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RESUMEN

Ejemplares de Fundulus heteroclitus alimentados y mantenidos en inanicién fueron expuestos a con-
centraciones subletales de cobre (800 pg Cu?*/L) durante un periodo de 30 dias. Se estudié la acumula-
¢ion de cobre, asi como las alteraciones histopatologicas producidas en las branquias y en el higado. El
higado, tanto en los organismos alimentados como en los mantenidos en ayunas, presenté acumulacion
progresiva hasta los 30 dias, con mayores niveles en ejemplares sometidos al ayuno. Por otro lado, en las.
branquias se detect6 también acumulacion de cobre, presentando el grupo de organismos expuestos de 15
a 30 dias (alimentados y sometidos a inanicidn) diferencias significativas (£ < 0.005) con respecto al
grupo control y los tratados durante 2 dias. Las principales alteraciones histopatologicas fueron: vacuoli-
zacion del parénquima hepatico, descamacién del epitelio branquial, telangiectasia lamelar, asi como
necrosis branquial y hepatica. L.os resultados obtenidos en el presente trabajo muestran fa importancia del
estado nutricional de peces, como modificador de la respuesta de los mismos a los efectos subletales pro-
ducidos por la exposicién a cobre.

Palabras clave: cobre, acumulacion, ayuno, efectos histopatologicos, Fundulus heteroclitus.

ABSTRACT

Fed and starved Fundulus heteroclitus specimens were exposed for 30 days to sublethal copper
concentrations {800 ug Cu?*/L). The accumulation of copper and histopathological effects on the liver
and gills were studied. In both fed and starved specimens, the liver showed a progressive copper
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accumulation during the experimental period (from 2 to 30 days), with higher levels of copper in the liver
of starved fish. Copper accumulation was also detected in the gills, and the specimens exposed to copper
for 15 to 30 days (both fed and starved) showed significant differences (P < 0.005) with respect to the
control group and the 2-day treated fishes. The main histopathological alterations were: vacuolization of
hepatic parenchyma, desquamation of gill epithelia, lamellar telangiectasia, as well as hepatic and
branchial necrosis. The results of this paper provide evidence that the nutritional status of the fish has
great importance in modifying its response to sublethal copper effects.

Key words: copper, accumulation, starvation, histopathological effects, Fundulus heteroclitus.

INTRODUCCION

El medio acuatico es ¢l dltimo receptor de las
sustancias que son vertidas al océano como conse-
cuencia de la actividad antropogénica, dando
lugar a que las concentraciones de determinados
contaminantes se incrementen, sobre todo en las
zonas litorales y estudricas. Los vertidos que se
realizan en estas zonas son de naturaleza muy
diversa: detergentes, pesticidas, fertilizantes,
hidrocarburos, compuestos radioactivoes, metales
pesados, etc. Los metales pesados engloban a un
amplio conjunto de sustancias que, en lineas
generales, se caracterizan por ser no degradables,
tener una elevada persistencia en el medio y por
ser susceptibles de ser incorporadoes por los orga-
nismos (Allen-Gil et al., 1997).

Los organismos marinos presentan una rela-
cion dinamica con el medio ambiente; por tanto,
los metales pesados, en general, son incorporados
y excretados por los organismos hasta que se
logra un equilibrio. Sin embargo, los factores
ambientales, las presiones fisiologicas y el meta-
bolismo de los organismos afectan a los procesos
de acumulacién y excrecion (Bryan, 1971). El
cobre, junto con otros metales pesados, es un ele-
mento traza esencial para la vida de los organis-
mos, ya que forma parte de la estructura de mas
de 30 enzimas y de otras moléculas (oxidasas,
hidrolasas, metalotioneinas, etc.) (Harris, 1991).
A pesar de ser un metal esencial, una cantidad
excesiva de cobre resulta téxico e irritante para
los organismos vivos. Entre los efectos produci-
dos por el cobre en peces, podemos citar: la
coagulacion del moco branquial e inhibicién
del transporte de oxigeno; destruccién de la
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INTRODUCTION

The ocean is the final recipient of discharges
of anthropogenic substances, resulting in elevated
concentrations of these contaminants in the
littoral and estuarine zones. The nature of the
discharges that occur in these areas is very
diverse: detergents, pesticides, fertilizers, hydro-
carbons, radioactive compounds, heavy metals,
ctc. Heavy metals encompass a wide range of
substances that, in general, are nondegradable,
highly persistent in the environment and can be
incorporated by organisms (Allen-Gil ef al,
1997).

Marine organisms have a dynamic rela-
tionship with the environment, and heavy metals
are generally incorporated and excreted by the
organisms until an equilibrium is reached.
However, the environmental factors, physiologi-
cal pressures and metabolism of the organisms
affect the processes of accumulation and excre-
tion (Bryan, 1971). Copper, together with other
heavy metals, is a trace element essential for
organisms, since it forms part of the structure of
more than 30 enzymes and other molecules
{oxidases, hydrolases, metallothioneins, etc.)
(Harris, 1991). Even though copper is an essen-
tial metal, an excessive amount is toxic and
irritating to living organisms. Some of the effects
produced by copper on fish are: coagulation of the
branchial mucus and inhibition of oxygen
transport; destruction of vitamin C, due to its role
as an active oxidizing catalyst; inhibition of bacte-
rial growth and alteration of the intestinal flora,
etc, (Torres et al., 1987, Bunton and Franzier,
1994).
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vitamina C, debido a su papel como activo catali-
zador oxidante; inhibiciéon del crecimiento bac-
teriano y alteracion de la flora intestinal, etc.
(Torres et al., 1987; Bunton y Franzier, 1994).

Debido a la incorporacién directa de diferen-
tes contaminantes a través de las branquias, los
peces experimentan cambios mayores y mas rapi-
dos en los niveles de cobre que los vertebrados
terrestres. En la homeostasis del cobre participan
las metalotioneinas, cuya sintesis, en el higado, es
inducida por diferentes metales pesados (Laurén y
McDonald, 1987; Grossell et al., 1998). En dife-
rentes especies de peces, los niveles basales de
cobre son superiores en el higado que en otros
¢rganos como el rifién y branquias (Blasco et al.,
1993, 1998; Capeta da Silva, 1997; Grossell et al.,
1998).

Segun diferentes autores (Moller, 1984;
Segner y Storch, 1985; Segner, 1987), la acumu-
lacion de diferentes metales pesados en el higado
de peces depende del estado nutricional de los
organismos, siendo mayores sus concentraciones
en los ejemplares en inanicion. Por otro lado, con-
centraciones subletales de cobre pueden producir
alteraciones histopatologicas en organos y tejidos,
como hiperplasias, hipertrofias y aneurismas a
nivel branquial, necrosis pancreatica y hepatica,
etc. (Baker, 1969; Eisler y Gadner, 1973; Sultan y
Khan, 1983; Ortiz et al., 1996; Capeta da Silva,
1997; Blasco et al., 1993, 1998).

Las respuestas biolégicas y ecoldgicas que se
producen frente a determinados contaminantes
(organicos e inorganicos) varian desde cambios a
nivel poblacional/comunidades, a nivel organico/
tisular e incluso a nivel molecular (Chavin, 1973).
Puesto que los cambios histoldgicos e histopato-
logicos producidos por los contaminantes, en
organos/tejidos, pueden presentarse previamente
a que se produzcan efectos irreversibles en la
biota, los métodos histolégicos podrian usarse en
combinacidn con otros parametros (cuantificacion
de metales) y biomarcadores ecotoxicolégicos
(metalotioteinas, glutation, proteinas de estrés,
etc.) como un “sistema de alarma” de gran impor-
tancia para la supervivencia de las especies, asi
como para la proteccion del medio ambiente.
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Due to the direct incorporation of different
pollutants through the gills, fish undergo greater
and quicker changes in the levels of copper than
terrestrial vertebrates. The metallothioneins par-
ticipate in the homeostasis of copper, the
synthesis of which is induced by different heavy
metals in the liver (Laurén and McDonald, 1987,
Grossell et al., 1998). In other fish species, the
basal levels of copper are greater in the liver than
in other organs, such as the kidney and gills
(Blasco et al., 1993, 1998; Capeta da Silva, 1997,
Grossell et al., 1998).

According to different authors (Moller, 1984;
Segner and Storch, 1985; Segner, 1987), the accu-
mulation of different heavy metals in the liver of
fishes depends on the nutritional state of the
organisms, and the highest concentrations occur
in starved specimens. On the other hand, sublethal
concentrations of copper can produce histo-
pathological alterations in organs and tissues,
such as hyperplasia, hypertrophy and aneurysms
at the branchial level, as well as pancreatic and
hepatic necrosis, etc. (Baker, 1969; Eisler and
Gadner, 1973; Sultan and Khan, 1983; Ortiz et al.,
1996; Capeta da Silva, 1997; Blasco et al., 1993,
1998).

The biological and ecological responses to
certain pollutants (organic and inorganic) may
vary from changes at the population/community
level, organ/tissue level and even at the molecular
level (Chavin, 1973). Since histological and
histopathological changes produced by pollutants
in organs and tissues can occur before they
produce irreversible effects on the biota, histo-
logical methods can be used in conjunction with
other parameters (quantification of metals) and
ecotoxicological bioindicators (metallothioneins,
glutathione, stress proteins, etc) as an “alarm
system” for the survival of the species, as well as
for environmental protection.

The objectives of this work were to describe
the histopathological alterations in the liver and
gills of specimens of Fundulus heteroclitus
exposed for 30 days to sublethal concentrations of
copper (800 ug Cu?/L), and to measure the
copper in these organs, taking into account the
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Los objetivos de este trabajo han sido, por un
lado, la descripcion de las alteraciones histopato-
l6gicas en el higado y branquias de ejemplares de
Fundulus heteroclitus expuestos a concentracio-
nes subletales de cobre (800 pg Cu?*/L) durante
30 dias y, por otro, la cuantificacién de cobre en
estos 6rganos, teniendo en cuenta el estado meta-
bolico (alimentacién/inanicién) y el tiempo de
exposicion al contaminante (de 2 a 30 dias).

MATERIAL Y METODOS

Ejemplares adultos de F. heteroclitus se reco-

lectaron en la salina La Tapa (Puerto Santa Maria,
Cadiz, Espaiia). Una vez aclimatados en el labora-
torio, los peces se distribuyeron en acuarios de
cristal (n = 20 ejemplares por grupo): un grupo de
ejemplares fue alimentado ad libitum con sardina,
Sardina pilchardus, y otro grupo se mantuvo en
inanicién durante todo el periodo experimental.
Otros dos grupos de peces (alimentados y en
inanicién) fueron expuestos a 800 pg/L de cobre
durante 30 dias. Durante los dias 2, 5, 15y 30, se
recogieron muestras de cada grupo experimental
para los estudios histopatoldgicos y para el estu-
dio analitico de cuantificacién de cobre, siendo
los peces anestesiados y diseccionados de forma
inmediata. Durante todo el experimento, las con-
diciones del agua fueron: 19-20°C de tempera-
tura, pH 8.2y 8.3, y 33.5 y 35%o de salinidad.

De cada individuo (control y contaminado) se
extrajeron el higado y las branquias. Las muestras
para el examen histologico se fijaron en Bouin y

se incluyeron en parafina. Las secciones histolo-

gicas fueron teiiidas con hematoxilina/eosina y
hematoxilina/VOF de Gutiérrez (1967), aplicin-
dose también técnicas histoquimicas especificas
de carbohidratos (PAS y AA pH 2.5/PAS) segiin
Pearse (1985). Los niveles de cobre se determina-
ron mediante espectrofotometria de absorcion
atomica de llama (Perkin-Elmer, mod. 3110),
segun el procedimiento descrito por Amiard et al.
(1987).

Para establecer los factores que afectan al
comportamiento de la variable concentracion de
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metabolic state (fed/starved) and exposure time to
the pollutant (2 to 30 days).

MATERIAL AND METHODS

Adult specimens of F. heteroclitus were
collected from the La Tapa saltworks (Puerto
Santa Maria, Cadiz, Spain). Once the fish were
acclimated in the laboratory, they were distributed
among glass aquariums (n = 20 specimens per
group): one group was fed ad libitum with the sar-
dine, Sardina pilchardus, and another group was
not fed during the entire experiment. Another two
groups of fish (fed and starved) were exposed to
800 pg/L of copper for 30 days. On days 2, 5, 15
and 30, samples from each group were collected,
anesthetized and immediately dissected for the
histopathological studies and the analytical
quantification of the copper. The water conditions
throughout the experiment were: temperature of
19-20°C, pH 8.2 and 8.3, and salinity of 33.5 and
35%o.

The liver and gills were removed from each
specimen (control and contaminated), and the
samples for the histological exam were fixed in
Bouin's solution and embedded in paraffin. The
histological  sections were stained with
hematoxylin/eosin and hematoxylin/'VOF from
Gutiérrez (1967); carbohydrate-specific histo-
chemical techniques (PAS and AA pH 2.5/PAS)
were also used in accordance with Pearse (1985).
The levels of copper were determined with flame
atomic absorption spectrophotometry (Perkin-
Elmer, model 3110), according to the procedure
of Amiard et al. (1987).

In order to determine the factors that affect
the behavior of the variable concentration of the
pollutant, an analysis of variance (parametric two-
way ANOVA) and the Tukey-Kramer test were
applied, considering exposure time and metabolic
state (with and without a daily supply of food) as
factors. The Statgraphics Plus program was used,
once the criteria of normality (yx?), randomness
and homoscedasticity of the variance were met
(Bartlett's and Cochran's tests). Significant
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contaminante, se aplicaron modelos de analisis de
la varianza (ANOVA paramétrica de dos vias) y
un test de Tukey-Kramer, considerando como fac-
tores el tiempo de exposicion y estado metaboélico
(con y sin aporte diario de alimento). Se us6 para
ello el programa estadistico Statgraphics Plus,
comprobando previamente que se cumplian los
criterios de normalidad (?), aleatoriedad y homo-
cedasticidad de la varianza (tests de Bartlett y
Cochran). Se aceptaron diferencias significativas
con un nivel de significacion de P < 0.005.

RESULTADOS
Alteraciones histopatolégicas en las branquias

En F. heteroclitus, los arcos branquiales
llevan en su cara convexa un par de hileras de
hojas o lamelas branquiales, cada una de ellas sos-
tenida por una varilla cartilaginosa central (radio
branquial). Las lamelas estin recubiertas por
laminillas branquiales, que se disponen paralelas
entre si, enfrentandose a uno y otro lado de las
lamelas (fig. 1A).

La lamina branquial estd constituida por
tejido cartilaginoso, sistema vascular y un epitelio
pluriestratificado constituido, tanto en la base de
la lamina como en el espacio interlamelar, por
distintos tipos de células (cloruro, mucosas y epi-
teliales pavimentosas).

La laminilla branquial presenta un epitelio
lamelar constituido por una doble capa de células
epiteliales respiratorias, presentando también
células de soporte, denominadas células pilares,
que son contractiles y separan el canal capilar.

Las alteraciones histopatoldgicas en las bran-
quias de F. heteroclitus se incrementan con el
tiempo de exposicidén al cobre, no existiendo
diferencias considerables entre los organismos
contaminados que se mantienen en inanicién y los
contaminados que reciben aporte de alimento.

En las branquias, en general, se observa un
incremento de las secreciones mucosas (PAS y
diastasa-PAS positivas), relacionadas con el 4cido
sidlico (fig. 1B, organismos sometidos 15 dias a
800 pg/L y alimentados), asi como hipertrofia en
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differences were accepted with a significance
level of P < 0.005.

RESULTS
Histopathological alterations in the gills

In F. heteroclitus, there is a pair of gill
filaments on the convex side of the gill arches,
each sustained by a central cartilaginous support
(gill raker). The filaments are covered with
secondary lamellae that are parallel to each other
and on both sides of the filaments (fig. 1A).

The gill filament consists of cartilaginous tis-
sue, a vascular system and a pluristratified epithe-
lium, made up of different types of cells (chloride,
mucous and pavement epithelial cells) at the base
of the filament and the interlamellar space.

The secondary lamellae have a lamellar epi-
thelium, made up of a double layer of epithelial
respiratory cells, as well as support cells called
pillar cells that are contractile and separate the
capillary channel.

The histopathological alterations in the gills
of F. heteroclitus increase with exposure time to
copper, and there are no considerable differences
between the starved and contaminated organisms
and the fed and contaminated organisms.

In general, there is an increase in mucus
secretions (positive PAS and diastase-PASY in the
gills, related to sialic acid (fig. 1B, fed organisms
exposed for 15 days to 800 ug/L), as well as
hypertrophy in the chloride cells, with signs of
blood extravasation (fig. 1C, fed organisms
exposed for 5 days to 800 ug/L). The secondary
lamellae appear dilated and show signs of des-
quamation. The secondary lamellar epithelium
appears detached and there are signs of hyper-
plasia and hypertrophy in the interlamellar area
(fig. 1D, fed organisms exposed for 30 days to
800 pg/L). Lamellar fusions are frequent on the
edge of the filaments, possibly due to the com-
bined effect of inflammatory reaction and hyper-
plasia on the epithelial squamous cells, chloride
cells and/or mucous cells (fig. 2A, starved
organisms exposed for 15 days to 800 pg/L).
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las células de cloruro con signos de extravasacion
sanguinea (fig. 1C, organismos sometidos 5 dias a
800 ug/L y alimentados). Las laminillas bran-
quiales aparecen dilatadas, observandose signos
manifiestos de descamacion. El epitelio lamelar
secundario aparece desprendido y se observan
signos evidentes de hiperplasia e hipertrofia en la
zona interlamelar (fig. 1D, organismos sometidos
30 dias a 800 pg/L y alimentados). Son frecuentes
las fusiones lamelares en el borde de los filamen-
tos, debido, posiblemente, al efecto combinado de
la reaccion inflamatoria e hiperplasia que sufren
las células escamosas epiteliales, células de clo-
ruro y/o células mucosas (fig. 2A, ejemplares
sometidos 15 dias a 800 pg/L. y mantenidos en
inanicion). En ejemplares sometidos entre 5 y 15
dias a 800 pg/L de cobre y alimentados se
observa, respectivamente, hiperplasia e hipertro-
fia de células mucosas, asi como zonas edemato-
sas en la zona distal de las laminillas (fig. 2B, C).
En ejemplares sometidos a periodos prolongados
de exposicion al cobre (30 dias a 800 pg/L en
inanicién), se observa una fusioén y acortamiento
de las laminillas branquiales y, en ocasiones, una
pérdida total de las mismas (fig. 2D).

Finalmente, en ejemplares sometidos durante
30 dias a 800 ug Cu?*/L, tanto alimentados como
mantenidos en inanicién, se ha observado una dis-
tension de los capilares branquiales, producida
por el posible debilitamiento de las células pilares
que conducen a una acumulacién de eritrocitos en
la zona afectada y a la formacioén de una gran zona
edematosa rellena de células de la sangre, a modo
de maza. Esta alteracion patolégica (telangiectasis
branquial) aparece con mucha frecuencia a nivel
de la zona distal de las laminillas (fig. 2E).

Alteraciones histopatolégicas en el higado

La estructura del higado de F. heteroclitus
presenta, en general, las mismas caracteristicas
que las descritas para otras especies de teledsteos.
Los hepatocitos se distribuyen en cordoncillos
que se disponen concéntricamente alrededor de
los sinusoides (fig. 3A).

Hyperplasia and hypertrophy of the mucous cells
are observed in the fed specimens exposed for 5 to
15 days to 800 pg/L, respectively, as well as
edematous areas in the distal region of the
secondary lamellae (fig. 2B, C). In the specimens
subjected to prolonged periods of copper
exposure (30 days to 800 pg/L and starved), there
is a fusion and shortening of the secondary
lamellae and, on occasion, a total loss of the same
(fig. 2D).

Lastly, in both the fed and starved specimens
exposed for 30 days to 800 pg Cu?*/L, there is a
distention of the branchial capillaries, produced
by the possible weakening of the pillar cells that
lead to an accumulation of erythrocytes in the
affected area and the formation of a large edema-
tous area filled with massive blood cells. This
pathological alteration (branchial telangiectasia)
occurs frequently in the distal region of the
secondary lamellae (fig. 2E).

Histopathological alterations in the liver

The structure of the liver of F. heteroclitus
has the same general characteristics described for
other teleost species. The hepatocytes are dis-
tributed in cords, concentrically placed around the
sinusoids (fig. 3A).

The hepatocytes are polygonal-shaped cells

_ that have a central or eccentric nucleus, with a
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clear nucleolus. In addition to these parenchyma-
tous cells, there are connective tissue fibers that
provide support and a vascular system with a clear
endothelium. The exocrine pancreas is intra-
hepatic (hepatopancreas), and the glandular or
centroacinar cells are located around the blood
vessels (fig. 3B).

The histological hepatic alterations are pro-
gressive during the time of exposure to copper
and the alterations observed for the starved and
contaminated specimens are greater than those of
the specimens that received a daily supply of
food.

In general, a disorganization of the hepatic
and pancreatic parenchyma is observed, as well as
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Los hepatocitos son células de forma poligo-
nal, que presentan un ntcleo central o excéntrico
con un evidente nucleolo. Ademas de estas célu-
fas parenquimatosas, se observan fibras de tejido
conectivo con funciéon de armazoén-soporte y un
sistema vascular con un endotelio evidente. El
pancreas exocrino es intrahepatico (hepatopan-
creas), localizandose las células glandulares o
centroacinares alrededor de los vasos sanguineos
(fig. 3B).

Las alteraciones histologicas hepéticas son
progresivas durante el tiempo de exposicion al
cobre y son mayores las alteraciones observadas
en los ejemplares contaminados y en inanicion
que en los que recibieron aporte diario de
alimento.

En general, se observa una desorganizacion
del parénquima hepético y pancreético, zonas de
necrosis y vacuolizacién con desorganizacién
casi completa de toda la estructura parenquima-
tosa (fig. 3C, organismos mantenidos 5 dias a
800 pg/L y alimentados). Los componentes endo-
crinos del pancreas (islotes de L.angerhans) mues-
tran una débil retraccion capsular, no mostrando
alteracion las células adiposas (fig. 3D, organis-
mos sometidos 5 dias a 800 ug/L y alimentados).
En el parénquima hepético se observa un incre-
mento del nimero de capilares e infiltracién de
células sanguineas, asi como una desorganizacion
general del mismo. En la superficie capsular
hepatica se observa una capa de exudado
inflamatorio con diferentes tipos de células san-
guineas y fibras del conjuntivo, asi como zonas de
focos eosinéfilos (fig. 3E, organismos sometidos
15 dias a 800 pg/LL y alimentados). En algunas
zonas se observa una necrosis de los hepatocitos,
alrededor del pancreas exocrino (fig. 4A, organis-
mos sometidos 5 dias a 800 pg/L y mantenidos en
inanicién) y en otras una retraccion de los
pancreocitos, formandose espacios entre las
células y el parénquima adyacente (fig. 4B,
organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L y ali-
mentados). También se observa vacuolizacion del
parénquima hepatico y éstasis sanguinea (fig. 4B,
organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L y
alimentados).

125

areas of necrosis and vacuolization with the
almost complete disorganization of the entire
parenchymatous structure (fig. 3C, fed organisms
exposed for 5 days to 800 pg/L). The endocrinous
components of the pancreas (Islets of Langerhans)
show a weak capsular retraction, but no alteration
to the adipose cells (fig. 3D, fed organisms
exposed for 5 days to 800 pg/L). In the hepatic
parenchyma, there is an increase in the number of
capillaries and infiltration of blood cells, as well
as a general disorganization. In the hepatic cap-
sular surface, there is a layer of inflammatory
exudate with different types of blood cells and
connective fibers, as well as areas of eosinophil
foci (fig. 3E, fed organisms exposed for 15 days
to 800 pg/L). In some areas, there is a necrosis of
the hepatocytes around the exocrine pancreas
(fig. 4A, starved organisms exposed for 5 days to
800 pg/L) and in others, a retraction of the pan-
creocytes, forming spaces between the cells and
adjacent parenchyma (fig. 4B, fed organisms
exposed for 15 days to 800 pg/L). There is also
vacuolization of the hepatic parenchyma and
blood stasis (fig. 4B, fed organisms exposed for
15 days to 800 pg/L).

At the end of the experiment (30 days), the
starved organisms exposed to sublethal levels of
copper had a diffuse degeneration of the cyto-
plasm of the hepatocytes, as well as a hypertrophy
of the nucleus and nucleolus and, in some cases, a
disappearance of the nucleus (fig. 4C, starved
organisms exposed for 30 days to 800 pg/L). On
the other hand, in the organisms contaminated for
15 days with copper, there is a decrease in the
glucogen grains (PAS and diastase-PAS), with a
displacement towards the edge of the cytoplasm
of the hepatocytes (fig. 4D, starved organisms
exposed to copper for 15 days). Throughout the
experiment, the starved organisms presented a
decrease in the size of the hepatocytes, a greater
cytoplasmic basophile and a decrease in the
vacuoles (neutral lipids), which are very abundant
in the fed and contaminated specimens, as well as
an intense hyperemia at the level of the hepatic
capillaries (fig. 4E, organisms exposed to copper
for 15 days).
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Figura 1. (A) Branquia del organismo control; se muestra la disposicion de las laminillas paralelas entre
si y opuestas al eje cartilaginoso central (lamina branquial) (azul de toluidina x20). (B) Branquia de
organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L de Cu?* que reciben alimento, donde se observa hipersecrecion
mucosa como defensa ante la exposicion a determinados téxicos ambientales (AA pH 2.5/PAS x20).
(C) Branquia de organismos sometidos 5 dias a 800 pg/L de Cu?* que reciben alimento, donde se muestra
la célula de cloruro hipertrofiada, asi como signos de extravasacion sanguinea (azul de toluidina x20).
(D) Branquia de organismos sometidos 30 dias a 800 pg/L de Cu?* que reciben alimento; se muestra
hiperplasia e hipertrofia del espacio interlaminillar (H/E x40).

Figure 1. (A) Gills of the control organism, showing the position of the secondary lamellae parallel to
each other and on each side of the gill filament (toluidine blue x20). (B) Gills of fed organisms exposed
for 15 days to 800 pg/L of Cu?', showing mucus hypersecretion as a defense against exposure to certain
environmental toxins (AA pH 2.5/PAS x20). (C) Gills of fed organisms exposed for 5 days to 800 pg/L
of Cu?*, showing a hypertrophied chloride cell and signs of blood extravasation (toluidine blue x20).
(D) Gills of fed organisms exposed for 30 days to 800 pg/L of Cu?*, showing hyperplasia and
hypertrophy of the interlamellar space (H/E x40).
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Figura 2. (A) Branquia de organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L de Cu?* mantenidos en inanicion; se
muestran signos de fusién de laminillas como consecuencia de la exposicién al contaminante, con la
consiguiente pérdida de superficie respiratoria (H/E x20). (B) Branquia de organismos sometidos 15 dias
a 800 pg/L de Cu?* con aporte de alimento; se muestra hipertrofia e hiperplasia de células mucosas (H/E
x20). (C) Branquia de organismos sometidos 5 dias a 800 pg/L de Cu?* con aporte de alimento, donde se
muestran edemas en la porcién distal de las laminillas (AA pH 2.5 x40). (D) Branquia de organismos
sometidos 30 dias a 800 pg/L de Cu?* mantenidos en inanici6n; terminaciones en forma de maza de
laminas branquiales como consecuencia de la accién conjunta de hiperplasia, hipertrofia, fusién y acorta-
miento de laminillas respiratorias (H/E x40). (E) Branquia de organismos sometidos 30 dias a 800 pg/L
de Cu?* tanto alimentados como mantenidos en inanicién; se muestra una alteracion frecuente a nivel de la
porcién distal de laminillas respiratorias (telangiectasis o aneurismas) (azul de toluidina x40).

Figure 2. (A) Gills of starved organisms exposed for 15 days to 800 pg/L of Cu?*, showing signs of
lamellar fusion as a result of exposure to the pollutant, with the consequent loss of the respiratory surface
(H/E x20). (B) Gills of fed organisms exposed for 15 days to 800 pg/L of Cu?*, showing hypertrophy and
hyperlasia of the mucous cells (H/E x20). (C) Gills of fed organisms exposed for 5 days to 800 pg/L of
Cu?, showing edemas in the distal portion of the secondary lamellae (AA pH 2.5 x40). (D) Gills of
starved organisms exposed for 30 days to 800 pg/L of Cu?*; the ends of the gill filaments are mallet-
shaped as a result of the combined action of hyperplasia, hypertrophy, fusion and shortening of the
secondary lamellae (H/E x40). (E) Gills of both fed and starved organisms exposed for 30 days to 800 pg/
L of Cu¥, showing a frequent alteration at the level of the distal portion of the secondary lamellae
(telangiectasia or aneurysms) (toluidine blue x40).
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Figura 3. (A) Higado control, donde se muestra la distribucién parenquimatosa de los hepatocitos,
distribuyéndose en cordoncillos alrededor de los sinusoides (azul de toluidina x40). (B) Higado control;
se muestra el pancreas exocrino, que en esta especie es intrahepatico, alrededor de vasos sanguineos (H/E
x20). (C) Higado de organismos sometidos 5 dias a 800 pg/L de Cu?* que reciben aporte de alimento,
donde se observa gran vacuolizacion del parénquima hepatico con zonas de necrosis, alterando la
estructura general del mismo (H/E x40). (D) Higado de organismos sometidos durante 15 dias a 800 pg/L
de Cu?* que reciben aporte de alimento; se muestra la porcién endocrina (islotes de Langrehans), presen-
tando débil retraccién capsular y no mostrando alteracion las células adiposas (H/VOF x10). (E) Higado
de organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L de Cu?* que reciben aporte de alimento, donde se muestra un
foco eosindfilo con proliferacién de fibras del conjuntivo e infiltracién de células de la sangre (H/E x40).
Figure 3. (A) Control liver, showing the parenchymatous distribution of the hepatocytes, distributed in
cords around the sinusoids (toluidine blue x40). (B) Control liver, showing the exocrine pancreas, which
in this species is intrahepatic, around the blood vessels (H/E x20). (C) Liver of fed organisms exposed for
5 days to 800 pg/L of Cu?*, showing great vacuolization of the hepatic parenchyma with areas of necrosis,
which alters its general structure (H/E x40). (D) Liver of fed organisms exposed for 15 days to 800 pg/L
of Cu*, showing the endocrine portion (Islets of Langrehans) and weak capsular retraction, but no
alteration to the adipose cells (H/VOF x10). (E) Liver of fed organisms exposed for 15 days to 800 pg/L
of Cu?*, showing an eosinophil focus with a proliferation of connective fibers and an infiltration of blood
cells (H/E x40).

130



Ortiz et al.: Cuantificacion y alteraciones histopatologicas en Fundulus heteroclitus

131



Ciencias Marinas, Vol. 25, No. 1, 1999

Figura 4. (A) Higado de organismos sometidos 5 dias a 800 pg/L de Cu?* mantenidos en inanicién; se
observa necrosis de los hepatocitos alrededor del pancreas (H/VOF x40). (B) Higado de organismos
sometidos 15 dias a 800 pg/L. de Cu?* que reciben aporte de alimento, con gran vacuolizacién del
parénquima, éstasis sanguinea y débil retraccion de los pancreocitos (H/E x40). (C) Higado de
organismos sometidos 30 dias a 800 pg/L de Cu?* mantenidos en ayunas; se observa vacuolizacion difusa
del citoplasma de los hepatocitos, desapareciendo los nicleos en algunos casos (H/E x40). (D) Higado de
organismos sometidos 15 dias a 800 pg/L de Cu?* mantenidos en ayunas; se observa desplazamiento de
glucdgeno hacia la periferia (diastasa/PAS x20). (E) Higado de organismos sometidos 15 dias a 800 pug/L
de Cu?* mantenidos en inanicion, con aumento de basofilia del citoplasma de los hepatocitos e hiperemia
de los capilares (H/E x40).

Figure 4. (A) Liver of starved organisms exposed for 5 days to 800 pug/L of Cu?*, showing necrosis of the
hepatocytes around the pancreas (H/VOF x40). (B) Liver of fed organisms exposed for 15 days to
800 pg/L of Cu?*, showing great vacuolization of the parenchyma, blood stasis and a weak retraction of
the pancreocytes (H/E x40). (C) Liver of starved organisms exposed for 30 days to 800 pg/L of Cu?*,
showing diffuse vacuolization of the cytoplasm of the hepatocytes, and the occasional disappearance of
the nuclei (H/E x40). (D) Liver of starved organisms exposed for 15 days to 800 pg/L of Cu?*, showing a
displacement of the glucogen towards the edge (diastase/PAS x20). (E) Liver of starved organisms
exposed for 15 days to 800 pg/L of Cu?*, showing an increase in the basophile of the cytoplasm of the
hepatocytes and hyperemia of the capillaries (H/E x40).
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Los organismos sometidos a exposiciones
subletales de cobre y mantenidos en inanicion
presentan, al final del periodo experimental
(30" dias), una degeneracion difusa del citoplasma
de los hepatocitos, observandose una hipertrofia
del nicleo y nucleolo y desapareciendo el nucleo
en algunos casos (fig. 4C, organismos sometidos
30 dias a 800 pug/LL y mantenidos en inanicién).
Por otro lado, en organismos tratados durante
15 dias con cobre, se observa una disminucién de
los granos de glucdgeno (PAS y diastasa-PAS),
con un desplazamiento preferentemente hacia la
periferia del citoplasma de los hepatocitos
(fig. 4D, organismos mantenidos 15 dias en
inanicién y sometidos a cobre). En general, en
organismos mantenidos en inanicién se observa, a
lo largo del periodo experimental, una disminu-
cién del tamafio de los hepatocitos, una mayor
basofilia citoplasmatica y una disminucién de
vacuolas (lipidos neutros), las cuales son muy
abundantes en los ejemplares alimentados y con-
taminados, asi como una intensa hiperemia a nivel
de los capilares hepaticos (fig. 4E, organismos
sometidos 15 dias a cobre).

Acumulacién de cobre en branquias e higado

En las figuras 5 y 6 se presentan los niveles de
cobre en las branquias ¢ higado de e¢jemplares de
F. heteroclitus sometidos a 800 pg Cu?*/L, expre-
sados como valores medios y error estandar.

Branquias

En la tabla 1 aparecen las diferencias estadis-
ticas observadas entre los distintos grupos. Tras
realizar un analisis estadistico de la varianza
(ANOVA), se observa que tanto el tiempo de
exposicién como el estado metabolico influyen
significativamente (P < 0.005) en las variaciones
observadas.

Las diferencias significativas en la concentra-
cion de cobre entre los organismos alimentados y
mantenidos en inaniciéon se presentan, para un
mismo tiempo de exposicidn (tabla 1), sélo en los

Copper accumulation in the gills and liver

Figures 5 and 6 show the copper levels in the
gills and liver of F. heteroclitus specimens
exposed to 800 pg Cu?*/L, expressed as mean
values and standard error.

Gills

Table 1 shows the statistical differences
observed among the different groups. The sta-
tistical analysis of variance (ANOVA) indicated
that both exposure time and metabolic state
significantly influence (P < 0.005) the variations
observed.

Significant differences in copper concentra-
tion between the fed and starved organisms occur,
for the same exposure time (table 1), only in the
organisms subjected to prolonged exposures (15
and 30 days), while the levels of copper are
always higher in the organisms starved through-
out the study period (2 to 30 days).

With respect to exposure time, the significant
differences observed occur in the 15- to 30-day
interval, and the levels of copper in this interval
are higher than in the 2- to 5-day and 5- to 15-day
intervals.

The copper concentration is significantly
higher in the gills of the contaminated and starved
specimens, in relation to those exposed to copper
but that received a daily supply of food. This
behavior is observed in the 15- to 30-day interval,
which is when significant differences, with
respect to exposure time, are observed.

Liver

In general and according to the results
observed, the liver is the organ where the highest
levels of copper occur. There is a significant
correlation between copper concentration and
exposure time (r = 0.952). The levels of copper
(ng/g of dry weight) in the liver of both fed and
starved specimens increase as exposure time to
the pollutant increases, and the greater
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Figura 5. Concentracion de cobre (ug/g) en las branquias de Fundulus heteroclitus expuestos a 800 pg

Cu?*/L en distintas condiciones metabdlicas.

Figure 5. Copper concentration (pg/g) in the gills of Fundulus heteroclitus exposed to 800 pg Cu?*/L

under different metabolic conditions.
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Figura 6. Concentracién de cobre (ng/g) en el higado de Fundulus heteroclitus expuesto a 800 pg Cu?*/L

en distintas condiciones metabdlicas.

Figure 6. Copper concentration (pg/g) in the liver of Fundulus heteroclitus exposed to 800 pg Cu?/L

under different metabolic conditions.
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organismos sometidos a periodos prolongados de
exposicion al contaminante (15 y 30 dias), mien-
tras que los niveles de cobre son siempre supe-
riores en los organismos no alimentados durante
todo el periodo experimental (de 2 a 30 dias).

Con respecto al tiempo de exposicion, las
diferencias significativas observadas aparecen en
el intervalo de 15 a 30 dfas, presentando en este
intervalo niveles de cobre superiores que en los
intervalos de 2 a 5 dias y de 5 a 15 dias.

Por tanto, la concentracién de cobre es signi-
ficativamente superior en las branquias de los
ejemplares contaminados y en inanicioén con rela-
- ¢ién a los tratados con cobre pero recibiendo un
aporte diario de alimento. Este comportamiento
aparece en ¢l intervalo comprendido entre 15y 30
dias, siendo éste el mismo en el que se observan
diferencias significativas con respecto al tiempo
de exposicion.

Higado

En general y segiin los resultados observados,
el higado es el 6rgano donde los niveles de cobre
son mas elevados. Se observa una correlacion sig-
nificativa entre la concentracién de cobre y el
tiempo de exposicién (r = 0.952). Los niveles de
cobre en el higado (nug/g de peso seco) aumentan
conforme avanza el tiempo de exposicion al con-
taminante, tanto en individuos alimentados como
en los que se mantienen en inanicién, observan-
dose concentraciones superiores en el higado de
los ejemplares en inanicion (tabla 2).

Para una probabilidad P < 0.005, tras realizar
un ANOVA, se observa, al igual que en las bran-
quias, que tanto el tiempo de exposicién como el
estado metabdlico influyen significativamente en
las variaciones de concentracion observadas.

A diferencia de lo observado en branquias, en
el higado se observan diferencias significativas
entre los ejemplares contaminados y alimentados
con respecto a los ejemplares contaminados y
mantenidos en inanicién durante todo el periodo
experimental. Asimismo, también se observan
diferencias en cuanto al tiempo de exposicion
para todos los dias de tratamiento.
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concentrations are observed in the liver of the
starved specimens (table 2).

For a probability P < 0.005, the ANOVA indi-
cates that, as with the gills, both exposure time
and metabolic state significantly affect the varia-
tions in concentration observed.

Contrary to that observed in the gills, there
are significant differences in the liver of the
contaminated and fed specimens, with respect to
those contaminated and starved throughout the
study period. There are also differences with
respect to exposure time for all the days of
treatment.

DISCUSSION

Copper is an essential trace metal, but it is
highly toxic to marine organisms at elevated con-
centrations, and its range of toxicity is very wide
(Chapman, 1978; Howarth and Sprague, 1978;
Grossell et al., 1998). In specimens of F.
heteroclitus, as in other species (Blasco er al.,
1993, 1998; Capeta da Silva, 1997, Grossell et al.,
1998), the copper concentrations are higher in the
liver than in the gills, and the copper accumu-
lation in both organs progresses with exposure
time to the pollutant. The high concentration of
copper in the liver seems to reflect its multi-
functional role in the processes of detoxification
and storage/deposit, associating copper and other
metals with some proteins (metallothioneins),
whose synthesis is induced by different heavy
metals (Carpené and Vasak, 1989; Grossell et al.,
1998). ‘

The exposure of fish to sublethal concentra-
tions of heavy metals is generally correlated with
a linear accumulation in the major target organs:
liver and gills. According to different authors,
there is a direct relationship between the gills and
liver (Buckley et al., 1984). However, the mecha-
nisms of accumulation and detoxification appear
to be more complex. Stokes (1979) detected lower
copper concentrations in the tissues of fish
exposed to high concentrations than in tissues
exposed to intermediate concentrations. Segner
(1987) observed an increase in copper in the liver
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Tabla 1. Diferencias significativas (test de Tukey-Kramer, P < 0.005) en las branquias. CA: con alimento;
SA: sin alimento.

Table 1. Significant differences (Tukey-Kramer test, P < 0.005) in the gills. CA: with food; SA: without
food.

Control 2 dias 5 dias 15 dias » 30 dias

CA/SA CA/SA CA/SA CA/SA CA/SA
Control CA * ) * * /% * ) * * ) *
SA * / * * / * * / *® * /*
2 dias CA ' A A
SA , * ) * * 0k
5 dias- ) CA * /%
SA * * )
15 dias CA * * [ %
SA ' *
30 dias CA *

SA

Tabla 2. Diferencias significativas (test de Tukey-Kramer,; P < 0.005) en el higado. CA: con alimento;
SA: sin alimento.

Table 2. Significant differences (Tukey-Kramer test, P < (.005) in the liver. CA: with food; SA: without
food.

Control 2 dias 5 dias 15 dias 30 dias

CA/SA CA/SA CA/SA CA/SA CA/SA
Control CA * | * * [ * * /% * ) *
SA * / * * / % * / * * / *
2 dias CA * */* * [ * *
SA * ) * * /% * )k
5 dias CA * * /¥ * [ ®
SA * /% * [ *x
15 dias CA * * /%
SA * )%
30 dias CA *

SA
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DISCUSION

El cobre es un metal traza esencial, pero a
concentraciones elevadas es un contaminante
altamente toxico para los organismos marinos,
siendo muy amplio su rango de toxicidad
(Chapman, 1978; Howarth y Sprague, 1978;
Grossell et al, 1998). En ejemplares de F.
heteroclitus, como en otras especies (Blasco et
al., 1993, 1998; Capeta da Silva, 1997; Grossell et
al., 1998), las concentraciones de cobre son
superiores en el higado que en las branquias,
siendo la acumulacién de cobre, en ambos
organos, progresiva durante el tiempo de
exposicion al contaminante. La elevada con-
centracion de cobre en el higado parece refle-
jar su papel multifuncional, tanto en los procesos
de desintoxicacion como en los procesos de
almacén/deposito, pudiendo asociarse el cobre y
otros metales a unas proteinas (metalotioneinas),
cuya sintesis es inducida por diferentes metales
pesados (Carpené y Vasék, 1989; Grossell et al.,
1998). ]

La exposicion de los peces a concentraciones
subletales de metales pesados se correlaciona, en
general, con una acumulacion lineal en los princi-
pales organos diana: higado y branquias. Segun
diferentes autores, hay una relacién directa entre
la concentracion de cobre en el medio acuético y
las concentraciones que se registran en las
branquias ¢ higado (Buckley et al., 1984). Sin
embargo, los mecanismos de acumulacién y
desintoxicacion parecen ser mas complejos. Asi,
Stokes (1979) detecté concentraciones de cobre
menores en los tejidos de peces expuestos a
concentraciones altas que a concentraciones
intermedias de cobre. Segner (1987) observé un
incremento de cobre en el higado de los peces
cuando éstos no recibian alimento y Pelgrom et
al. (1994) pusieron de manifiesto que la tasa de
acumulacion de cobre era mayor en los peces no
alimentados, al menos al afiadir al agua bajas con-
centraciones de dicho metal. En F. heteroclitus se
observa una acumulacién progresiva de cobre
durante el tiempo de exposicidn, en el higado y
branquias, siendo mayores, en general, los nive-
les de cobre en los ejemplares que no reciben
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of fish when they were starved, and Pelgrom et al.
(1994) found that the accumulation rate of copper
increased in starved fish, even when low concen-
trations of this metal were added to the water. In
the liver and gills of F. heteroclitus, copper
accumulation progresses with exposure time, and
the levels of copper are generally higher in the
specimens that did not receive food.

The results from this work and from the litera-
ture reviewed indicate that copper accumulation
in the liver is affected by the nutritional state of
the fish and the type of food used. Dixon and
Hilton (1981) reported differences in copper
tolerance and accumulation for trout that were fed
diets with distinct carbohydrate contents. Moller
(1984) observed higher copper concentrations in
the liver of different species during winter when
food is less abundant. Segner and Storch (1985),
in Poecilia reticulata specimens treated with iron,
observed an accumulation of this metal in the
starved organisms, but not in the fed organisms.
Collvin (1985) established the amount and quality
of food required by the perch, Perca fluviatilis, to
maintain homeostasis during copper exposure.
Segner (1987), in Rutilus rutilus, observed that
only the starved fish accumulated copper in the
liver on the seventh day of exposure, whereas the
fed and contaminated fish showed no statis-
tically significant differences. However, in both
fed and starved specimens of F. heteroclitus, there
is a gradual increase in copper accumulation in
the liver throughout the entire study period (2 to
30 days), but the copper concentrations are
statistically higher in the starved specimens.
According to Segner (1987), fish require a meta-
bolic energy budget to regulate copper, and that
the additional energy budget required by starved
fish, due to stress, may inhibit them from regu-
lating the amount of pollutant and maintaining
homeostasis.

In the gills of F. heteroclitus, the copper con-
centration is also higher in the starved organisms,
and the differences are significant only during
certain days of the study period. This is contrary
to that observed for the liver, where significant
differences are observed in the levels of copper in
the starved and fed specimens during the entire
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aporte de alimento durante la exposicion al
contaminante.

Es evidente, como se acaba de sefialar en este
trabajo y en la bibliografia consultada, que la acu-
muldacién de cobre en el higado puede ser influen-
ciada por el estado nutricional de los peces y tipo
de alimento. Asi, Dixon y Hilton (1981), en tru-
chas alimentadas con dietas de diferente conte-
nido en carbohidratos, observaron diferencias en
la tolerancia y acumulacién de cobre. Méoller
(1984) observé mayores concentraciones de cobre
en el higado de diferentes especies durante el
invierno, cuando la alimentacién era menor.
Segner y Storch (1985), en ejemplares de Poecilia
reticulata contaminados con hierro, observaron
una acumulacion de dicho metal en los organis-
mos en ayunas pero no en los alimentados.
Collvin (1985) determino el papel de la cantidad y
calidad de la comida en-la capacidad de la perca,
Perca fluviatilis, para mantener la homeostasis
durante la exposicion a cobre. Segner (1987), en
Rutilus rutilus, observé que sélo los peces
mantenidos en inanicién acumulaban cobre en el
higado al séptimo dia de exposicion al contami-
nante, mientras que en los alimentados y contami-
nados, las diferencias no eran estadisticamente
significativas. Sin embargo, en F. heteroclitus,
tanto en los ejemplares alimentados como en los
sometidos a inanici6n, se observa un incremento
gradual del cobre acumulado en el higado durante
todo el periodo estudiado (2 a 30 dias), aunque las
concentraciones de cobre también son estadistica-
mente superiores en los ejemplares en inanicién.
Segin Segner (1987), la regulacion de cobre en
los peces requiere un gasto de energia metabdlica,
siendo posible que bajo el gasto energético
adicional debido al estrés que presentan los peces
sometidos al ayuno, no les sea posible regular la
cantidad de contaminante y mantener la
homeostasis.

En las branquias de F. heteroclitus, 1a con-
centracién de cobre es también superior en los
ejemplares en inanicion, siendo significativas las
diferencias s6lo durante determinados dias del
periodo experimental, a diferencia de lo que
sucede en el higado, donde las diferencias
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study (2 to 30 days). The results suggest that if
exposed to copper for less than 15 days, the liver
is able to maintain stable levels of copper
(homeostasis) in other organs, e.g., the gills.
However, as the time of exposure increases, the
stress caused by both the pollutant and the nutri-
tional deficit renders the organism incapable of
maintaining homeostasis (balance between accu-
mulation and excretion); the gills present higher
levels of copper and there are significant differ-
ences between the fed and starved organisms,
with respect to lower exposure times.

On the other hand, in the F. heteroclitus
specimens treated with 800 pg Cu?'/L, there is a
reduction of hepatic glucogen, associated with an
apparent increase of cytoplasmic basophile of the
hepatocytes. In specimens of Channos channos
treated with copper (100 pg/L), Segner and
Braunbeck (1990) observed an increase in the
hepatic glucogen, associated with an alteration in
carbohydrate metabolism, possibly due (Peters et
al., 1980) to a general response to stress measured
by the cortisol. Furthermore, in F. heteroclitus
there is a vacuolization of the hepatic parenchyma
and a diffuse degeneration of the hepatocytes.
Similar alterations have been described by Teh et
al. (1997) for many fresh-water fish species
exposed to PCBs.

The gills of fish are a multifunctional organ,
not only for respiration but for a variety of
homeostatic activities, such as osmoregulation,
circulating hormone metabolism, nitrogen excre~
tion and acid-base balance (Evans, 1987,
Ferguson, 1989; Olson, 1991). The gills respond
quickly to pollutants (for example, heavy metals)
and present morphological/cellular adaptations,
which are more a defense mechanism for con-
taminant exposure than an irreversible toxic
effect. However, these modifications can produce
adverse effects on the fish's health, and may
increase their susceptibility to secondary infec-
tious diseases and even death (Hawkins et al.,
1984).

The histopathological alterations, such as
hyperplasia with lamellar fusion, epithelial hyper-
trophy, telangiectasia, edemas with epithelial
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observadas, entre los niveles de cobre en el
higado de ejemplares alimentados y en inanicion,
son significativas durante todo el periodo experi-
mental (de 2 a 30 dias). Estos resultados podrian
sugerirnos que para tiempos de exposicion al
cobre inferiores a 15 dias, el higado es capaz de
mantener estables los niveles de cobre (homeosta-
sis) en otros Organos, por ejemplo la branquia,
mientras que a medida que transcurre el tiempo de
exposicion al contaminante, el estrés impuesto
tanto por el contaminante como por el déficit
nutricional, hace que el organismo no sea capaz
de mantener la homeostasis (balance entre acumu-
laciéon y excrecion), presentando las branquias
mayores niveles de cobre y diferencias significati-
vas entre los organismos alimentados y manteni-
dos en inanicion, con respecto a tiempos de
exposicion inferiores.

Por otro lado, en ejemplares de F. heteroclitus
tratados con 800 pg Cu?*/L se observé una reduc-
cidn del glucégeno hepatico asociado con un apa-
rente incremento de basofilia citoplasmatica de
los hepatocitos. Sin embargo, en ejemplares de
Channos channos tratados con cobre (100 pg/L),
Segner y Braunbeck (1990) observaron un
aumento del glucégeno hepatico, que asociaron
con una alteracién en el metabolismo de carbohi-
dratos, debido posiblemente (Peters et al., 1980) a
una respuesta general del estrés mediada por el
cortisol. Asimismo, en F. heteroclitus se observa
una vacuolizacion del parénquima hepatico y una
degeneraci6n difusa de los hepatocitos. Alteracio-
nes similares han sido descritas por Teh et al.
(1997) en varias especies de peces de agua dulce
expuestos a PCBs.

Las branquias de los peces son un drgano
multifuncional, implicado no sélo en la respira-
cion, sino también en una variedad de actividades
homeostaticas, tales como la osmorregulacion,
metabolismo de hormonas circulantes, excrecion
de nitrégeno y balance acido/base (Evans, 1987;
Ferguson, 1989; Olson, 1991). Las branquias
responden de forma rapida a los contaminantes
(por ejemplo, metales pesados), presentando
adaptaciones morfolégicas/celulares, las cuales
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separation of the basal membranes, generalized
necrosis and/or epithelial desquamation observed
in F. heteroclitus have been described for other
species contaminated with heavy metals (Meyer
and Hendricks, 1985; Haaparanta et al., 1997).
The hypertrophy of chloride cells may be an adap-
tive mechanism to osmoregulatory stress, and the
regulation of the number of these cells is an essen-
tial mechanism that is of particular importance
during acid/base respiratory alterations produced
by exposure to different toxins (Laurent and
Dunel, 1980; Goss et al., 1992).

In the gills of the F. heteroclitus specimens
treated with copper, there is hypersecretion of -
branchial mucus, which appears to be a defense
mechanism against exposure to pollutants
(Benedetti et al., 1989). In fact, the hypersecretion
of sialic acid, secreted by the epidermic mucous
and/or branchial cells has been considered a
measure of environmental stress produced by
metals (Arillo et al., 1979). According to Torres
et al. (1987), in specimens of Scyliorhinus
canalicula treated with copper, there is an
increase in the secretion of immature mucous
cells, and the excess mucus can chelate the metal
and form an isolating barrier that would inhibit
the incorporation of metals into the circulatory
system through the branchial epithelial cells.
According to Lichtenfels et al. (1996), the
increase in the layer of mucus that covers the
body and gill surface of fish is an effective
barrier, as well as an important protection mecha-
nism for the organisms against toxic agents.
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estan mas relacionadas con un mecanismo
defensivo ante la exposicion al contaminante que
con un efecto toxico irreversible. Sin embargo,
estas modificaciones pueden producir un efecto
adverso en la salud de los peces, pudiendo aumen-
tar su susceptibilidad a enfermedades infecciosas
secundarias e incluso a la muerte de los ejem-
plares (Hawkins et al., 1984).

Alteraciones histopatolégicas como hiper-
plasia con fusién lamelar, hipertrofia epitelial,
telangiectasia, edemas con separacion epitelial de
membranas basales, necrosis generalizada y/o
descamacion  epitelial, observadas en £
heteroclitus, han sido descritas en diferentes
especies tratadas con metales pesados (Meyer y
Hendricks, 1985; Haaparanta ef al, 1997). La
hipertrofia de las células de cloruro puede ser, en
parte, un mecanismo adaptativo ante el estrés
osmorregulatorio, siendo la regulacion del
namero de dichas células un mecanismo esencial,
especialmente importante durante el transcurso de
alteraciones respiratorias dcido/base producidas
por la exposicién a distintos tdxicos (Laurent y
Dunel, 1980; Goss et al., 1992}.

En las branquias de los ejemplares de F.
heteroclitus tratades con cobre se observa una
hipersecrecion de moco branquial. Este hecho
parece estar asociado con un mecanismo defen-
sivo ante la exposicién al contaminante (Benedetti
et al., 1989). De hecho, la hipersecrecion de acido
sidlico secretado por las células mucosas epidér-
micas y/o branquiales, ha sido considerado como
una medida del estrés ambiental producido por
metales (Arillo et af., 1979). Segin Torres et al.
(1987), en ejemplares de Scyliorhinus canalicula
tratados con cobre, se produce un aumento de la
secrecion de células mucosas inmaduras,
pudiendo el exceso de moco quelar el metal y
formar una barrera aislante, que evitaria asi la
incorporacién de los metales al torrente circulato-
rio a través de células epiteliales branquiales.
Segun Lichtenfels et al. (1996), el aumento de la
capa de moco que envuelve la superficie corporal
y branquial de peces es una barrera efectiva,
siendo un mecanismo de protecciéon importante
para los organismos contra agentes nocivos.
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