
células mucosas con reaccion acida.

= ' ¥ _

B Figura 1. Branquias de bagre de canal expuestas a sulfato de cobre. Se observan células mucosas neutras (punta de
flecha) y células mucosas acidas (flechas). Tincion con 4cido peryddico Schiff (PAS) y azul alcian a pH de 2.5. Barra
= 20.7 micrometros.

B Tabla 1. Frecuencia del conteo de células mucosas con reaccion acida y neutra de las mucinas y total por tratamiento.
Tipo de reaccion

de las mucinas Grupos
Control Romet®-30 Sulfato de cobre
Acida 476 460 554
Neutra 34 8 1
Totales 510 488 568%*
* p=0.0032
DISCUSION

En el presente estudio, la hiperplasia de las células mucosas acidas y totales de los peces expuestos
al sulfato de cobre indica una reaccion del tejido expuesto; este tipo de lesion se puede presentar
bien sea en enfermedades de naturaleza infecciosa o no infecciosa, pudiendo también ocasionar
una hipertrofia (Patologia en Acuicultura, 2023). Las branquias de los peces son drganos altamente
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vascularizados cuya localizacion externa aumenta su susceptibilidad a los agentes irritantes, tales
como gases, materias en suspension o disueltas (Richardson et al., 1983), pudiendo servir como
bioindicadores de sustancias toxicas y xenobidticos (Carvalho et al., 2020). Diversos estudios sobre
los efectos cronicos, agudos o subletales de la suspension de solidos y sustancias en peces también
confirman dafios branquiales y un aumento en el nimero de células mucosas (Nimet et al., 2020).

En los peces, las respuestas a exposiciones cronicas al cobre y otros metales pueden incrementar la
secrecion de mucus y el numero de células mucosas (Benktander et al., 2021), como en el presente
reporte. Sin embargo, los resultados de algunos estudios discrepan de los hallazgos del presente
estudio. Por ejemplo, Ostaszewska et al., (2016) observaron hiperplasia y un aumento en el nimero
de células mucosas con reaccion acida en peces expuestos a nanoparticulas de plata, pero en aque-
llos expuestos al cobre se encontr6 una disminucion en el nimero de células mucosas.

En una amplia revision de la literatura sobre los efectos del sulfato de cobre en la acuacultura, Ta-
vares-Dias (2021) describe estudios donde se indican los efectos subletales y letales del sulfato de
cobre en las branquias de diversas especies de peces, donde sefialan a la hipertrofia de las células
mucosas como una de las alteraciones en este tejido.

De acuerdo con este mismo reporte, las células mucosas reaccionan de manera inmediata a produc-
tos quimicos en el agua secretando grandes cantidades de moco, sirviendo como una capa protec-
tora.

La productividad en la acuicultura de peces puede verse afectada por el uso de compuestos quimi-
cos debido a que las alteraciones en las células branquiales y en particular de las mucosas pueden
modificar el intercambio gaseoso, la osmorregulacion, la defensa, la reproduccion y la excrecion de
sustancias (Dang et al., 2020).

En el caso particular del cobre se ha sefialado que debe ser usado cuidadosamente, ya sea como pro-
filactico o terapéutico, ya que, si la concentracion sobrepasa los limites seguros, los peces pueden
ser afectados de manera aguda o a largo plazo (Tavares-Dias et al., 2011).

En el presente estudio, a pesar de que los organismos experimentales tuvieron intervalos sin ex-
posicién al sulfato de cobre, al parecer este tiempo no fue suficiente para la recuperacion de las
células de la mucosa branquial hacia una reaccion neutra de sus mucinas o no causar hipertrofia. Al
respecto, van den Heuvel et al. (2000) sefialan que la recuperacion a la normalidad de las branquias
de los peces después de un efecto irritante puede demorar entre tres y diez meses.

En el caso del efecto del Romet®-30, no se observaron diferencias significativas, lo que indica que
el empleo de dicho producto de manera profilactica e intermitente, no causa alteraciones histoqui-
micas en las células de la mucosa branquial.

Las alteraciones branquiales son usadas como biomarcadores de la calidad del agua empleando
usualmente tinciones como hematoxilina y eosina donde es posible la cuantificacion de las células
mucosas (Marinovi¢ et al., 2021). Sin embargo, la tincidon con azul alcidn permite una caracteriza-
cion mas precisa de las células mucosas, pero se sugiere que, ademas, sea empleada junto con el
acido peryodico, ya que de esta manera se contabiliza una reaccidon neutra, pudiendo servir como
una herramienta ante los posibles cambios en la composicion de estas células a lo largo del tiempo.
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CONCLUSIONES

El uso profilactico e intermitente de sulfato de cobre a dosis terapéuticas en bafios tuvo un efecto
significativo negativo en la composicion y el nimero de células de la mucosa branquial en juveniles
de bagre, pero el Romet®-30 no causa estas alteraciones.
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