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Resumen

La cuenca del Golfo de México ha sido gravemente deteriorada, principalmente por algunos contaminantes como
plaguicidas, detergentes, farmacos, descargas de aguas residuales, hidrocarburos, metales pesados, entre otros; los
cuales generan efectos adversos sobre los organismos. Por esta razon, en los estudios ecotoxicoldgicos se han propuesto
y utilizado biomarcadores tisulares para evaluar el efecto del estrés ambiental. EI objetivo del presente trabajo fue
realizar un diagndstico de salud, utilizando biomarcadores en el higado y musculo del pez Scomberomorus cavalla
capturado en la zona de Tecolutla, Veracruz. Se colectaron diez organismos de talla comercial y de acuerdo a la
recomendacion de Padrds (2005); se obtuvieron parametros morfométricos, bioldgicos e indice de condicion (Barnabé
etal., 1996). Se realizo la cuantificacion de Hg, Pb y Cr en el higado y musculo mediante la técnica de Espectrometria
de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS). Para el andlisis tisular se procesaron las muestras
histopatolgicamente. Se examinaron en el microscopio optico 75 cortes seriados de higado y 129 de musculo tefiidos
con Hematoxilina-Eosina. Se elabor6 una tabla de prevalencia de lesiones a las cuales se asocié al factor de impacto
(Bernet et al., 1999). Mediante técnicas inmunochistoquimicas se determind la presencia de Hsp70 y Metalotioneinas.
Con los datos obtenidos se realiz6 un andlisis de evidencias para establecer el diagndstico de salud. La longitud y peso
total promedio fue de 83 cm y 3400 g respectivamente. El indice de condicién fue de 0.6, el cual corresponde a
organismos “delgados y alargados”. Los pardmetros bioldgicos en general demuestran ausencia de parasitos y lesiones
macroscopicas. El analisis de metales revel6 presencia de Hg en higado (0.81, 1.13 y 1.6 mg/Kg de peso hiimedo) y
musculo (0.67,0.71 y 1.38 mg/Kg de peso himedo); EI promedio obtenido de Hg para ambos tejidos estuvo dentro del
mismo orden de magnitud; en el higado 1.19 mg/Kg y en el musculo 0.92 mg/Kg de peso himedo Hg; no existe
diferencia significativa en la concentracion de los dos 6rganos analizados (t= 0.8098; P= 0.46). El Pb fue registrado por
debajo del limite de deteccidn (<0.01 mg/Kg) en higado y musculo. Con respecto al Cr se registraron concentraciones
en el higado de 0.41, 0.45 y 0.53 mg/Kg de peso himedo y en el masculo 0.46, 0.47 y 0.49 mg/Kg de peso himedo;
El promedio obtenido de Cr en higado (0.46 mg/Kg de peso himedo) comparado con el del musculo (0.45 mg/Kg de
peso himedo), no presentd diferencias significativas (t=-0.2850; P=0.79). Los valores obtenidos de Hg en el musculo,
rebasaron los valores de referencia establecidos para el consumo de carne de pescado en la legislacion de la UE y solo
uno de la nacional. El higado mostro la estructura tisular caracteristica; se observaron hepatocitos con nlcleos centrales
Yy Vvasos sanguineos con eritrocitos nucleados. EI musculo present6 fibras musculares con estriaciones caracteristicas
rodeadas por tejido conectivo y nucleos ovoides periféricos; El tejido conectivo presentd vasos sanguineos con
eritrocitos nucleados ovalados. Algunas de las lesiones observadas en el higado fueron vasos congestivos, infiltraciones,
inflamaciones focales, secreciones eosindfilas, centros melanomacrofagos y granulomas principalmente; lesiones con
factor de impacto entre 1 y 3 (minima, moderada y severa importancia patol6gica); EI masculo presentd vasos
congestivos con factor de impacto 1. La técnica inmunohistoquimica reveld la presencia de Hsp70 en el citoplasma de
los hepatocitos y no se detectaron en el misculo; con respecto a las Metalotioneinas, no fueron inmunodetectadas. Los
biomarcadores empleados mostraron evidencias de un bajo indice de condicion, dafios reversibles y progresivos asi
como la presencia de Hsp70, asociado con la presencia de Hg y Cr. El musculo no estd comprometido tisularmente, sin
embargo, la presencia de Hg representa un riesgo también para los consumidores, por lo cual es necesario continuar
con el monitoreo en la zona de Tecolutla, Veracruz.



Abstract

The Gulf of Mexico basin has been severely impaired, by the presence of contaminants such as pesticides, detergents,
pharmaceuticals, wastewater discharges, oil, and heavy metals, among others, which generate adverse effects on
organisms. For this reason, in ecotoxicological studies, tissue biomarkers have been proposed and utilized to evaluate
the effect of environmental stress. The aim of this work was to carry out a health diagnosis using biomarkers in the liver
and muscle of Scomberomorus cavalla caught in the Tecolutla area, VVeracruz. Ten organisms of commercial size were
collected according to the recommendation of Padros (2005); morphometric, biological and status index (Barnabé et
al., 1996) parameters were obtained. Quantification of Hg, Pb and Cr were obtained for liver and muscle through
Inductively Coupled-Plasma Mass Spectroscopy (ICP-MS) technique. For the tissue analysis the samples were
processed histopathologically. 75 liver and 129 muscle serially cuts stained with hematoxylin-eosin were analyzed with
compound microscope. A lesion prevalence table was elaborated in which an impact factor was associated to them
(Bernet et al., 1999). With an immunohistochemical analysis the presence of Hsp70 and Metallothioneins was
determined. With the data obtained evidence analysis was conducted to establish the health diagnosis.The average of
total weight and length was 83 cm and 3400 g respectively. Index status was 0.6, which corresponds to "thin and
elongated™ organisms. In general, biological parameters showed an absence of parasites and macroscopic lesions. The
metal analysis showed the presence of Hg in liver (0.81, 1.13 and 1.6 mg/Kg wet weight) and muscle (0.67, 0.71 and
1.38 mg/Kg wet weight); the average of Hg for both tissues was within the same order of magnitude; in liver 1.19
mg/Kg and muscle 0.92 mg/Kg wet weight Hg; there was no significant difference in the concentration of the two
organs analyzed (t = 0.8098, P = 0.46). Pb was registered below the detection limit (<0.01 mg/Kg) in liver and muscle.
Regarding Cr, concentrations registered in liver were 0.41, 0.45 and 0.53 mg/Kg and muscle 0.46, 0.47 and 0.49 mg/Kg
wet weight; the liver Cr average (0.46 mg/Kg wet weight) was not significantly different (t = -0.2850; P = 0.79) from
that of muscle (0.45 mg/Kg wet weight). Hg muscle values exceeded the reference standard established for the
consumption of fish meat in the EU and only one exceeded the national legislation. The liver showed the characteristic
tissular structure; hepatocytes with central nuclei and blood vessels with nucleated erythrocytes were observed. The
muscle presented muscle fibers with characteristic striations surrounded by connective tissue and peripheral ovoid
nuclei; the connective tissue presented blood vessels with oval nucleated erythrocytes. Some of the lesions observed in
the liver were congestive vessels, infiltration, focal inflammation, eosinophilic secretions, melanomacrophage centers
and granulomas; lesions with impact factor between 1 and 3 (minimal, moderate and severe pathological importance).
The muscle presented congestive vessels with impact factor of 1. The immunohistochemical technique revealed the
presence of Hsp70 in the cytoplasm of hepatocytes but not in the muscle; with respect to metallothioneins, they were
not inmunodetected. Biomarkers used showed evidence a low status index, progressive and reversible damage and the
presence of Hsp70, associated with the presence of Hg and Cr. The muscle is not compromised; however, the presence
of Hg may represent a risk to consumers, therefore it is necessary to continue monitoring in the area of Tecolutla,
Veracruz.



Introduccion

La Ecotoxicologia puede ser definida como la ciencia que estudia los efectos que los contaminantes
quimicos ejercen sobre la biota (Di Giulio & Hinton, 2008). Esta disciplina juega un papel fundamental en
el establecimiento de los criterios de calidad ambiental y su desarrollo es indispensable para la proteccion
de los ecosistemas acudticos, que incluyen especies de interés comercial que se pescan y cultivan, las
cuales, al desarrollarse en ambientes sanos garantizan a su vez la proteccion de la salud humana (Ramirez-
Romero et al., 2012). En los Gltimos afios, esta ciencia ha tomado gran importancia por el aumento y

continua presencia de los contaminantes, sobre todo en los ecosistemas acuaticos.

Un claro ejemplo de lo anterior lo constituye la cuenca del Golfo de México, que ha sido gravemente
deteriorada, principalmente por la contaminacion con plaguicidas, detergentes, blanqueadores, cosméticos,
farmacos, descargas de aguas residuales, hidrocarburos, metales, entre otros (Caso et al., 2004).

Los metales estan sujetos de forma natural a ciclos biogeoquimicos que determinan su presencia y
concentracion en los compartimentos ambientales: suelos, aguas subterraneas y superficiales, aire y seres
vivos (Moreno, 2003). Sin embargo, los metales también manifiestan su presencia en las regiones costeras
del Golfo de México por las diversas actividades industriales, tales como refinerias de petréleo, la
produccion de fertilizantes, mineria y metalurgia, y desde luego las ciudades costeras con un gran numero
de habitantes. Las descargas domésticas sin previo tratamiento, aportan grandes volumenes de lodos
enriquecidos con metales como Pb, Zn, Cd y Cr, que se descargan en los rios o directamente en el mar
(Caso et al., 2004). La intervencion humana puede modificar considerablemente la concentracion de
metales en estos compartimentos y facilitar su distribucion a partir de las reservas minerales en las que estos

se encuentran naturalmente confinados (Moreno, 2003).

Aunqgue algunos metales son esenciales para los organismos como: Cr, Cu, Fe, Mo, Se y Zn, éstos pueden
ser tdxicos si las concentraciones en el medio son elevadas (Espina & Vanegas, 2005). Los metales pesados
constituyen un riesgo de contaminacién en el medio ambiente, ya que son sustancias con una gran
estabilidad quimica ante procesos de degradacidn, por lo que no desaparecen del medio ambiente, sino que
son transferidos a otros lugares y pueden combinarse con otras sustancias, y dar lugar a formas mas toxicas
(Svobodova et al., 1993; Mancera-Rodriguez & Alvarez-Leén, 2006).

La toxicidad y movilidad relativa de algunos metales tales como el mercurio, el plomo y el cromo, han sido
objeto de atencidn y preocupacion entre los cientificos y la poblacién en general (Padez-Osuna, 2005a). Cada
uno de estos metales presentan diferentes mecanismos toxicos. EI mercurio (Hg) esta presente en la
naturaleza debido a diferentes fendmenos geologicos que participan en su liberacion al ambiente, como el

vulcanismo, la desgasificacion de la corteza terrestre y la erosion del suelo (NUfiez-Nogueira et al., 1998).
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Sin embargo, a consecuencia del crecimiento industrial y la contaminacion, las concentraciones de este
metal han aumentado a nivel mundial y ahora representan una amenaza creciente para la salud humanay la
vida silvestre (Stafford & Haines, 1997; Fitzgerald et al., 1998). Existen tres formas quimicas del mercurio:
mercurio metalico (Hg®), monovalente (Hg*') y mercurio divalente (Hg*?). Cada forma y compuesto del
mercurio tiene caracteristicas especificas. En general, todas las formas quimicas del mercurio pueden llegar
a bioacumularse, pero el metilmercurio (CHsHg") se absorbe y acumula mas que otras formas (U.S. EPA,
1997). La bioacumulacion de mercurio ocurre cuando los organismos vivos, absorben este metal mas rapido
de lo que sus cuerpos lo pueden eliminar, por lo que el metal se bioacumula en sus tejidos u 6rganos (Rand
etal., 1995; Gray, 2002). El mercurio bioacumulado es transferido de un nivel trofico a otro incrementando
su concentracion a través de la cadena trofica, lo que se conoce como biomagnificacion (Campos, 1987,
Regnell & Ewald, 1997; Gray, 2002). En el caso del metilmercurio, la EPA establecié un limite de
concentracion de 0.3 mg/Kg de peso humedo, concentracion que no debe excederse asumiendo un consumo
total de pescado de 0.175 Kg/dia. En México, la Norma Oficial Mexicana (NOM-SSA1-027-1993)
establece que los peces que contengan concentraciones mayores o iguales a 1.0 mg/Kg de peso himedo de
mercurio total no deben ser consumidos. En las ultimas tres décadas se ha incrementado el interés de un
importante nimero de naciones respecto al control y reduccion de las emisiones de mercurio, prueba de
ello fue la firma del convenio de Minamata en 2013 (UNEP, 2013). Una forma de evaluar la efectividad de
la legislacion ambiental, es a través de programas de monitoreo, que en el caso del mercurio, deben incluir

su acumulacion en los ecosistemas acuéticos y sus organismos (Ramirez-Romero, 2011).

El plomo (Pb) es un metal electropositivo con alta afinidad por los grupos sulfidrilos. Las enzimas que
dependen de esos grupos son inhibidas en presencia del Pb. Ademas, como metal divalente, es similar en
algunos aspectos al Ca y puede competir en procesos celulares como la respiracion a nivel de las
mitocondrias y en algunas funciones neuroldgicas (Landis & Yu, 1999). Se sabe que el Pb actta con los
acidos nucleicos, provocando un incremento o decremento en la sintesis protéica. Los efectos por
intoxicacion cronica del plomo en humanos se agrupan en gastrointestinales, neuromusculares, en sistema
nervioso central, hematoldgicos, renales y reproductivos (Moreno, 2003). Mientras que en peces, la
toxicidad aguda por plomo se caracteriza inicialmente por dafo al epitelio branquial, provocando que los
peces afectados mueran por asfixia. Los sintomas caracteristicos de la toxicidad cronica por plomo incluyen
cambios en los parametros de la sangre con graves dafios a los eritrocitos y leucocitos, y cambios

degenerativos en los 6rganos parenquimatosos y dafios en el sistema nervioso (Svobodova et al., 1993).

En el caso del cromo (Cr) la forma trivalente y sus sales son las formas mas estables. El cromo trivalente
es esencial para los seres humanos y se requiere para tener un balance normal en el metabolismo del
colesterol, la insulina y la homeostasis de la glucosa (Paez-Osuna, 2005b). Las sales de la forma hexavalente

son las menos estables y mas reactivas biologicamente (Hellawell, 1989). En el medio marino las especies
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dominantes son las formas hexavalentes Cr*® (Bruland, 1983) producidas mediante procesos industriales
convirtiéndose en un riesgo para la salud de los organismos; sin embargo, las altas concentraciones de este
metal en el ambiente también se deben a los lodos de perforacion, el procesamiento de combustibles fésiles
y la incineracion de los sélidos municipales (Paez-Osuna, 2005b). Se reconoce que todos los alimentos
contienen cromo en niveles de 0.5 ppm de peso himedo, sin embargo, la ingesta diaria de cromo en

humanos se ha estimado en un intervalo de 0.03 a 0.1 mg/persona/dia (Paez-Osuna, 2005b).

Dentro de los metales con relevancia toxicoldgica se encuentran: el mercurio, el plomo y el cromo. Estos
pueden tener implicaciones en la fisiologia de los organismos que se desarrollan en los sistemas acuaticos
(P&ez-Ozuna, 2005b). Por ello, algunos programas de biomonitoreo (como el que lleva a cabo la FDA
registrando concentraciones de Hg en peces comerciales y mariscos desde 1990 hasta el 2010) sugieren la
evaluacion de las concentraciones de metales criticos en especies de peces de consumo humano. Estos
organismos constituyen excelentes bioindicadores, ya que permiten inferir en la calidad del ambiente e

identificar aquéllas especies de consumo que representen un riesgo para la poblacién humana.

Un biondicador o indicador biologico es caracteristico de un medio ambiente, cuantifica la magnitud del
estrés, las caracteristicas del habitat y el grado de exposicién al estresor o el grado de respuesta ecoldgica
a la exposicion (De la Lanza et al., 2000). El uso de bioindicadores permite realizar una vision integral y
retrospectiva de las cualidades del medio en el que se desarrollan los organismos acuaticos. Las
caracteristicas generales para la seleccion de los biondicadores son las siguientes: su relevancia bioldgica,
relevancia social, sensibilidad a estresores, y su amplitud de respuesta a estresores y sitios, entre otras
(Farris & Van Hassel, 2007). Los organismos bioindicadores son sensibles a los cambios que se presenten
en su medio y son capaces de ofrecer informacion sobre este, mismo que se relaciona y traduce directamente
en su estructura o fisiologia. Esta capacidad dependerd entonces de factores genéticos, de su propio

desarrollo y de las condiciones ambientales donde habite (Cap6-Marti, 2007).

Los peces son considerados como buenos indicadores de la calidad del medio, por lo que una gran
diversidad y abundancia de peces en rios, lagos y mares indican un ambiente sano para ellos y para las
demés formas de vida (Helfman et al., 1997). La especie Scomberomorus cavalla (Cuvier, 1829)
comunmente conocida como Peto, juega un papel importante como depredador tope y su ausencia puede
causar aumentos drasticos en las poblaciones presa, alterando de manera significativa el equilibrio de los
ecosistemas marinos y costeros (Diaz & Aguilar, 2008). Ademas, los habitos alimentarios, el rapido
crecimiento y la alta exigencia metabdlica para el estilo de vida pelagica de esta especie, puede dar lugar a
la incorporacion de altas concentraciones de metales en sus tejidos, incluyendo el musculo, lo cual
constituye un riesgo para la salud humana (Kuklyte, 2012; Lacerda et al., 2000; Monteiro et al., 1996). Se

sabe que el consumo de peces marinos contaminados es la principal fuente conocida de exposicién humana
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para algunos metales como el mercurio, el plomo o el cromo (Fitzgerald & Clarkson, 1991).

El efecto toxico de los metales en los organismos indicadores puede evaluarse a través de biomarcadores.
Un biomarcador, se define como una respuesta biologica: bioquimica, fisiologica, morfoldgica o
histopatoldgica que se asocia a la exposicion de agentes xenobioticos y proporciona advertencias tempranas
del dafio provocado por los contaminantes (Huggett et al., 1992; Martinez-Jeronimo, 1991). Los
biomarcadores pueden clasificarse en diferentes categorias dependiendo del nivel de organizacion
bioldgica: 1) enzimas de biotransformacion (que participan en la detoxificacion de xenobioticos y sus
metabolitos); 2) productos de biotransformacion, 3) aminoacidos y proteinas, 4) hematoldgicos, 5)
inmunoldgicos, 6) reproductivos y enddcrinos, 7) neuromusculares, 8) genotoxicos y 9) fisioldgicos-

morfologicos (Farris & Van Hassel, 2007).

Las respuestas fisioldgicas y morfoldgicas pueden ser evaluadas a través de la histopatologia, ya que esta
permite detectar a nivel tisular, las respuestas tempranas generadas por el efecto de los contaminantes
(Guzman-Garcia, 2007). La histopatologia ha sido utilizada ampliamente en organismos acuaticos como
los peces, para evaluar el efecto de los contaminantes por exposiciones ambientales (Bernet et al., 1999).
La histopatologia se ha propuesto como biomarcador porque se encuentra en una posicion intermedia con
respecto a los niveles de organizacion bioldgica (entre el &tomo y el organismo) y representa un método
rapido para detectar efectos, especialmente crénicos, en varios tejidos y érganos, ademas se considera que
los cambios histoldgicos aparecen como una respuesta a mediano plazo a estresores subletales (Adams et
al., 1989; Johnson et al., 1993). La relevancia de una lesién depende de su importancia patoldgica, es decir,
cémo afecta a la funcion del 6rgano y la capacidad de los organismos como los peces para sobrevivir. Esto
se toma en cuenta por un Factor de importancia o impacto (FI) asignado a cada alteracién observada en la

descripcion histologica (Bernet et al., 1999).

En un nivel més fino de organizacion bioldgica, también se ha propuesto la evaluacion de biomarcadores
proteinicos, enzimaticos, asi como el exdamen de los tejidos y células mediante técnicas histoquimicas y
citoguimicas, las cuales brindan informacion de la composicidn quimica celular, asi como de los elementos
estructurales y su localizacién. La demanda y gran popularidad por la identificacion de sustancias
especificas a través de métodos de inmunohistoquimicos ha abierto una nueva era para la histopatologia y
la histotecnologia (AFIP, 1995). Asimismo, algunas proteinas que pueden evaluarse por medio de la
inmunohistoquimica como las Hsp70 y las Metalotioneinas (MTs), se han utilizado para evaluar el estrés
ambiental ya que se sobreexpresan en diferentes 6rganos ¢ tejidos como: branquias, gonadas, higado y

musculo, entre otros, como resultado de la exposicion a estresores ambientales diversos (Clark et al., 1997).



Las proteinas HSP se sobreexpresan cuando las células son sometidas a distintos estimulos como el estrés
del shock caldrico, radiaciones, diversas drogas, infecciones virales, metales pesados, entre otros (Coronato
et al., 1999). Las HSP son un biomarcador de exposicion de la contaminacion ambiental en una gran
variedad de biota, muestran el efecto de un contaminante que afecta a un organismo en un intervalo de
tiempo, integran diversos aspectos de dafio proteinico como el incremento de proteinas no plegadas junto
con un aumento del desplegamiento y formacion de agregados de proteinas, todo lo cual provoca una
respuesta de la célula intervenida por una sintesis molecular de proteasas y chaperones moleculares, quienes
intentaran reparar el dafio proteico, por lo anteriormente expuesto, las Hsp agregan valor al biomonitoreo
ambiental (Bierkens, 2000; Cruz-Rodriguez & Chu, 2002; Cruz-Rodriguez et al., 2000; Nollen &
Morimoto, 2002; Radlowska & Pempkowiak, 2002).

Por su parte, las Metalotioneinas (MTs) son proteinas termoestables y solubles en agua, que carecen de
aminoacidos aromaticos. Se caracterizan por presentar un bajo peso molecular (6-10 kD) y una secuencia
de 61 0 62 amino&cidos, con una elevada proporcion de cisteina, un aminoéacido azufrado, que representa
entre un 20 y 30% de los residuos de aminoacidos totales (un total de 20 cisteinas) (Urefia-Robles, 2007).
Aunque estan presentes en un gran numero de tejidos diferentes, se encuentran predominantemente en el
higado y rifion de vertebrados, y en la glandula digestiva e intestino de invertebrados (Roesijadi, 1992). La
sintesis de MTs puede ser inducida por una gran variedad de estimulos, entre los que se incluyen metales,
hormonas y toxinas (Klaassen et al., 1999), siendo los metales los inductores mas potentes, por lo que se

considera a la MT como un buen biomarcador de exposicidén a metales (Roesijadi, 1992).

Los biomarcadores empleados en los estudios ecotoxicolégicos se han evaluado en diferentes 6rganos o
tejidos para conocer los efectos inducidos por los contaminantes. Uno de los érganos de mayor interés ha
sido el higado, ya que desde el punto de vista morfoldgico asi como fisioldgico, es un componente
glandular del sistema digestivo encargado de varias funciones que incluyen: asimilacion de nutrientes,
produccion de bilis, desintoxicacién y mantenimiento de la homoestasis metabdlica del cuerpo
(procesamiento de carbohidratos, proteinas, lipidos y vitaminas). Tambien juega un papel importante en la
sintesis de proteinas plasmaticas, como la albdmina y el fibrindgeno, y factores de complemento (Genten
et al., 2009; Di Giulio & Hinton, 2008). La estructura y funcién normal del higado en los peces lo hacen
un o6rgano destino para los contaminantes, por lo cual, estudios morfologicos, histolégicos,
inmunohistoquimicos y moleculares se han propuesto en este dérgano para detectar alteraciones causadas

por el efecto de los contaminantes (Di Giulio & Hinton, 2008).

Otro drgano de interés en los estudios ecotoxicoldgicos es el musculo de los peces. Se reconocen dos tipos
de musculo: liso y estriado, dividiéndose este tltimo en esquelético y cardiaco. EI musculo estriado de tipo

esquelético de los peces es el encargado de proveer el movimiento y forma la mayor parte comestible del

7



cuerpo (Takashima & Hibiya, 1995). En este tejido existen marcadores potencialmente inducibles de
contaminacion ambiental, que incluyen la alteracion de la actividad locomotora, asi como lesiones tisulares
que se generan por la exposicion a contaminantes del tipo de los pesticidas o metales (Koca et al., 2005;
Mughal et al., 2004; Wang et al., 2004). La acumulacién de contaminantes en el masculo representa un
riesgo para el propio organismo al afectar su actividad locomotora, y puede tener impacto en la salud
humana por consumo al representar la parte comestible de los peces.

Caracteristicas generales de Scomberomorus cavalla.

La especie S. cavalla 6 Peto por su nombre comin en México, pertenece a la Familia Scombridae, Orden
Perciformes, Clase Actinopterigios. Es una especie marina y pelagica, que generalmente alcanza una
profundidad de 5 a 15 metros. Se distribuye en el Atlantico en aguas tropicales y subtropicales. Se considera
que alcanza la madurez en un intervalo de longitud de 45 a 114 cm. Su cuerpo es elongado y comprimido
dorso-lateralmente (Figura 1). Es piscivoro, pero también se alimenta de algunos invertebrados como
camarones y calamares. Es una especie longeva, ya que puede llegar a vivir mas de diez afios. Se considera

una especie importante en la pesca recreativa, comercial y artesanal (Collette & Nauen, 1983).

85cm

Figura 1. Representacién esquematica de Scomberomorus cavalla, con cuerpo elongado y comprimido
dorso-lateralmente.

De acuerdo con el Anuario Estadistico de Pesca (2012), el peso total anual desembarcado de Peto en México
fue aproximadamente de 3,884,530.56 Kg, siendo las zonas de captura aquéllos estados colindantes con el
Golfo de México como: Campeche, Quintana Roo, Tabasco, Tamaulipas, Yucatan y Veracruz. En éste
Gltimo estado, en el mes de abril de 2012, se observd un mayor peso desembarcado con 286, 785 Kg,
mientras que el mes de octubre represento el mas bajo con 64, 214 Kg (SAGARPA-CONAPESCA, 2012).
Particularmente se tiene registrado que la captura de Sierra-Peto en el municipio de Tecolutla, corresponde

a una captura anual de 3000 t, lo cual representa el 46% del total estatal (Quiroga et al., 2002).



Capitulo 1. Antecedentes

Presencia de metales en peces

En Gltimos afios se ha reportado la presencia de contaminantes como los metales pesados en tejidos de

peces pelagicos mayores como el Peto distribuidos en el Golfo de México (Tabla 1).

Cai en el 2005, determind niveles de mercurio en peces pelagicos mayores capturados en el noroeste del
Golfo de México, encontrando que los depredadores tope pueden bioacumular altas concentraciones de
mercurio. Una de las especies analizadas fue Scomberomorus cavalla, el cual presento concentraciones de
0.96 mg/Kg peso himedo. Ademaés, en todas las especies analizadas en ese trabajo, se encontrd una
correlacion positiva entre la longitud de los organismos y los niveles de mercurio. Dos afios mas tarde,
Adams y McMichael (2007) registraron concentraciones mas elevadas, entre 0.94 mg/Kg y 1.51 mg/Kg de
Hg total en el masculo de Peto colectado en el Oceano Atlantico y Golfo de México, respectivamente.
Kuklyte (2012) detectdé una concentracion de 1.04 mg/Kg de Hg en el musculo de Peto colectado en el
Golfo de México. Los datos reportados indican que los organismos capturados en el Golfo de México
superaron los valores de referencia para el consumo de carne de pescado establecidos por la Administracion
de Alimentos y Farmacos (U.S. Food and Drug Administration; FDA) y la Norma Oficial Mexicana NOM-
SSA1-027 (NOM-SSA1-027-1993) que establecen 1.0 mg/kg de Hg total méximo, asimismo se rebaso el
valor de referencia establecido en la Union Europea que es de 0.5 mg/Kg (2007).

Existen estudios previos referentes a las concentraciones de Hg y de otros metales criticos en los tejidos de
en Scomberomorus cavalla. Ploetz et al. (2007) midieron los niveles de Pb, Cu, Cd y Zn en higado y
masculo de S. cavalla colectado en Alabama, USA. Los resultados mostraron, para el caso del Pb, una
concentracion significativamente menor en el higado (1 mg/Kg) que en las muestras de musculo (1.8

mg/Kg). En contraste, los niveles de Cu, Cd y Zn fueron mayores en el higado gue en el tejido muscular.

El Cr no ha sido reportado para esta especie, sin embargo, en otros depredadores tope y de importancia
comercial como el tiburén, Mendoza-Diaz et al. (2013) reportaron una concentracién de 0.70 mg/Kg en
organismos capturados en la Laguna de Tamiahua, Veracruz. Los resultados no rebasaron los valores de
referencia establecidos en la legislacion internacional. Desafortunadamente, México no cuenta con los

criterios para establecer los valores de referencia para Cr en tejidos de especies de consumo.



Tabla 1. Concentracion de Hg, Pb y Cr en especies marinas del Golfo de México comparado con los
valores de referencia para consumo humano.

Region Metal Organo Concentracion Referencia
(mg/Kg peso hiumedo)
Noroeste del Golfo de México Hg Musculo 0.96 Cai, 2005
(S. cavalla)
Oceano Atlantico Musculo 0.94 y
Golfo de Mexico (sur-este USA) He (S. cavalla) 1.51 Adamsy McMichael, 2007
Golfo de México (Venice, LA Musculo
i ‘ H 1.04 Kuklyte, 2012
Freeport, TX y Port Aransas, TX) g (S. cavalla) UKYE
Valores de referencia para el ) 0.5 Unian Europes, 2007
Hg Musculo
consumo de carne de pescado
1.0 FDA, 2001; NOM-SSA1-027
Musculo *1.82
Alabama, USA Pb Higado = Ploetz et al., 2007
1.0
(S. cavalla)
0.2 Food and Agriculture Organization
: (FAO)
Valores de referencia para el Pb Mascul 5
consumo de carne de pescado -2 0.3 Unién Europea
1.0 NOM-SSA1-027
" Higado
Tamiahua, Veracruz Cr Sy *0.70 Mendoza etal., 2013
(tiburén)
Valores de referencia para el cr Mdssils 1.0 FAO: FDA

consumo de carne de pescado

* peso seco

Para evaluar los efectos toxicos por la exposicidn a algunos metales en los organismos acuaticos, se han
realizado estudios histopatoldgicos que permiten observar lesiones a nivel tisular. Se ha reportado que la
exposicion a niveles altos de mercurio, provoca alteraciones en los epitelios branquiales y dérmicos,
reduccion en la absorcion de los aminoécidos y azlcares en el intestino, e inhibicion de enzimas intestinales
cuando son expuestos por medio de la dieta a una concentracion de 10 mg/Kg durante 4 meses (Berntssen
et al., 2004). Por otro lado, los efectos cronicos y agudos del plomo en los peces, incluyen lesiones
histopatoldgicas, deformidades, neurotoxicidad, anemia hemolitica e inhibicion en la sintesis de
hemoglobina, ain en concentraciones tan bajas del elemento en el agua como de 8 pg/L (Davies et al.,
1976). En el caso del Cr hexavalente se ha observado que en peces marinos provoca problemas respiratorios

y decoloracién en los tejidos (Paez-Osuna, 2005b).

Mohamed (2009) realizé un estudio en el Lago Qarun, el cual recibe grandes aportes de aguas domésticas
de la provincia de Faiyoum, Egipto. Analizo las estructuras histoldgicas del musculo, higado, branquia,
rifiones e intestino de la Tilapia zillii y de Solea vulgaris. Entre las respuestas reportd degeneracién vacuolar
en los hepatocitos, areas focales de necrosis y fibrosis, agregaciones de células inflamatorias entre los

hepatocitos, dilatacion y congestion en los sinusoides sanguineos y la formacion de trombosis en las venas
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centrales. Algunas lesiones histoldgicas observadas en el musculo incluian degeneracion en fasciculos
musculares con areas focales de necrosis, atrofia de los haces musculares y edema entre los haces
musculares. Estas lesiones histopatoldgicas observadas en higado y misculo de las especies analizadas,
fueron catalogadas como lesiones reversibles y progresivas, inducidas probablemente por la contaminacion

ambiental que existe en el lago.

Por otro lado, algunas pruebas de toxicidad como los bioensayos, también han sido ampliamente utilizadas
para evaluar las respuestas bioldgicas en los organismos. De Oliveira et al. (2008) realizaron un bioensayo
con machos adultos de pez cebra (Danio rerio) alimentados con metilmercurio con el fin de determinar la
bioacumulacion de este contaminante en el masculo y observar cambios ultraestructurales en el tejido
muscular de los peces expuestos. Los principales cambios ultraestructurales que observaron fueron una
disminucion de la superficie inter-paquete, mitocondrias con formas variables, tamafios y desorganizacion
de crestas, también una disminucién del area superficial y superficies inter-paquetes. Con base en éstos
resultados concluyeron que el metilmercurio afecta la estructura de las células fibrosas musculares de D.
rerio después de la exposicidn trofica incluso a dosis bajas. La acumulacion de metales pesados en tejidos
grasos como el higado, no solo provoca lesiones a nivel tisular, sino también cambios a nivel bioguimico,

como la sobreexpresion de algunas proteinas como las Hsp70 y las Metalotioneinas (Eriksson, 2000).

Los metales presentan diferentes mecanismos de bioacumulacion, dependiendo de su biodisponibilidad y
organo destino. Rajeshkumar et al. (2013) determinaron el factor de bioacumulacion de Fe, Mn, Zn, Cu,
Pby Cd en branquia e higado de Chanos chanos proveniente de la isla de Kaattuppalli, Chennai, India, asi
como la expresion de Hsp70 en los mismos 6rganos, concluyendo que el factor de bioacumulacién en orden
decreciente fue Fe>Zn> Cu>Pb>Cd vy la induccion de Hsp70 en branquia e higado de los peces fue mayor
en los sitios méas contaminados. Por otra parte, Alvarado et al. (2007) determinaron la inmunolocalizacion
de MTs por la exposicion a Cd en higado, rifidon, bazo, branquia y musculo de Scophthalmus maximus
mediante microscopia electrénica. Observaron que la mayor expresion de MTs se presentd en el epitelio
branquial; en hepatocitos y rifion la inmunodeteccidn fue débil, mientras que en el bazo y musculo no hubo
inmuno-reaccion. Los estudios ultraestructurales con microscopio electrénico de transmision, revelaron que
las MTs inducidas por el Cd en el higado de esta especie se localizaron en el citoplasma de los hepatocitos.
Con estos resultados, los autores proponen que la cuantificacion de la expresion especifica de MTs puede
ser utilizada en programas de biomonitoreo como un biomarcador de la exposicién a Cd en ambientes

acuaticos.
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Justificacion

En México los estudios realizados en las comunidades icticas en sitios degradados son pocos, y no se cuenta

con un seguimiento en terminos de espacio y tiempo de los cambios ambientales.

A pesar de que existen datos de la presencia de contaminantes en organismos de importancia comercial,
pocos reportes incluyen la zona norte del estado de Veracruz, incluyendo Tecolutla, Ver. En este sitio no

existe un registro ambiental a pesar de su importancia comercial, turistica y ecolégica.

Ante la carencia de programas de biomonitoreo en nuestro pais, es pertinente utilizar herramientas que
permitan evaluar el efecto del estrés ambiental sobre los organismos. El uso de técnicas analiticas para
determinar la concentracion de los contaminantes en los tejidos de los organismos, combinada con la
aplicacion de biomarcadores, ha sido ampliamente recomendada para la evaluacion del impacto ambiental.
Este tipo de estudios, también proporciona informacion que contribuye a prevenir el impacto en la salud
humana por consumo, al representar los peces extraidos de este sitio, como una fuente de alimentacion para
el ser humano. En consecuencia este trabajo utilizé el Peto (S. cavalla) de la zona de Tecolutla, para
determinar la concentracion de metales criticos y evaluar su estado fisiolégico mediante la aplicacion de

biomarcadores tisulares y proteinicos como una una alternativa para la evaluacion del estrés ambiental.
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Capitulo 2. Pregunta de investigacion e Hipotesis

Pregunta de investigacion

¢La concentracion de metales y la aplicacion de biomarcadores permitirdn determinar el estado de salud

del pez Peto (S. cavalla) y la evaluacion del estrés ambiental?

Hipotesis
Si la especie Scomberomorus cavalla colectada en Tecolutla, Veracruz se esta desarrollando en condiciones

de estrés ambiental, los efectos se podran valorar determinando la concentracion de metales en sus tejidos

y evaluando biomarcadores a diferentes niveles de organizacion bioldgica.
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Capitulo 3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar la concentracion de Hg, Pb y Cr en los tejidos de Scomberomorus cavalla y evaluar su estado
de salud mediante la aplicacion de biomarcadores para establecer el efecto del estrés ambiental.

3.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar la especie en estudio desde el punto de vista taxonémico y morfométrico.

2. Emplear indicadores macroscopicos de salud como biomarcadores fisioldgicos para conocer el indice de

condicion de S. cavalla.

3. Determinar la concentracion de Hg, Pb y Cr en higado y masculo como un pardmetro de referencia de

las condiciones ambientales en las que se desarrollan los organismos.

4. Analizar la estructura tisular del higado y mdusculo de S. cavalla para reconocer los cambios
morfofisioldgicos en los tejidos.

5.- Determinar mediante biomarcadores tisulares si existen alteraciones histopatolégicas asociadas al Factor
de impacto para conocer el estado fisioldgico de los organismos.

6. Asociar los biormarcadores proteinas de estrés (Hsp70) y Metalotioneinas en higado y musculo de S.

cavalla al estrés ambiental.

7. Establecer un diagnostico de salud de S. cavalla resumiendo las lineas de evidencia observadas con los

biomarcadores utilizados.
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Area de estudio

El municipio de Tecolutla, Veracruz se localiza entre los paralelos 20° 15” y 20° 36’ de latitud norte; los
meridianos 96° 46’ y 97° 13’ de longitud oeste y a una altitud entre 0 y 300 m. Colinda al norte con los
municipios de Gutiérrez Zamora, Papantla y el Golfo de México; al este con el Golfo de México y el
municipio de Nautla; al sur con los municipios de Nautla, San Rafael, Martinez de la Torre y Papantla; al
oeste con los municipios de Papantla y Gutiérrez Zamora (Figura 2). Ocupa el 0.74 % de la superficie del
estado. Cuenta con 307 localidades y una poblacién total de 24 258 habitantes. El tipo de clima es célido
himedo con abundantes lluvias en verano (98 %) y calido subhiimedo con lluvias en verano (2 %). Es un
lugar donde una parte de la poblacion se dedica a la agricultura, ganaderia, al comercio y otro tanto a la
pesca (INEGI, 2009). Entre las especies capturables en los esteros estan el ostion, la jaiba, la acamaya, y
el pez lagarto, entre otras. En lo que respecta a la pesca riberefia predominan el cangrejo azul, cangrejo
cacerola, cangrejo ermitafio, entre otros, y en cuanto a la pesca marina se encuentran el sébalo, la jaiba de
mar y el Peto (Castillo-Huertero, 2000). De acuerdo con los pescadores, la temporada de pesca deportiva
del Peto en Tecolutla se realiza en el mes de junio. Tecolutla es una importante zona turistica debido su
cercania con el Distrito Federal, sin embargo, es una region para la cual existen escasos estudios en cuanto

a su riqueza faunistica y calidad del sistema.

.
100° 96° 92°

Figura 2. Area de estudio. Municipio de Tecolutla, Veracruz.
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Capitulo 4. Materiales y metodos
Colecta: Se obtuvieron 10 organismos (de extraccion comercial) de la especie Scomberomorus cavalla,

comunmente conocido como Peto (en los meses de mayo y diciembre de 2013 y marzo de 2014).

En campo se registraron los parametros morfometricos y bioldgicos y se realizé la diseccion para obtener
las muestras de higado y muasculo del Peto; dichas actividades se describen con detalle mas adelante.
Determinacion taxonémica de la especie

La determinacion taxonomica de la especie se llevo a cabo con la Guia de Identificacion de especies FAO
en el Laboratorio de Peces de la UAM-I. Los organismos una vez disectados, se preservaron bajo

congelacién y se colocaron en hieleras para que fueran transportados hacia el laboratorio de la UAM-I.

Parametros morfométricos e indice de condicion
A todos los organismos se les midieron la longitud total (cm) y la longitud patrén (cm) con un ictibmetro,

y se obtuvo el peso total (g) mediante una balanza.

Para calcular el indice de condicion (IC), se utiliz6 la relacion entre el peso y longitud total, mediante la

férmula propuesta por Maddock y Burton (1999):

(Pesototal)

IC X100

(Longitud total®)

Los valores referenciales para el IC se establecieron de acuerdo a los intervalos propuestos por Barnabé et
al. (1996), considerados como: <1= peces delgados y alargados; >1= especimenes bien nutridos y 1.4=

hembras preparadas para desovar.
Parametros bioldgicos

Los peces se evaluaron macroscopicamente a través de parametros biolégicos como: presencia de ecto y
endoparasitos, presencia de lo que pudieran ser hongos o bacterias, deformidades en tejido blando, lesiones
aparentes, asi como malos olores. Cada parametro se registrd en un formato estandarizado del area de

Histologia del Laboratorio de Ecotoxicologia denominado “Datos bioldgicos de la muestra” (Anexo 1).

Cada organismo se disecto para obtener el higado y tejido muscular. El higado fue extraido por completo,

obteniendo el peso de cada uno con una balanza marca OHAUS® modelo CT6000-S, mientras que el tejido
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muscular (aproximadamente 300 g) fue tomado del area dorsal de acuerdo a Adams y McMichael, (1999)
y Garcia-Hernandez et al. (2007), ya que es la region usada para consumo humano. Una vez obtenidas las
muestras de interes, se dividieron en dos secciones, una para la cuantificacion de metales y la otra para la

evaluacion de biomarcadores tisular y proteinico (histopatologia e inmunohistoquimica).

Cuantificacién de Hg, Pby Cr

Las muestras de higado y de musculo se colocaron en bolsas de pléstico previamente etiquetadas y se
colocaron congeladas en una hielera para su traslado hacia el laboratrio, posteriormente se preservaron a
una temperatura de 3°C (Método 3052 EPA, 1996) hasta su procesamiento.

Para el analisis de metales se utilizaron 3 muestras de higado y 3 de musculo de organismos diferentes, las
cuales se colocaron en cajas de Petri para su secado en una estufa (marca BLUE M® modelo SW-11TA)
a 60°C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo, el tejido fue macerado y colocado nuevamente en bolsas
de plastico para su resguardo. La cuantificacion de Hg, Pb y Cr se realizO mediante la técnica de
Espectrometria de Masas con Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-MS, por su nombre en inglés
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), marca AGILENT® Serie 7500 del Laboratorio de
Fisicoguimica Marina del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, UNAM. Finalmente se realizd un
analisis estadistico, mediante la prueba ANOVA de una via y t-Student de dos muestras empleando el
programa NCSS & PAS Trial 2001.

Para el analisis de metales se realiz6 un ajuste de las concentraciones registradas ya que estas fueron
determinadas en peso seco, considerando que la humedad relativa en el pescado es de 65-70 % (Primo,
1997). Los valores se reportan en peso humedo para realizar la comparacién con las normas

correspondientes.
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Anadlisis Tisular

Las muestras de higado y musculo obtenidas de los 10 organismos, se colocaron en cassettes histologicos
(en proporciones de 1 cm?) y fueron fijadas con formol amortiguado al 10 %. Transcurrido este tiempo, se
deshidrataron e infiltraron en un procesador automaético de tejidos (marca LEICA® modelo TP1020)
(Anexo 2). Los tejidos se incluyeron en un medio de parafina marca PARAPLAST® de Leica
Microsystems, mediante un centro de inclusion (marca LEICA® modelo EG1140H). Cada submuestra
resultante se corté por duplicado con ayuda del micrétomo (marca MICROM® modelo HM315) a un
grosor de 5 pm. Los cortes histoldgicos se tifieron con Hematoxilina-Eosina por tiempos estandarizados
(Anexo 3). Cada preparacion histologica se observo al microscopio optico (marca CARL ZEISS® Primo
Star) y se tomaron fotomicrografias de la unidad morfofisiologica del higado que incluye paréngquima
formado principalmente por hepatocitos y estroma hepatico y del musculo que incluye las fibras musculares
estriadas, asi como sus nucleos localizados en la periferia de la fibra muscular a diferentes aumentos (10x
y 40x) mediante una camara (marca CANON® modelo Power Shot G10) acoplada al microscopio y a un
ordenador (marca TOSHIBA® modelo Satellite) con el software CANON® Utilities Remote Capture DC
version 3.1.0.5 (2008). Cada fotomicrografia fue editada con el software CARL ZEISS® AxioVision
version 4.8 (2006-2008). Cabe sefialar que los organismos 03 y 04 se emplearon para la estandarizacion de

la técnica histoldgica, por lo cual no se pudieron considerar para el analisis histopatologico y proteinico.

Analisis Histopatoldgico

El andlisis histopatoldgico del higado y musculo, se realizé6 mediante la construccion de una matriz de
prevalencia de lesiones asociadas con disturbios circulatorios, cambios regresivos y progresivos en los
organos estudiados, contabilizando el nimero de lesiones presentes por cada organismo. Posteriormente se
procedi6 a obtener el porcentaje de prevalencia de cada una en los tejidos analizados. Finalmente cada
lesion tisular, se le asoci6 a un Factor de impacto propuesto por Bernet et al. (1999), quien sefiala que un
valor “0” corresponde a la ausencia de lesiones tisulares, “1” a lesiones facilmente reversibles (minima
importancia patoldgica), “2” lesiones reversibles (moderada importancia patologica) y “3” lesiones

generalmente irreversibles (severa importancia patolégica).

Analisis proteinico

El analisis de biomarcadores proteinicos para valorar la presencia de Hsp70 se realiz6 en los organismos
01, 05y 06, los cuales presentaron lesiones con factor de impacto 1, 2 y 3 en higado; y en los organismos

05 y 06 para el analisis del musculo ya que presentaron lesiones con factor de impacto 0.
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El anélisis de Metalotioneinas se llevé a cabo en los organismos 02, 08 y 09 que presentaron lesiones con
factor de impacto 1, 2 y 3 en higado; y en los organismos 01 y 10 con factor de impacto 1 y 0 en el musculo.

Los muestras se procesaron de manera similiar a la técnica histolégica hasta el proceso de inclusion. Los
blogues se cortaron a 5 micras y se colocaron en portaobjetos cargados electroestaticamente (SFH1103,
BIOCARE MEDICAL®) para desparafinar e hidratar hasta agua destilada. A partir de este momento se
realizd la recuperacion de sitios antigénicos con solucion DIVA (recuperador pH 6 DAKO®: K0679), con
una olla de presion (BIOCARE MEDICAL®). Posteriormente se realizaron lavados con solucién
amortiguadora (TBS AUTOWASH BUFFER 40X TWB946L2J, BIOCARE MEDICAL®). Las muestras
se colocaron en una camara de incubacion (HOT BAR HB259-BC, BIOCARE MEDICAL®) y se procedio
a agregar el bloqueador enzimatico (peroxidazed-1-PX968G, BIOCARE MEDICAL®) por 5 minutos, se
realizaron enjuagues con TBS. Pasado este tiempo, se les agregaron a las muestras los anticuerpos primarios
Hsp70 (Heat shock 70KDa Protein 1A, Genetex) y MTs (Mmpl4a+b antibody, Genetex). Se utilizaron
testigos negativos a los cuales no se les colocé el anticuerpo primario. Se adicionaron 150 ul de los
anticuerpos anti-Hsp70 en una dilucion 1:100 y anti-metalotioneinas en una dilucion 1:300, dejandolos en
incubacion por 30 minutos. Se enjuago con buffer TBS nuevamente y se adicionaron 200 pul de anticuerpo
secundario (Mach 4 universal AP-Probe, UP536l, BIOCARE MEDICAL®) por 30 minutos. Se realizaron
lavados con TBS vy se utilizaron 200 pl de reactivo de sistema de deteccion (MACH 4 MR AP-Polymer
MRAP 536L, BIOCARE MEDICAL®) por 30 minutos. Se enjuago con TBS y posteriormente se adiciond
1 ml de reactivo del sistema de revelado (Warp Red Chromogen, WR806CHC, BIOCARE MEDICAL®)
durante 5 minutos, y se realizaron lavados con agua destilada. Se contrastd con hematoxilina regresiva de
Tacha’s (BIOCARE MEDICAL®). El montaje de los tejidos se hizo por medio de xilol-resina 50 %.
Finalmente se realiz6 la observacion de los tejidos al microscopio 6ptico (marca CARL ZEISS® Primo
Star) para localizar la reaccion antigeno-anticuerpo de Hsp70 y MTs en los compartimientos celulares del
higado y masculo del Peto. Se analizaron tres secciones del higado y dos del musculo, analizando un total

de 9 cortes para el higado y 6 para el musculo.

Integracion de resultados

Los resultados obtenidos de la concentracion de metales, los biomarcadores macroscopicos (IC vy
parametros bioldgicos), tisulares (histopatologia asociada a un Factor de impacto) y proteicos (Hsp70 y
MTs) evaluados en el presente trabajo, se resumieron en una tabla de integracion para realizar el diagnostico
de salud del Peto.
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Capitulo 5. Resultados
Determinacién taxonémica de la especie.

Los peces recolectados en Tecolutla, Veracruz presentaron los siguientes caracteres morfoldgicos
distintivos: cuerpo elongado y comprimido dorso-lateralmente, con el hocico mas pequefio que el resto de
la cabeza, parte posterior del maxilar expuesto, llegando a una vertical desde el margen posterior del o0jo;
presenta dos aletas dorsales ligeramente separadas, la primera usualmente con 15 espinas, de 8 a 9 pinulas
dorsales, la linea lateral se curva hacia abajo abruptamente debajo de la segunda aleta dorsal; Presentan un
color negro iridiscente verde azulado con costados plateados (Figura 3). Estos caracteres indicaron que se

trata de la especie Scomberomorus cavalla (Cuvier, 1829) de la Familia Scombridae.

2 aletas dorsales Coloracién
Linea lateral Verde azulado

Hocico

L |

Cuerpo elongado y comprimido dorso-lateralmente
Figura 3. Caracteres distintivos de la especie Scomberomorus cavalla.
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Parametros morfométricos e indice de condicion

Los peces S. cavalla, presentaron promedios de 82.6 cm de longitud y 3400 g de peso (Tabla 2). El resultado
del indice de condicion (IC) evidencié un promedio de 0.6, el cual corresponde a organismos “delgados y
alargados” de acuerdo a los intervalos establecidos por Barnabé et al. (1996) como se observa en la Tabla
2.

Tabla 2. Parametros morfométricos e indice de condicion de los organismos colectados.

Parametro Longitud total Peso total IC
(cm) (9n)

Promedio 82.6 3400 0.6

Desviacion 5.57 492.18 0.06

estandar

Barnabé et al. (1996): <1=peces delgados y alargados;
>1= especimenes bien nutridos y 1.4= hembras

preparadas para desovar).

Parédmetros bioldgicos

El 90% de los organismos no mostré ninguna lesién aparente, hongos o bacterias, deformidades en tejido
blando, malos olores o ectoparasitos, mientras que el 10 % registré la presencia de endoparasitos en higado

y gbénada.

Concentracion de Hg, Pb y Cr en higado y musculo.

El andlisis de metales en el higado y musculo, indic6 presencia de mercurio y cromo, el plomo no fue

detectado en el analisis.

En el higado de los 3 ejemplares analizados, se registraron concentraciones de Hg en cada uno de 0.81, 1.13
y 1.6 mg/Kg (peso himedo) en los organismos denominados como 08, 10 y 09. En el musculo las
concentraciones fueron de 0.67, 0.71 y 1.38 mg/Kg (peso humedo) en los organismos 10, 08 y 09,
respectivamente. El organismo 09 presentd mayor concentracién de Hg tanto en el higado como en el
musculo (Figura 4), sin embargo no se observo diferencia significativa entre las concentraciones registradas

de Hg en higado y en musculo (P=0.37).

Las concentraciones de plomo se encontraron por debajo del nivel de deteccién del equipo (0.01 mg/Kg)
para higado y musculo; por lo cual, las concentraciones registradas en ambos tejidos se encontraron por

debajo de los valores referenciales de Pb para el consumo de pescado de acuerdo con La FAO (Food and
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Agriculture Organization) que establece 0.2 mg/Kg de peso humedo, la UE (Unién Europea) 0.3 mg/Kg
(peso humedo) y 1.0 mg/Kg de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-SSA1-027 (NOM-SSA1-027-
1993).

Los valores registrados de Cr en el higado de los 3 ejemplares analizados fueron de 0.41, 0.45 y 0.53 mg/kg
(peso humedo) de los organismos 08, 10 y 09 respectivamente. En el mdsculo se registraron
concentraciones de 0.46, 0.47 y 0.49 mg/Kg (peso humedo) en los organismos 09, 08 y 10 respectivamente.
La concentracion mas alta de Cr se registrd en el higado del organismo 09, como en el caso del Hg; sin
embargo, la concentracion mas alta registrada en el musculo, correspondi6 al organismo 10 (Figura 4). No
se observaron diferencias significativas entre las concentraciones registradas de Cr en higado y en musculo
(P=0.37).

Concentracion de Hg en higado Concentracion de Hg en musculo

>

5 1.00 5 1.00
S 2 2
£ 0.80 ® Higado £ om0 Mdusculo
g 060 g 060
g o040 § 040

020 0.20

0.00 0.00

08 09 10

08 09 10
Organismos Organismos

Concentracion de Cr en higado Concentracién de Cr en musculo
1.00 1.00

0.90 0.90
= 5080
5080 B
'50.70 3070
< 060 %0
S 050

% 0.40 m Higado % 0.40 Musculo
§ 0.30 Lg) 0.30
S o020 S 020

0.10 I 0.10

0.00 - - - 0.00

08 09 10
Organismos

Figura 4. Concentracion de Hg y Cr en higado y masculo por organismo.

Organismos

La concentracion de los metales analizados (Hg, Pb y Cr) se muestra en la Tabla 3 donde también se
aprecian los valores de referencia establecidos en la legislacion nacional e internacional para consumo de
peces. La concentracion de Hg en tejido muscular rebaso los valores de referencia para el consumo de carne
de pescado de acuerdo con la UE (Union Europea) que establece como limite 0.5 mg/Kg de mercurio total,
mientras que la FDA (Food and Drug Administration) y la Norma Oficial Mexicana NOM-SSA1-027
(NOM-SSA1-027-1993) establecen 1.0 mg/Kg. Los valores registrados en el musculo de S. cavalla se
encontraron también arriba de estos limites. Con respecto al higado no existen normas publicadas
especificamente para este 6rgano, las concentraciones registradas (Tabla 3) para ambos tipos de tejido se
encontraron dentro del mismo orden de magnitud (en el higado 1.19 y en el masculo 0.92 mg/Kg de Hg de
peso humedo), sin diferencia significativa entre los contenidos de Hg (t= 0.8098; P= 0.46).
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En el caso del Cr, la FAO (Food and Agriculture Organization) y la FDA establecen 1.0 mg/kg como el

valor de referencia. Los resultados obtenidos en este trabajo indican que no se rebasaron los limites

aceptables de Cr establecidos por la legislacion mencionada. La concentraciones promedio registradas en

el higado fueron de 0.46 mg/Kg (peso humedo) y en el musculo de 0.45 mg/Kg (peso humedo), estas

concentraciones tampoco mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tejidos analizados

(t=-0.2850; P=0.79). La Tabla 3 y Figura 5 muestran el anélisis comparativo de los metales analizados en

higado y musculo.

Tabla 3. Concentracion de Hg, Pb y Cr en higado y musculo de S. cavalla.

Tejido No. organismo Concentracion (mg/Kg peso humedo)
Hg Pb Cr
Higado 08 0.81 <0.003 0.41
09 1.6 <0.003 0.53
10 1.13 <0.003 0.45
Promedio 1.19+£0.39 NA 0.46 £ 0.06
Musculo 08 0.71 <0.003 0.47
09 1.38 <0.003 0.46
10 0.67 <0.003 0.49
Promedio 0.92 £0.39 NA 0.45 £+ 0.01
FAO (Food and Agriculture Organization) NE 0.2 1.00
UE (Uni6n Europea) 0.5 0.3 NE
FDA (Food and Drug Administration) 1.0 NE 1.00
NOM-SSA1-027 (Norma Oficial Mexicana) 1.0 1.0 NE
Estadistica t=0.8098 t=-0.2850
P=0.46 P=0.79
Promedio = D.E

NA=NO APLICA
NE=NO EXISTE
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Figura 5. Concentraciones promedio de metales en higado y musculo de S. cavalla.
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Analisis tisular

Este andlisis integro la observacion de 75 cortes seriados de higado y 129 de mdsculo tefiidos con

Hematoxilina-Eosina.
La descripcion de los tejidos en condiciones normales se presenta a continuacion.
Descripcion tisular del higado.

Histologicamente, en la unidad morfoldgica del higado se observé parénquima hepético y estroma. El
parénquima estuvo formado principalmente por hepatocitos de forma poliédrica con un nicleo redondo
central y su nucléolo caracteristico (Figura 6: A); mientras que el estroma present6 tejido conectivo laxo,
el cual sostiene al parénquima; también se observaron vasos sanguineos formados por una pared interna de
células endoteliales con eritrocitos nucleados (Figura 6: B). Esta composicion se asocia con la funcién de

biotransformacion, desintoxicacion e irrigacion sanguinea del érgano.

“3.'.

Figura 6. Aspecto tisular del higado. En A, se observan hepatocitos de forma poliédrica (1) con su
nucleo central caracteristico (flechas) y la disposicién de los hepatocitos hacia la vena fue evidente;
en B, un vaso sanguineo en el centro (2) con eritrocitos en su interior (flecha). Tinciéon H-E.

Descripcion tisular del musculo.

La seccidn tisular de la linea lateral del musculo incluye la parte mas expuesta, es decir la piel, la cual esta
compuesta por dos capas principales: epidermis y dermis. En los cortes histol6gicos con piel, fue posible
diferenciar las capas que conforman la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura 7: A y B). Dentro de
la dermis se observaron células de pigmento de color obscuro alineadas uniformemente llamadas
melandforos (Figura 7: A 'y B). El didametro de las células de pigmento vari6 entre 20.5 y 29.4 um (Figura
7: B). En el musculo, es caracteristica la presencia de fibras musculares con estriacion cruzada y varios

nucleos ovoides localizados en la periferia de la fibra muscular (Figura 8: A), mientras que en un corte
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transversal se observaron paquetes musculares de forma triangular, hexagonal o como poligonos irregulares
con sus nucleos ovoides periféricos y rodeados por tejido conectivo (Figura 8: B). Dentro del tejido
conectivo se observo la presencia de vasos (Figura 8: C y D), los cuales permiten la irrigacién sanguinea
del érgano. También fue posible observar los espacios intercelulares del tejido conectivo (Figura 8: D). La

estructura tipica del musculo (fibras musculares estriadas) esta relacionada con la actividad locomotora en
los peces.

A

Figura 7. Composiciéﬁ tisular de la seccion muscular del pez S. cavalla. En A, se dintinguen la
epidermis (1), la dermis (2) con células de pigmento (flecha), fibras y paquetes musculares en seccion
longitudinal y transversal respectivamente (3 y 4); en B, acercamiento de las capas de la piel,

epidermis (1), dermis (2) con las células de pigmento (flecha) y fibras musculares longitudinales (3).
Tincién: H-E.
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Figura 8. Disposicion de las fibras y paquetes musculares en S. cavalla. En A, se observan fibras
musculares (1) en seccion longitudinal con nucleos ovoides periféricos (2) asi como estriaciones
caracteristicas (flecha) y un conducto sanguineo con eritrocitos nucleados (3); en B, en una seccion
transversal se observan paquetes musculares (2) con nuacleos ovoides periféricos (flechas). Se
observan en C, los paquetes musculares (1) y la presencia de vasos sanguineos (3) inmersos en tejido

conectivo (2); en D, acercamiento de un vaso sanguineo (1) y tejido conectivo (2).Tincién H-E.

Yo' = A
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Anélisis histopatoldgico del higado y musculo

Un total de 8 ejemplares presentd lesiones, estos representan el 80% de los ejemplares analizados. Las

lesiones se apreciaron en ambos tejidos.

Las lesiones observadas en el higado fueron de diferente indole; el parénquima hepatico mostro
inflamaciones focales (Figura 9: A), infiltracién de eritrocitos en el estroma hepatico (Figura 9: B) y
granulomas derivados de tejido conectivo (Figura 9: C y D). También se observaron centros
melanomacréfagos de color pardo asociados a los conductos sanguineos (Figura 10: A), vasos congestivos
(Figura 10: B), secreciones eosindfilas (Figura 10: C) y hepatocitos vacuolados (Figura 10: D). Estas
respuestas tisulares se asocian con mecanismos de proteccion (inflamacion, secreciones eosinofilas),
disturbios del sistema circulatorio (vasos congestivos e infiltraciones) y con mecanismos inmunolégicos
(granulomas y centros melanomacrofagos). De manera anéloga, el andlisis histopatologico del musculo,
registré lesiones circulatorias como vasos sanguineos congestivos, donde se observaron eritrocitos

nucleados y ovalados (Figura 11: Ay B).

Figura 9. Lesiones hepaticas relacionadas con el sistema circulatorio, inflamaciones, centros
melanomacrdéfagos y granulomas. En A, se observa una inflamacion focal (3) asi como algunos
eritrocitos nucleados (flechas); en B, es posible observar un centro melanomacréfago (4) e infiltracion
en el estroma (flechas); en C y D, se observan granulomas (5). Tincion H-E.
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Figura 10. Lesiones histopatoldgicas en la unidad morfoldgica del higado. En A, se aprecia un centro
melanomacraéfago en el estroma (1); en B, se observa una zona congestiva (2) considerable; en C, es
posible observar secresiones eosinofilas (flechas) asi como atrofia de algunos hepatocitos (3); en D,
hepatocitos vacuolados (flecha). Tincion H-E.

Figura 11. Aspecto
de un vaso sanguineo congestivo (1 y 2) con eritrocitos nucleados (flecha). Tincion: H-E.




Matriz de prevalencia o evidencias tisulares

El 80 % de los organismos analizados presentaron alteraciones circulatorias como &reas congestivas e
infiltracion de eritrocitos (Figura 12: A). Un porcentaje del 20 % presentd lesiones reversibles como
hepatocitos vacuolados y atrofia (Figura 12: B). Lesiones de tipo progresivas fueron registradas en mas del

40% de los organismos (secreciones eosinofilas, inflamaciones, centros melanomacrofagos y granulomas

(Figura 12: C).

En el masculo, solo se observaron vasos congestivos con una prevalencia del 20 % en los organismos

analizados y no se observaron lesiones de tipo reversibles o progresivas. Lo cual indica una mejor condicion

en este tejido.
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Figura 12. Porcentaje de organismos que presentan lesiones de tipo circulatorio, regresivo

progresivo en higado.
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Las diferentes respuestas bioldgicas fueron asociadas con el Factor de impacto. El analisis de prevalencia
de lesiones asociadas a disturbios circulatorios, cambios regresivos y progresivos en el higado se resume
en la Tabla 4, donde se muestra la matriz integrada con los ocho organismos analizados con el Factor de
impacto correspondiente. En términos generales, se puede observar que los organismos presentaron lesiones
tisulares cuyo Factor de impacto fluctu6 entre 1 y 3 (minima, moderada y severa importancia patolégica
respectivamente). De acuerdo con esta escala, el organismo que presentdé mayor frecuencia de alteraciones
tisulares fue el organismo nimero 2 con 7 lesiones (con Factor de impacto 1, 2 y 3), y los organismos que
presentaron menor frecuencia de alteraciones fueron el 08 y 09 con 4 lesiones (con factor de impacto 1, 2
y 3), mismos que registraron concentraciones elevadas de Hg. El resto de los organismos present6
frecuencia de alteraciones similares (6 lesiones). EI musculo presentd lesiones asociadas a disturbios
circulatorios con un factor de impacto 1 (minima importancia). Cabe resaltar que en todos los ejemplares
analizados se presentd la congestion, la infiltracion, las secreciones eosinofilas asi como los centros

melanomacrdéfagos.

Tabla 4. Matriz de prevalencia de lesiones asociada al factor de impacto en el higado de los
organismos analizados.

Organismos analizados 1 2 ) 6 7 8 9 10
Disturbios circulatorios

1) Congestion 1 1 1 1 1 1 1 1

2) Hemorragia 0 0 0 0

3) Infiltracion 2 2 2 2 2 2 2 2
Cambios regresivos

4) Atrofia de hepatocitos 0 2 2 0 0 0 0 0

5) Hepatocitos vacuolados 1 0 0 0 1 0 0 0

Cambios progresivos
6) Secreciones eosindfilas
7) Inflamacion
8) Esteatosis hepatica
9) Autdlisis
10) Centros melanomacrofagos
11) Granuloma
12) Necrosis
13) Tumores
Prevalencia de lesiones por
organismo

O O OO WOON -~
N OONWOON -
D OO N WOOO -~
O O ONWOON -~
O O OO WOON -~
D OO O WOoOOoOOo -~
A OO O WOOO -~
A OO N WOON -~

Donde:

0 = se asocio a la ausencia de lesiones tisulares,

1 = lesiones facilmente reversibles (minima importancia patolégica),

2 = lesiones reversibles (moderada importancia patoldgica),

3 = lesiones generalmente irreversibles (severa importancia patoldgica)
(Escala propuesta por Bernet et al., 1999).
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Biomarcadores proteinicos mediante inmunohistoquimica

Hsp70

Se observo la presencia de proteinas Hsp70 en el citoplasma de los hepatocitos de un ejemplar denominado
06, el cual mostro alteraciones reversibles y progresivas con un Factor de impacto entre 1 y 3; a pesar que
los 3 organismos analizados presentaban prevalencia de lesiones similares en el higado; En el musculo no
se inmunodetectaron las proteinas Hsp70 en los dos organismos analizados (Tabla 5). En la Figura 13 se
muestran los resultados inmunohistoquimicos con el anticuerpo Hsp70 para el higado (B y C) y para el

musculo (D).

Tabla 5. Reaccion de los anticuerpos Hsp70 y Metalotioneinas en diferentes organismos.

Tejido No. de organismo analizado Anticuerpo Inmunodeteccion
Higado 01,05y 06 Hsp70 POSITIVA
Mdasculo 05y 06 Hsp70 NEGATIVA
Higado 02,08y 09 MTs NEGATIVA
Musculo 01y 10 MTs NEGATIVA

Figura 13. Localizacion de proteinas Hsp70 en secciones del higado (organismo 06) y musculo de S.
cavalla. En A, se observa el testigo negativo; en B y C, la presencia de proteinas Hsp70 es evidente
por la reaccion que se visualiza en rojo en el citoplasma de los hepatocitos (flechas); en D, no se
observo la reaccion en el tejido muscular.
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Metalotioneinas

La inmunodeteccion con el anticuerpo Metalotioneinas fue negativa en los 3 ejemplares analizados para
higado y en los 2 para musculo (Tabla 5), mismos que presentaron alteraciones con factor de impacto de 1

a 3, es decir, lesiones que eventualmente pueden progresar (Figura 14: By C).

Figura 14. Localizacion de Metalotioneinas en higado y muasculo de S. cavalla. En A, se observa el
testigo negativo; en B y C, no se observd la presencia de proteinas MTs en higado y musculo,
respectivamente.
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Integracion de resultados

Las concentraciones de Hg y Cr, la prevalencia de lesiones tisulares asociadas con un factor de importancia
1, 2 y 3y la presencia de proteinas Hsp70, sugieren que la salud de S. cavalla esta comprometida (Tabla

6). Con respecto a los tejidos estudiados, el higado presentd mas evidencias de alteraciones.

Las respuestas de los biomarcadores analizados, es decir el bajo indice de condicién, la presencia de
mercurio en los tejidos el cual rebasé los limites de referencia, la prevalencia de lesiones tisulares en el
higado tanto reversibles como progresivas y la presencia de proteinas de estrés (Hsp70) en el higado,

sugieren que los organismos se encuentran sujetos a estrés ambiental.

Tabla 6. Integracion de los biomarcadores para el diagndstico de salud en S. cavalla.

Organismo

Biomarcadores
Indice de condicion

Hongos
Bacterias

Pardsitos

Pb

Cr

Hg

Histopatologia (Factor de impacto)

Hip0

Metalotioneinas

Factor de impacto:

Medio
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Discusion
Se colectaron 10 organismos en total, de acuerdo con la recomendacion de Padros (2005), quien indica que
5 especimenes de tallas entre 100-150 g son estadisticamente significativos en un analisis de salud.

Los caracteres morfologicos distintivos observados en S. cavalla tales como cuerpo elongado y comprimido
dorso-lateralmente, hocico més pequefio que el resto de la cabeza con la parte posterior del maxilar
expuesto, dos aletas dorsales, una linea lateral curvada abruptamente hacia abajo a partir de la segunda aleta
dorsal y un color negro iridiscente verde azulado con costados plateados, han sido reportados como

caracteres distintivos de esta especie (Collette & Nauen, 1983).

Las tallas y pesos promedio obtenidos (82.6 cm y 3400 g) se encuentran dentro del intervalo reportado para
organismos adultos y de tallas comerciales de esta especie, con una longitud de 70 cm y un peso de 3300 g
(Collette & Nauen, 1983). Las relaciones longitud-peso son utilizadas con frecuencia para modelar las
tendencias de la biomasa basados en la talla y son ampliamente usadas en el manejo de poblaciones de
importancia econémica (Treer et al., 2008; Agboola & Anetekhai, 2008).

El indice de condicién (IC) es utilizado para comparar la condicion o bienestar de un pez o poblacion
(Froese, 2006), ya que establece la relacion entre el peso y la longitud. Los organismos analizados en este
estudio presentaron un IC de 0.6, lo que representa una baja condicion, a pesar de tener valores cercanos a
los indicados para talla comercial. De acuerdo a lo propuesto por Barnabé et al. (1996), organismos con
valores mayores a 1.2 corresponden a especimenes bien nutridos, e incluso valores de 1.4 se registran en
hembras preparadas para desovar. Los valores obtenidos en el presente estudio indican que los organismos
analizados no se encontraban en condiciones Optimas. Costopoulos & Fonds (1989), sefialan que el IC,
también constituye una medida de las reservas de energia relacionadas a condiciones ambientales, estados
de madurez, alimentacion o efectos parasitarios. Esto indicaria que los ejemplares podrian estar sometidos

a una 0 mas caracteristicas mencionadas previamente.

Los parametros bioldgicos tales como presencia de hongos, de deformidades o lesiones aparentes en el
tejido blando, malos olores y parasitos no se observo en el 90% de los organismos procesados. Sin embargo,
el 10 % present6 endoparasitos en el higado a pesar que este ejemplar registr6 menor frecuencia de
alteraciones. La presencia parasitos, hongos o bacterias son un indicador macroscopico que permite evaluar
el estado de salud de los peces, ya que al estar presentes pueden desencadenar enfermedades que ocasionan

lesiones reversibles, o incluso afectan funciones vitales que causan la muerte (Feist & Longshaw, 2008).

Las concentraciones de Hg, Pb y Cr en higado y muasculo registradas en este estudio, proveen informacion

valiosa debido a que hasta el momento no existe ningun reporte sobre las concentraciones de los metales

35



antes mencionados para la especie Scomberomorus cavalla colectada en Tecolutla, Veracruz. De esta
manera, el presente estudio tiene relevacia al dar a conocer que las concentraciones de metales registradas
superan los valores aceptables para su consumo. Lo cual debe ser considerado respecto a las condiciones
en las que se desarrollan estos organismos en Tecolutla, ya que puede afectar el bienestar de los mismos.
Este reporte permitira proporcionar elementos Utiles para evitar riesgos a la salud de los consumidores.

Las concentraciones registradas de Hg en higado y musculo en este estudio, rebasaron o estuvieron cercanos
a los valores de referencia establecidos en la legislacién ambiental para el consumo de cane de pescado.
Cai (2005) y Adams & McMichael (2007) realizaron estudios sobre la concentracion de Hg en el Peto (S.
cavalla) en la zona noroeste del Golfo de México. Ellos encontraron concentraciones promedio de Hg en
el musculo de 0.78 y 0.94 mg/Kg. Si bien estas concentraciones no rebasaron los limites, se encontraron
cercanos a ellos como lo observado en el presente estudio. Por otro lado, se han determinado
concentraciones mayores de este elemento en la misma especie en el sureste de Estados Unidos, donde
Kuklyte (2012), registrd una concentracion promedio de 1.04 mg/Kg de Hg en musculo. Valor que rebasa
el limite maximo permitido por la normatividad vigente en México. Esta concentracion es similar a las

registradas en el presente estudio.

En el mismo trabajo se encontrd que la concentracion de plomo en higado y musculo de S. cavalla fue
menor al limite de deteccidn del aparato utilizado, lo que significa que no representa un riesgo para la salud
humana, ya que las concentraciones se encontraron por debajo de los valores de referencia establecidos por
la FAO de 0.20 mg Pb/Kg de peso humedo en el musculo de pescado. Este resultado difiere de los que han
obtenido algunos autores en especies marinas colectadas en el Norte del Golfo de México (Feldhausen &
Johnson, 1983; Hanson, 1997; Vazquez et al., 2001), quienes indican que los niveles de Pb en el muasculo
de peces estuvieron por debajo de 10 mg/kg. En contraste, Ploetz et al. (2007) reportaron niveles inferiores
de Pb y otros metales en higado y musculo de Scomberomorus cavalla colectados en Alabama, encontrando

una concentracion menor de Pb en higado (1 mg/Kg) que en el masculo (1.8 mg/Kg).

La concentracion promedio de Cr en el higado y masculo del Peto (0.46 y 0.45 mg/Kg de peso himedo
respectivamente) estuvieron por debajo de lo que establece la FDA y la FAO (1 mg/kg). Aunque el Cr
puede eliminarse en las heces y la orina, también puede llegar a bioacumularse y causar algunos dafios en
el ser humano tales como cuadros gastrointestinales agudos (Galvdo & Corey, 1987), sin embargo los
efectos agudos méas importantes de la ingestion de dosis altas de Cr hexavalente son las lesiones renales, en
glomérulos y tubulos (Moreno, 2003). La dosis mortal de Cr para el ser humano es de 6- 8g/Kg/d, sin
embargo, en México no existe una norma que regule los niveles permisibles de este metal en la biota a pesar

del dafio que este puede generar, lo cual es preocupante por las concentraciones observadas en especies de
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consumo como es el Peto.

Las concentraciones de Hg y Cr en higado y madsculo de S. cavalla, no mostraron diferencias significativas.
Sin embargo, las concentraciones de estos metales a menudo son mas altas en el higado que en el musculo
(Canli et al., 2001; Romeo et al., 1999; Zauke et al., 1999; Zhang & Schlenk 1995).

La descripcion tisular del higado mostré el parénquima hepatico compuesto primordialmente por
hepatocitos poligonales tipicamente con un prominente nacleo esférico central, contenido dentro de una
delgada cépsula de tejido fibroconectivo y vasos sanguineos formados por células endoteliales, que forman
el componente estructural del higado, asi como células endoteliales, células de almacenamiento de grasa,
células mesoteliales (serosa) y fibroblastos, lo cual coincide con la descripcion tisular caracteristica
reportada por otros autores (Genten et al., 2009; Mumford et al., 2007; Takashima & Hibiya, 1995). Esta
estructura bajo condiciones normales permite llevar a cabo sus principales funciones tales como: la
asimilacion, el almacén vy redistribucién de nutrientes, la produccion de bilis, el mantenimiento de la

homoestasis metabdlica del cuerpo y la desintoxicacion (Genten et al., 2009).

La organizacion tisular del muasculo de los peces, esta conformada por unidades largas llamadas fibras
musculares (también llamadas miocitos) rodeadas por tejido conectivo y compuestas principalmente de
sarcoplasma (0 citoplasma), miofibrillas, nucleo y sarcolema (6 membrana plasmatica). En los cortes
histolégicos con piel fue posible diferenciar las dos capas principales que la conforman (epidermis y
dermis), que son reportadas en la mayoria de peces teledstos (Berraa & Humphrey 2002; Bonilla-Lizarazo
et al., 2008). En la dermis se observaron células de pigmento alineadas uniformememente como lo
reportaron Bonilla-Lizarazo et al. (2008), las cuales proporcionan coloracion y proteccién a los peces
(Elliott, 2000; Le Guellec, 2004). Sin embargo, éstas células no habian sido reportadas en S. cavalla y no
se descarta que puedan tener relacion con el estrés ambiental debido a su funcién protectora. En seccién
longitudinal, se observaron fibras musculares con su caracteristica estriacién cruzada y nucleos ovoides
localizados en la periferia de la fibra muscular, tal y como lo describen Genten et al (2009) y Takashima &
Hibiya (1995). Las fibras musculares de estriacion cruzada corresponden a la estructura tipica y sirven para
proveer el movimiento en los peces (Genten et al., 2009). En secciones transversales fue posible observar
paquetes musculares de forma triangular, hexagonal o como poligonos irregulares con sus nicleos ovoides
periféricos y rodeados por tejido conectivo con espacios intercelulares, lo cual indica presencia de células
de los adipocitos que conforman el tejido conectivo (Genten et al., 2009), ademas de contener entre los

espacios de los miocitos individuales tejido conectivo, el cual contiene capilares.

Las principales alteraciones tisulares que se observaron en los 6rganos analizados fueron: infiltraciones,

congestion en los conductos sanguineos, inflamaciones focales en el parénquima hepético, centros
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melanomacrofagos, granulomas, secreciones eosindfilas y en menor proporcion, algunos hepatocitos
vacuolados, asi como atrofia focal de hepatocitos, las cuales han sido descritas por diversos autores como
lesiones patoldgicas en los tejidos (Takashima & Hibiya, 1995; Mumford et al., 2007). Algunas alteraciones
histol6gicas observadas en el higado, también han sido reportadas en especies de peces desarrolladas en
medios impactados por aguas residuales. Entre las lesiones reportadas destacan la degeneracion vacuolar
en los hepatocitos, las &reas focales de necrosis y fibrosis, las agregaciones de células inflamatorias entre
los hepatocitos, la dilatacion y congestion en los sinusoides sanguineos y la formacién de trombosis en las

venas centrales (Mohamed, 2009).

Las alteraciones relacionadas con el sistema circulatorio, como los vasos congestivos (80 %), se ha
reportado que se deben a una reduccion del flujo sanguineo venoso de salida vascular debido a eventos no
inflamatorios, tales como insuficiencia cardiaca, o constriccion u obstruccién del flujo de salida vascular
debido a torsiones de tejidos, tumores, u otros eventos de compresion como lo describen Mumford et al

(2007). En este rabajo no hubo evidencia de eventos no inflamatorios.

Otro proceso patoldgico de importancia en el higado de los peces lo constituye la inflamacion, la cual se
observa en el 50 % de los organismos analizados. El propdsito de la respuesta inflamatoria es diluir, aislar
y destruir el agente perjudicial para facilitar la curacion y la reparacion (Mumford et al., 2007). Algunos
protozoos, metazoos, agentes bacterianos y micaéticos han sido reportados como agentes responsables de
procesos inflamatorios (Ferguson, 1989); sin embargo, para este estudio no se realizd el anélisis
correspondiente para la identificacion de los agentes que provocan esta respuesta. Los centros
melanomacrofagos (CMMs) observados en el higado de los peces, tuvieron una incidencia del 80 %. Estos
se han reportado principalmente en érganos como el bazo, rifion, higado, gbnadas, tiroides y atn en el timo
(Ferguson, 2006). Los CMMs estan constituidos por macréfagos, células reticulares, linfocitos y células
plasmaéticas; reciben ese nombre porque dentro de los macréfagos se producen y almacenan pigmentos
como la lipofucina, melanina, la hemosiderina, entre otros (Dalmo et al., 1997; Agius & Roberts, 2003;
Ferguson, 2006). Los CMMs son producto de una respuesta inmunoldgica ante algun estresor ambiental
como los metales pesados, 0 en respuesta a infecciones por bacterias intracelulares resistentes a la
fagocitosis como Streptococcus, Mycobacterias, Renibacterias y Myxobolus sp., o por nodavirus, donde los
CMMs aumentan en nimero y sus macréfagos atrapan grandes cantidades de antigeno o de bacterias
completas y en su interior también aumenta la cantidad de pigmentos; sin embargo, la funcion de los CMMs
en respuesta a la infeccion es todavia especulativo (Agius & Roberts, 2003; Ferguson, 2006; Hernandez et
al., 2008). En este trabajo la alta prevalencia de CMMs se asoci6 con la presencia de Hg y Cr registrados
en el higado.

38



La respuesta inflamatoria esta asociada con los granulomas, los cuales estan constituidos esencialmente por
macrofagos y se caracterizan por formaciones nodulares circulares (acumulacion focal de macréfagos) que
se presentan cuando existen procesos inflamatorios cronicos (Klatt, 2006). Por lo tanto, la presencia de
granulomas en el higado de S. cavalla a pesar de tener una incidencia del 40 %, es una respuesta importante
a considerar debido al efecto cronico que esta representa, porque implica indirectamente la respuesta de los

organismos ante condiciones de estrés en el ambiente en que se desarrollan.

Paralelamante a los dos factores anteriores debe enfatizarse que las secreciones eosinéfilas también se
registraron en el 80 % de los organismos. Aungue no es clara su funcién, las secreciones eosindéfilas se
reportan como una segregacion de productos quimicos que tienen afinidad a la eosina; estas respuestas se
han considerado como indicativas de que el organismo genera medidas de proteccidn ante algun agente
estresor (Sander, 1990), como es el caso de la exposicidn a pesticidas en machos juveniles de tilapia, donde
observaron cambios vacuolares, inclusiones eosindfilas en el citoplasma de los hepatocitos, congestion
sinusoidal e infiltracién de células granulares eosinofilicas asociadas principalmente a grandes vasos

portales y alteraciones nucleares (Chaparro et al., 2013).

En las muestras de tejido muscular solo se observaron vasos congestivos. Sin embargo, se han reportado
otras patologias en el tejido muscular de los peces tales como: necrosis, presencia de hemorragias y edemas,
inflamacion, granulomas en el tejido conectivo y muscular, mineralizacion, presencia de pigmentos, atrofia
muscular y neoplasia, entre otras (Mumford et al., 2007). De Oliveira et al. (2008) observaron cambios
histopatol6gicos y ultraestructurales en el musculo de algunos peces por el efecto del metilmercurio,
notando una disminucion de la superficie inter-paquete, mitocondrias con formas y tamarfios variables, y
desorganizacion de crestas. Asimismo, Mohamed (2009), registré algunas alteraciones histoldgicas en el
musculo de Tilapia zillii y Solea vulgaris, como la degeneracion en fasciculos musculares con areas focales
de necrosis, la atrofia de los haces musculares y edema entre los haces musculares por efecto de aguas
residuales. La estructura morfo-fisioldgica del mdsculo analizada en el presente trabajo indica que a pesar
de las lesiones encontradas en higado asi como las concentraciones de metales registradas en ambos
organos, no se han registrado efectos sobresalientes en el tejido muscular, el cual forma la parte comestible

de estos animales.

Las Hsp70 forman parte de una respuesta inmunoldgica que se dispara en presencia de factores de estrés
tales como calor o sustancias quimicas (Hoekstra et al., 1998). La inmunolocalizacion de Hsp70 en el
citoplasma de los hepatocitos, ha sido reportada por varios autores, ante la presencia de metales pesados

(Rajeshkumar et al., 2013; Liu, 2012), por lo cual, no se descarta la posibilidad de que éstas proteinas
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pudieran asociarse a la presencia de Hg y Cr en el higado del Peto.

Las MTs se unen a metales como Hg, Cu, Cd y Zn. Algunos autores indican que pueden representar cierta
defensa en peces y otros vertebrados ante la presencia de metales no vinculados al metabolismo. Dado que
en el higado se transforman muchos tdxicos, es frecuente que en este 6rgano se acumulen niveles més altos
de metales a diferencia de otros 6rganos (Atli & Canli 2003; De Smet et al., 2001; Roesijadi, 1992). Los
resultados obtenidos con el anticuerpo MTs, fueron negativos para higado y musculo. Sin embargo, en otros
trabajos se ha determinado la expresion de Metalotioneinas en el higado de peces comerciales asociado a
la presencia de metales como Cd, Pb, Hg, Cr, Fe, Cuy Zn (Amaral et al., 2002; Fernandez et al., 2008),
de esta manera se ha considerado a las Metalotioneinas como un buen biomarcador de la exposicion a
metales. Los resultados negativos con el anticuerpo MTs en ambos tejidos, e incluso la ausencia de Hsp70

en el musculo, deberan investigarse mas profundamente.
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Conclusiones
Los aspectos taxonomicos y morfométricos permitieron caracterizar a la especie S. cavalla.

El indice de condicion reflejé valores bajos en los organismos colectados en Tecolutla, Veracruz, lo que

sugiere un mal estado nutritivo.

Las concentraciones de Hg registradas en higado y madsculo de S. cavalla superaron los valores sugeridos
para el consumo de carne de pescado, mientras que las concentraciones de Cr fueron inferiores a los valores

de referencia. El Pb no fue detectado.

Las alteraciones tisulares no fueron observadas en el musculo, en tanto que en el higado se observo vasos
congestivos, infiltraciones, inflamaciones focales, secreciones eosindéfilas, centros melanomacréfagos y

granulomas, lo cual sugiere que el higado presenta mas alteraciones que el masculo.

La prevalencia de lesiones tisulares fue diferente en el higado con respecto al mdsculo. El tejido muscular
no estd comprometido al conservar su integridad morfolégica y fisiologica, en cambio la prevalencia de

lesiones en el higado indican que este 6rgano puede perder su integridad morfoldgica y fisioldgica.

Las alteraciones observadas presentaron un factor de impacto entre 1 y 3 (minima, moderada y severa
importancia patologica) lo cual implica que si las condiciones de desarrollo no mejoran su salud puede

seguir comprometida.

Las proteinas Hsp70 fueron detectadas en el citoplasma de los hepatocitos del higado lo cual sugiere que

los mecanismos bioguimicos estan activos. En el muasculo no se detectaron las Hsp70.
Las Metalotioneinas no fueron inmunodetectadas en higado y musculo.

Los biomarcadores empleados en este trabajo, permitieron evaluar el estado de salud de S. cavalla
desarrollada en Tecolutla, Veracruz, revelando comprometida su salud.

Las respuestas bioldgicas sugieren que los organismos estan sujetos a estrés ambiental.
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Recomendaciones

Es fundamental continuar el monitoreo ambiental en la zona de Tecolutla, Ver. para garantizar la salud de
los consumidores y tomar las medidas precautorias en el consumo de Peto debido a la presencia de mercurio

registrada en sus tejidos.

Se recomienda el uso de biomarcadores tisulares y bioquimicos para las futuras evaluaciones
ecotoxicoldgicas; asi como el monitoreo de metales en organismos de importancia comercial que son

depredadores tope.
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AnNexos

Anexo 1. Formato utilizado para recabar los datos bioldgicos de las muestras recolectadas.
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Anexo 2. Secuencia de deshidratacion, infiltracion y aclaramiento para muestras de higado y
musculo.

Procesamiento de Deshidratacion, Infiltracion y Aclaramiento

Aleohol 70 %, 1 hora

L

Alcohol 80 %, 1 hora

Z
Alcohol 20 %, 1 hora

S 2
Alcohol 96 %, 1 hora

L

Alcohol 96 %, 1 hora

Il

Alcohol 96 %, 1 hora

j

Alcohol 100 %, 1 hora

]!

Alcohol absoluto 20l ol, 30 minutos

1]

20lol, 20 minutos

]!

Hlol/Parafina, 20 minutos

1§

Parafina, 2 horas

I}

Parafina, 2 horas

Duracion total: 12 horas
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Anexo 3. Secuencia de tincién con H-E para el higado.
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Anexo 3. Secuencia de tincién con H-E para el musculo.

(AT £) b A.ME: 2 = (q1) > (q1)
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