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Resumen

El ostién Crassostrea virginica es un organismo ampliamente utilizado en estudios
de monitoreo ambiental y representa un recurso importante para la acuacultura mexicana. La
explotacién de este recurso ha sido afectada por la creciente contaminacion de las lagunas
costeras con alta productividad, como la laguna de Mandinga, Ver. Algunos estudios han
reportado concentraciones que superan ios niveles aceptables de cadmio, esto representa
un riesgo potencial para la sobrevivencia y para los consumidores de este producto. En
Mandinga se han reportado niveles de cadmio desde 2.0 hasta 87 ug/L (Rosas ef a/., 1983;
Barrera ef al., 1999) y en el tejido de ostion entre 1.2 hasta 3.13 pg/g peso seco (Rosas et
al., 1983; Villanueva y Botello, 1998 y Barrera et al., 1999).

Crassostrea virginica, bioacumula faciimente cadmio del medio, por lo que el
objetivo de este trabajo fue evaluar la relacién entre la acumulacion de cadmio y los efectos
histopatologicos en ostion Crassostrea virginica en condiciones de ayuno y alimentacion.

Se colectaron 120 ostiones y 2 muestras de agua de la laguna de Mandinga, Ver. en
mayo y junio de 1999. Las muestras de agua fueron acidificadas (pH 2) y congeladas hasta
la determinacién de Cadmio por Espectofotometria de Absorcion Atdémica (EAA). Los
ostiones fueron transportados al laboratorio donde permanecieron por un periodo de 21 dias,
para lograr su ajuste metabélico en un sistema cerrado de flujo continuo con control de la
calidad del agua. Posteriormente 60 organismos fueron expuestos a 100 ug/L de cadmio
durante 96 h. 30 organismos provenientes de esta fase se colocaron en agua libre de metal,
durante 96 h. Algunos parametros como temperatura (°C) y salinidad °/oo fueron
controlados. En cada bioensayo se tomaron 3 ejemplares de ostién a los 30, 60 min., 2 , 4,
8, 24, 48 72 y 96 h ; un segundo bicensayo se realiz6 en las mismas condiciones
experimentales, méas la adicion de alimento. Se analizaron los contenidos de cadmio de agua
y organismos. Los cambios histopatolégicos se analizaron en los segmentos: anterior, medio
y posterior. Se aplicé la técnica de inclusién en parafina con tincién de hematoxilina-eosina,
las secreciones registradas se evaluaron con la técnica de PAS.

En la fase de intoxicacion, los resultados mostraron un incremento en la tasas de
captacion antes de las 72 h, la captacion se ajusté a un modelo monocopartamental abierto
de primer orden. La velocidad de captacién fue mayor en los organismos alimentados (K.=
32 ml/gps*h) con respecto a los organismos expuestos en condiciones de ayuno (K.= 30
ml/gps*h). Los organismos expuestos fueron capaces de depurar airededor del 60% del
contaminante, mostrando durante la eliminacién un comportamiento bifasico. La vida media
fue diferente en organismos en condiciones de ayuno (123 h) con respecto a los alimentados
(116 h). Las respuestas Histopatologicas mostraron la activacion de mecanismos de
tolerancia-resistencia al metal que permitieron la sobrevivencia de ostiones que alcanzaron
alrededor de 25 ug/gps. Los cambios fueron desde respuestas inflamatorias en aigunos
tejidos hasta la necrosis de la génada, asi como respuestas inespecificas de defensa con
secreciones de distinta intensidad que se relacionaron con el tiempo de intoxicacion; se
activaron mecanismos de desintoxicacién a través de las llamadas células cafés y hubo la
aparicion de la respuesta celular mediada o “imnunologica” caracterizada por la presencia
de células de la hemolinfa.

Este trabajo mostré que Crassostrea virginica expuesta a 100 ug/L de cadmio
favorece su acumulacién en las primeras horas; y que posteriormente los procesos de
distribucién y eliminacion son decisivos en la respuesta téxica. No se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones acumuladas de cadmio en
organismos en ayuno y alimentados, sin embargo existe una tendencia que sugiere que los
organismos alimentados tuvieron més capacidad para depurar el tdxico. Los ostiones
pudieron acumular concentraciones de cadmio arriba de 2 ug/ gps (criterio de calidad para
consumo de ostion) en 24 h, con dafic histolégico aparente, por lo que son recomendables
para estudios de monitoreo ambiental a corto plazo.




Abstract

The oyster Crassostrea virginica commonly used in environmental studies as
monitor, is an important resource for the Mexican aquaculture. The exploitation of this
resource had been affected by the increase in contamination of the high production lagoons,
one example is the lagoon of Mandinga, Veracruz, Mexico.

Studys at Mandinga have reports concentration exceeding the recomendable levels
for Cadmium this represents a potential risk for the survival of these bivaives and for those
who eat them.Cadmium concentrations from 2.0 up to 87 ug/L have been reported in this
lagoon (Rosas ef al., 1983; Barrera et a/., 1999) and in oyster tissue between 1.2 than 3.13
Hg/g dry weight (Rosas et al., 1983; Villanueva y Botello, 1998 and Barrera et al., 1999).

Crassostrea virginica bicaccumulates environmental cadmium readily, therefore the
objetive of this study was to investigate the relationship between accumulation of cadmium
and histopathology effects on organisms fed and starved.

120 oysters and 2 water samples were coliected from the Mandinga lagoon,
Veracruz, in May and June, 1999. The water sampies were acidified (pH2) and frozed until
cadmium determination through spectophotometry and atomic absortion (EAA) was carried
out. The oysters were taken to the laboratory and kept for a 21 day period in orden to let the
metabolism adjust to a continuous closed flow system with quality water control. After that
period 60 organisms were exposed to subletal concentrations (100 pg/L ) of cadmium for 96
h, in bioassays with food and without it. Afterwards, 30 they were transferred to clean free
Cd. Important parameters such as temperature (25+°C) and salinity (22%0) were controlled.
Oysters sampling was done in two fases : uptake and depuration at 30 and 60 minutes and
2, 4,8 24 48 72 and 96 h were determinated metal level and histological damage.

The concentrations of cadmium in water and organisms were examinated por EAA
and the hystopathological changes were analyzed on the anterior, medium and posterior
segments of the organisms. The inmersion in paraffin technique was applied by hematoxilina-
eosina (H-E) stained, the registred secretions were evaluated with the PAS technique.

In the accumulation phase there was an increase in the uptake rate during the first
72h. Uptake was adjusted to a first order mono compartmental model. Uptake rates were
higher in feed organisms (K.= 32 ml/gps*h) compared to starved animals (K.= 30 ml/gps*h).
Exposed organisms were able to depurate around 60% of the bicaccumulated cadmium; this
phase showed a biphase behavior. The half-life was different for fed (116 h) and starved (123
h) organisms. Histopathological results showed the activation of resistance mechanisms that
allowed the oysters to survive the accumulation of up to 25 ug/gps. The histopathological
effects ranged from inflammatory responses up to gonad necrosis, as well as to unspecific
defense mechanisms with secretions of mucopolisacarids that were related with the
exposition time. Brown cells were activated as a detoxification mechanism and a mediated
cellular response, characterized by the presence of hemolimph cells, was observed.

This work showed that, when Crassostrea virginica is exposed to 100 ug Cd/L uptake
is favored during the first hours; subsequently the distribution and elimination processes are
decisive on the toxic response. Even though there were no statistically significant differences
between fed and starved organisms, a tendency can be observed in which fed animals
appeared to have a better capacity to depurate the toxic. Oysters can accumulate cadmium
concentrations above 2 ug/g dry weight (quality criteria for mollusks as food) in 24 h, and
histological damage can be easily observed, therefore these organisms are useful for short
term monitoring studies.




1.0. Introduccion.

El ostion Crassostrea virginica es un recurso valioso para la
acuacultura mexicana, tanto por su volumen de produccién, como por los
niveles de consumo y la cantidad de empleos que se generan a través de
su extraccion. Crassostrea virginica es la especie de ostién mas importante
a nivel nacional y se cultiva en las lagunas litorales del Goifo de México
(Secretaria de Pesca, 1990). Los riesgos asociados a este cultivo, se
presentan cuando existe contaminacién de las areas ostricolas. Desde el
punto de vista microbiol6gico su calidad se ha visto deteriorada y no cubre
los requerimientos para la exportacién (Bardach et al., 1992).

Los moluscos bivalvos, son organismos bentonicos que presentan
dos estructuras calcareas (conchas), controladas por un musculo adector.
Ademas presentan otros 6rganos internos como son: el manto, con funcion
sensorial; las branquias, que participan en la respiracién y alimentacion, asi
como un sistema digestivo formado por la boca, el eséfago, el estbmago, y
el intestino. En el intestino se distinguen dos ductos primarios
especializados, llamados intestino medio y saco del estilete (triturador); una
parte ascendente y la porcidn descendente del intestino que termina en el
recto.

El intestino medio y el saco del estilete son dos ductos primarios con
funciones digestivas diferentes y el resto de la glandula digestiva es un
recinto tubular proveniente de la camara del estdmago y ductos
secundarios. Las enfermedades, el estrés y el estado de ayuno modifican la
apariencia de los tubulos digestivos presentando bajo epitelio de absorcion
entre otras anormalidades histolégicas de la glandula, las cuales se han
recomendado como indicadoras de la condicion fisiolégica general de los
bivalvos (Lowe et al., 1981).

La alimentacién se realiza por filtracion de la columna de agua,
habito que facilita la incorporacién de metales, tales como el cadmio, en sus




tejidos blandos.

Los efectos potenciales de éste y otros metales sobre la salud de los
organismos y de sus consumidores, asi como los factores biol6gicos y
fisicoquimicos de control relacionados con este proceso son temas de
interés para muchos investigadores (Roesijadi, 1997).

Estos moluscos se consideran buenos agentes de monitoreo para
evaluar la contaminacién de ambientes actaticos. Dentro de los agentes
considerados toxicos, se encuentran los metales pesados que se
transfieren a través de la cadena alimenticia mediante procesos de
bioconcentracidén, bioacumulacién y biomagnificacién, con aito grado de
eficiencia hasta consumidores finales como el hombre (Spacie y
Hamelinck, 1985).

El proceso de bioacumulacion, ocurre cuando la tasa de
incorporacion del contaminante excede la tasa de eliminacion. La
biacumulacion, depende de factores que afectan la exposicidon y la
distribucion quimica de los contaminantes dentro del organismo, como son:
el crecimiento, el tipo de alimento y procesos de biotransformacion. La
conducta y persistencia de los xenobibticos en el agua, dependen de sus
propiedades fisico-quimicas, ya que existen diversos factores que afectan
su biodisponibilidad como son: el pH, la temperatura, la salinidad y los
fendmenos de adsorcién con otras particulas, entre otros. Diferentes
mecanismos de incorporacién, distribucién, metabolismo y excrecién asi
como condiciones de ayuno y alimentacibn modifican el proceso de
bioacumulacién, por lo que se han propuesto modelos de balance
toxicocinético que describen la dinamica de los residuos a través del
tiempo y que permiten distinguir las rutas de incorporacion desde el
alimento y el agua, por procesos de difusion, transporte especial, adsorcién
y filtracién (Rand y Petrocelli, 1985).

El cadmio, que es un elemento del grupo Il de ia tabla periédica con
nimero atomico 48, es un metal maleable y ductil, no tiene modificaciones




alotropicas y en la mayoria de los compuestos que forma exhibe el estado
de oxidacién +2. Las soluciones de sales de cadmio tienen una reaccion
acida; cuando se adiciona un alcali la mitad del cadmio es realmente
soluble en agua y forma un gran numero de compuestos. El cloruro de
cadmio (CdCly), tiene una masa atémica de 183.31, una densidad de 4.04
(a/lcm®), y punto de ebullicién de 964°C (Filov et al 1993). Se emplea en la
preparacion de aleaciones de bajo punto de fusién, para soldaduras,
fusibles, recubrimiento de hierro para protegerlo de la oxidacién y como
constituyente de las baterias alcalinas, debido a su capacidad de absorber
neutrones de baja energia. La industria constituye la principal fuente de
contaminacién por derrames, aunque también contribuyen las aguas
residuales domésticas y municipales que se vierten sin tratamiento y que
aportan materia organica, pesticidas, fertilizantes, detergentes y metales
(Levi y Hodgson, 1987). En los ambientes acuéaticos, el cadmio proviene del
lavado de los suelos agricolas donde se han depositado altas cantidades
de agroquimicos con este elemento provenientes de monocultivos (UNEP,
1985), asi como de impurezas provenientes de aleaciones con plomo,
cobre, plata, aluminio, niquel, ceramica, pigmentacién fotografica y
reactores nucleares (Pringle y Shuster, 1977).

Los efectos toxicos del cadmio en vertebrados han sido ampliamente
estudiados e incluyen: incremento en la salivacién, vémito, dolores
abdominales y diarrea, que pueden ser sintomas previos a la disfuncién
renal, enfisema, colapso cardiopulmonar e incluso efectos carcinogénicos y
teratogénicos (Lippmann, 1992).

La absorcién de cadmio en el tracto respiratorio de vertebrados, se
ha estimado en un intervalo de 10-50% y en la via gastrointestinal del 5-8%
observandose un incremento de mas del 10% en organismos
experimentales con dietas deficientes en Calcio y/o en proteinas. Esto se
debe a que las dietas bajas en calcio estimulan la sintesis de proteinas que
se ligan al mismo, las cuales, pueden ser utilizadas para la absorcion de
cadmio (Lippmann, 1992). El estado de nutricion, también es importante en




el ostién, existen diferencias en las respuestas que reflejan la interaccién
entre la toxicidad del cadmio y el estado nutricional (Wilkfors et al., 1994).
Entre las dietas de alto valor nutricional para el ostién se encuentra el aiga
Tetraselmis suecica, la cual aporta gran cantidad de carbohidratos que son
utilizados para las actividades metabdlicas (Laing y Gil, 1991)

Recientemente se han utilizado las técnicas histopatoldgicas para
evidenciar darios tisulares por metales pesados (Boyles et al., 1991). Estas
junto con otros biomarcadores, ayudan a la comprensién y caracterizacion
de los efectos en diferentes niveles de organizacion biolégica (Clark et al.,
1997).

Walsh y O'Halloran (1998), han’reportado que existe un patrén de
acumulacion de metales en este orden: branquias, rifidn, glandula digestiva,
manto y musculo abductor, presentando alta correlacion entre algunos de
estos tejidos como son: glandula digestiva-riion, y branquia-musculo
abductor. Recientemente Roesijadi et al. (1997), han demostrado que en
los hemocitos de ostion Crassostrea virginica expuestos a bajas
concentraciones de cadmio (5-10 uM), se induce la formacién de
metalotioneinas y la produccion de especies oxigeno reactivas (ROS), en
tanto que en concentraciones altas (36-356 p-M), decrecen las
metalotioneinas y se inhibe la produccién de ROS, probablemente como
respuesta a la citotoxicidad del cadmio, lo cual sugiere que el cadmio puede
ser "inmunotéxico”" para Crassostrea virginica ; si bien la "inmunidad" en
los bivalvos comprende la respuesta celular inducida y mecanismos
humorales (Cheng, 1990).

Existen estudios de cuantificacién relativos a los niveles de cadmio
en ostion, asi como de respuestas celulares (Roesijadi et al., 1996). Sin
embargo, son escasos los estudios de réspuestas integrales, que permitan
dilucidar los mecanismos de absorcién, distribucién, eliminacion y la
evaluacion de los efectos toxicos.

En los invertebrados acuéticos, el impacto del cadmio depende de la
forma quimica en la que se encuentre y de los factores que favorezcan su




bioacumulacién. A pesar de su amplia utilizacion como indicadores de
contaminacién, los moluscos bivalvos, tienen la desventaja de que
usualmente no alcanzan el estado de equilibrio dinamico, donde la
concentraciéon de un quimico en tejido permanece esencialmente constante
durante la exposicion, ya que la magnitud de la concentracion puede ser el
principal factor que determine el factor de bioacumuiacion (EPA., 1984.a.).

La determinacion de respuestas en ostiones adultos expuestos a
altas concentraciones de contaminantes es dificil, toda vez que su gran
adaptabilidad les permite permanecer cerrados por periodos largos,
impidiendo asi el contacto con el contaminante (APHA, 1995). Se ha
considerado incluso que el periodo de cierre de valvas es proporcional a la
concentracion del téxico, sin embargo, cuando la concentracién del
contaminante no es muy alta, las condiciones de estrés disminuyen,
permitiendo el contacto del organismo con el contaminante. De manera
analoga, la exposicion a largo plazo a bajas concentraciones de
contaminantes puede provocar dafios irreversibles que incapaciten al
organismo para sobrevivir o reproducirse, aumentando la susceptibilidad a
agentes patégenos y/o parasitos, y disminuyendo la resistencia a
situaciones de estrés, lo que puede poner en riesgo a la especie (Roesijadi
et al., 1997).

Se ha reportado que las intensas actividades comerciales,
industriales y de la poblacibn agravan cada vez mas el problema de
contaminacién por cadmio en diversas lagunas mexicanas (Villanueva y
Botello, 1998). En algunas lagunas costeras mexicanas existen niveles de
cadmio en agua que superan el Limite Maximo Permitido (LMP) de 0.0009
mg/L para la proteccion de la vida acuatica en areas costeras, sefialada en
el Reglamento para la Prevencion y Control de la Contaminacion de Agua
(Diario Oficial de la Federacién,1973). En estos ambientes, por lo general
salobres; la biodisponibilidad de cadmio esta favorecida por la diferencia de
salinidad, y los bajos contenidos de carbon organico. El cadmio libre
divalente es la forma predominante, la precipitacion por carbonato o
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hidroxido y la formacién de complejos solubles con cloruros, sulfatos,
carbonatos e hidroxidos son de poca importancia; en contraste, en agua

salina los complejos de cloruro de cadmio son predominantes (EPA.,
| 1984.b. ). La biodisponibilidad es un factor que determina la concentracion
de este metal en el tejido de organismos sesiles como el ostion.

Rosas et al., (1983) sefalaron que las concentraciones de Cadmio
en ostién de la laguna de Mandinga, Ver., superaron LMP para consumo
humano y que el factor de bioconcentracién de Cadmio es alto en relacién
con ofros metales toxicos, por lo que son recomendables monitoreos
frecuentes en esta zona litoral mexicana de alta productividad ostricola. Es
posible que las concentraciones registradas en la laguna pongan en riesgo
a la especie Crassostrea virginica, y que se acumulen en los tejidos del
ostion concentraciones peligrosas para el consumo humano, por lo que es
importante conocer la toxicocinética de acumulacidbn de cadmio y los
efectos histopatologicos, con el fin de caracterizar el potencial de
acumulacién y depuracion de la especie pretendiendo dar elementos que
coadyuven en un futuro al establecimiento de la normatividad mexicana
previendo asi los efectos toxicos sobre la especie y los consumidores.




2.0. Hipotesis.

Si la captacién del toxico en el molusco es proporcional a la
concentracién en el agua y al tiempo de exposicion, considerando un
proceso de eliminacion menor al de incorporacion, entonces el dafio
histolégico y la acumulacién aumentaran con respecto al tiempo, resultando
estas téxica para el organismo ademas de alcanzar una concentracion
potencialmente dafiina para el consumidor.

3.0. Objetivos

General

Evaluar la toxicocinetica de cadmio en concentraciones subletales y los
cambios histopatolégicos en el ostion Crassostrea virginica de la laguna de
Mandinga, Ver, Mex.

Especificos

3.1. Determinar el contenido de Cadmio en agua y ostiébn Crassosfrea
virginica procedente de la laguna de Mandinga, Ver., Mex.

3.2. Determinar las velocidades de captaciéon y depuracion de cadmio en
ostiones en condiciones de ayuno y alimentados, expuestos a
concentracion subletal del metal.

3.3. Observar los cambios histopétologicos en algunos tejidos u 6rganos
del ostion relacionados con el tiempo de intoxicacion y la concentracién
subletal de cadmio.




4.0. Area de Estudio.

E! presente estudio se desarrollé con ostion Crassostrea virginica
proveniente de la laguna de Mandinga, Ver.,, que es una zona de gran
extraccion con consumo local y de amplia distribucién.

Mandinga estad constituida por tres cuerpos lagunares, ubicados
entre los paralelos 19° 00' a 19°06' N y los meridianos 96°02' y 96°06' W
(Figura 1). El sistema presenta un clima calido con régimen de lluvias en
verano y un régimen de lluvias menos invernal (Garcia, 1988). Los
sedimentos son finos y la salinidad puede encontrarse entre 0.9 a 35 °/»
(Reguero, 1994).

En la laguna de Mandinga, las actividades pecuarias son intensas
con uso indiscriminado de agroquimicos y existe un arrastre de aportes por
el rio Jamapa y aportes de diversas industrias establecidas a lo largo de la
cuenca de captaciébn de los efluentes que influyen en el sistema
(Hernandez, 1996). '
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5.0. Método

Se colectaron ejemplares de ostion y muestras de agua en
Noviembre de 1998 asi como en mayo y Junio de 1999, que permitieron la
determinacion de las concentraciones de cadmio presentes en la laguna de
Mandinga, Ver., paralelamente se‘ registraron parametros fisicoquimicos de
pH, temperatura (°C), salinidad (°/--) y oxigeno disuelto (mg/L) con un
multianalizador HORIBA U-10.

Las muestras de agua, se tomaron 10 cm por debajo de la
superficie, en recipientes de plastico de 1000 mL, estas fueron acidificadas
con acido nitrico concentrado (5ml) para obtener un pH de 2 y se
congelaron inmediatamente hasta la determinacién de Cadmio.

En cada colecta mas de 120 ejemplares de ostién, se transportaron
en bolsas de plastico y en hieleras a 4°C al laboratorio, antes de que
transcurrieran 24 horas desde su colecta. Los ostiones se colocaron en el
sistema de mantenimiento para lograr su ajuste metabdlico.

5.1. Mantenimiento

Se seleccionaron 120 organismos y se colocaron por 21 dias en un
sistema de circulacion cerrada con flujo continuo, de 520 L de agua de mar
artificial Instan Ocean (Shumway y Koehn, 1982) con salinidad controlada
(22 £ 0.05 °/--). El sistema fue adaptado con una bomba sumergible con un
flujo aproximado de 120 L/h, un compresor de aire purificado, un filtro
biolégico y calentadores de inmersiéon de 3 Kw forrados con vitreosil para el
mantenimiento de la temperatura (25° + 0.5 °C). Se realiz6 ademas el
registro periédico de pH (7.9 + 0.005 ) y oxigeno disuelto (7.3 + 0.05 mg/L)
que son analogas a las condiciones promedio que se presentan en la
laguna de Mandinga. Las heces se retiraron diariamente y se control6 el
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contenido de amonio por la técnica de Lind, (1985), dentro del nivel éptimo
para la especie de NH; 4.8 uM/L (Coll, 1982; Sepesca, 1988). Se
registraron los siguientes parametros morfometricos: longitud, ancho de la
valva, altura, cavidad de la concha, y peso total himedo como medida de
control de los lotes, y se obtuvo el indice de condicién con la ecuacion de
Walne (1984) :

i icién = Media del peso seco de la masa viva(a) x 1000
Indice de condicion = Media del peso seco de la masa viva(g) x

Media dei volumen intervalvas (ml)

Considerandose los resultados de 120 como peso alto, 90 peso
normal y de 70 a 80 peso bajo.

Durante el periodo de mantenimiento los ostiones fueron
alimentados diariamente con cultivos de algas Tetraselmis suecica , como
se describe a continuacion.

5.2. Cultivo de Algas Tetrase/mis suecica

Un mes antes de la colecta se desarrollé un cultivo escalonado en
medio Guillard F/2 libre de cadmio, en recipientes de cristal con capacidad
de 20 litros, colocados en iluminacion y aireacion constantes. Se realizaron
conteos regulares de la densidad de poblacién de la cepa obtenida en el
laboratorio de contaminacion y bioensayos de la UAMI, de Tetraseimis
suecica con ayuda de una camara Neubauer y por absorcién con
fotocolorimetro Spectronic 601 (Castrejon et al., 1994).

El cultivo fue posteriormente centrifugado por 5 min a 3500 RPM y
congelado a -4°C. Para alimentar a los organismos, se ajusté el cultivo a
concentraciones de 10,000 cel/mL (para asegurar una proporcién de 120
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mL / ostion / h) con agua del sistema de mantenimiento (Coll, 1982).

5.3. Diseno Experimental

El disefio experimental consisti6 de dos fases (Figura 2), la primera
fue denominada de "intoxicacion" ; en ella los organismos fueron expuestos
a cadmio; en la segunda fase, denominada de "desintoxicacion", los
organismos se colocaron en agua libre del metal.

Se realizé6 un bioensayo preliminar utilizando dos concentraciones
100 y 200 pg/L de Cd en la fase de intoxicacién, que fue de utilidad para
definir la concentracion de prueba asi como los tiempos de exposicion y
toma de muestras de ostion y agua. Posteriormente se realizaron los dos
bioensayos definitivos. Estos se realizaron en dispositivos cerrados, con
aireacion continua y recambios parciales con reposicion del metal (20 %)
cada tercer dia (Coll, 1982; APHA, 1995). La alimentacién se suspendi6 24
h antes de la exposicion al metal. Durante estas pruebas se registraron
también los parametros fisicoquimicos antes mencionados. El primer
bioensayo definitivo se llevd a cabo con organismos sin alimentar y el
segundo adicionando alimento, esto para establecer la influencia del
alimento en el proceso de acumulacién. El tiempo de experimentacion, asi
como la frecuencia y nimero de muestras de los bioensayos definitivos se
describen a continuacion.

5.3.1. Bioensayo 1

Los bioensayos se realizaron en niveles de oxigeno disuelto arriba
de 5§ mg/L, pH entre 7 y 8 (Sepesca, 1988), salinidad de 22 °/oo y
temperatura de 25° C, condiciones de exposicién similares, a las utilizadas
para la determinacién de la concentracién letal media (LCso) para Cd
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Cultivo de alimento libre de Cadmio
Tetraselmis Suecica

Colecta de ostion
Crassostrea virginica
120 organismos
Periodo de Mantenimiento
(21 dias)

Sistema de Circulacién cerrado

con fiujo continuo

BIOENSAYO
Sistema estatico

con control de pH (7.9), temperatura (25°C)

Oxigeno (7.3) y salinidad (22 ppm)

I

Fase de intoxicacién con Cadmio
100 ug/l. de Cd
Tiempo 96 h

30 ostiones en ayuno y 30 alimentados
5

1

15

1
Muestras de agua

0,60,miny2 4,8 24,48, 72y96h

Muestras de ostion

a 30,60, miny2,4,8,24,48 72y9% h

Fase de desintoxicacion
en agua libre de metal

(Por triplicado) (Por triplicado) por 86 h (30 ostiones en ayuno y 30 alimentados)
. mismos perfodos de muestrec
] ] [ - 1
Evaluacién de la concentracion Evaluacién de cadmio por EAA Muestras de agua Muestras de Ostion
de Cadmio por EAA Y
Efectos en Tejidos con
Téenicas Hi :
[ I
Evaluacion de la concentracion| | Evaiuacion de cadmio por EAA
de Cadmio por EAA Y
Efectos en Tejidos con
Técnicas Histopatologicas

Fig.2. Disefio experimental para la evaluacion de la toxicocinetica en
Crassostrea virginica




A partir de la concentracion Letal, se calculé la concentracion
subletal utilizada en este trabajo. En la fase de intoxicacién se colocaron 10
organismos por acuarios de 40 L, un total de 60 organismos fueron
expuestos a concentraciones de 100 ug/L de Cadmio por 96 h. Se tomaron
muestras de ostion por triplicado y agua del acuario a los: 30, 60, 120 min y
4, 8,12, 24, 48, 72 y 96 h (30 organismos). En la fase de desintoxicacion se
colocaron los 30 organismos restantes en agua libre de cadmio y se
tomaron las muestras en los mismos intervalos de tiempo.

5.3.3. Bioensayo 2

Se repitid el disefio del bioensayo anterior, pero en este caso se llevd
a cabo la adicion diaria de alimento Tetraselmis suecica en las cantidades
antes descritas.

5.4. Determinacién de Cadmio

Los ejemplares de ostion fueron medidos, pesados y cortados
longitudinaimente; una mitad fue puesta a secar para la determinacién de
cadmio. Ls muestras de agua fueron digeridas con acido nitrico (APHA,
1995) en un horno de microondas CEM-MDS-81D y las muestras de ostion
secas y molidas con la técnica de Huan (1994). La lectura de muestras se
llevé a cabo con ayuda de un Espectofotdmetro de Absorcion Atémica
Varian AA-20 con flama de gas-acetileno, en el laboratorio de
Instrumentacion del Departamento de Ingenieria de Procesos Hidraulicos
de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa. Todos los
recipientes utilizados fueron lavados previamente al bioensayo con
detergente libre de fosfatos, &cido nitrico al 5% y enjuagados con agua de
la llave, destilada y desmineralizada (FAO, 1993 ).
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Se utilizé un modelo de un compartimiento, para determinar
velocidades de incorporacién y depuracién (Figura 3). En este modelo,
cada organismo es considerado un compartimiento. La tasa o velocidad de
movimiento de un compuesto desde un compartimiento a otro, o "flujo",
dentro de la cinética de primer orden, es dependiente de la concentracion
del compuesto y tiene una velocidad constante (Kc), relacionada con la
biodisponibilidad del componente y con las condiciones experimentales en
las que fue medida.

Fig.3. Representacion de un Modelo de balance Toxicocinético, de un
compartimiento.

Las "velocidades constantes condicionales” (Rand y Petrocelli, 1985); de
este modelo, implican que el curso temporal de los residuos esté dado por:
dC/dt = captacion - pérdida =K:C, - KeC (1)

donde

Ca: Concentracién del téxico en el agua (ug/mL)

C : Concentracion del quimico en el organismo expuesto (ug/g)

t : tiempo (h)

K.: Constante de velocidad de captacién en el organismo(mL/g.h™).
K. : Constante de velocidad de eliminacién




Para establecer la relacién entre el metal captado por los organismos
y la concentracién de metal en el agua de exposicion, se utilizé el factor de
bioacumulacién (Bruggeman, 1998), denominandose en este trabajo como
factor de captacion debido a el factor de bioacumulacién y/o
bioconcentracion se calculan en el estado de equilibrio y este no se ha
logrado en Crassostrea virginica. Sin embargo de manera analoga se
calculé el factor de captacién, a través de la siguiente relacién:

FC = Concentracion de metal en el organismo (ua/a)

Concentracion de metal presente en el agua (ug/mL)

La velocidad de captacién se determind calculando la tangente en
cada intervalo de muestreo y la velocidad de eliminacién se calculé por la
ecuacion

dC/dt = -KeC (2) que de manera integrada se expresa:
Ci= Ctoe-ket (3)

Las velocidades de captacién y eliminacion fueron promediadas. La
velocidad de eliminacion se expres6 en términos de vida media (ti),
representa el tiempo requerido para que la mitad del metal acumulado se
eliminara, esta por linealizacién, substitucion y arreglo de la ecuacién 3 se
transforma:

Substitucion In (Ci/2) = In(Cy,) - Ke t 112
Arreglo In(2) /IKe =112
Finaimente 0.693/Ke =t 5

18




5.5. Histopatologia.

Para la evaluacién histologica e histopatolégica la mitad del
organismo fue pesado y fijado en formol (10%). Los organismos fueron
seccionados en tres porciones anterior, media y posterior (Figura 4), las
cuales fueron deshidratadas en un procesador de tejidos automatico marca
Tissue-Tek Modelo 4640-B, posteriormente se incluyeron en parafina con
punto de fusion de 60 °C y Se obtuvieron cortes seriados de 5-7 p con un
microtomo rotatorio. Los cortes fueron tefiidos con las técnicas de
Hematoxilina-Eosina (topografica) y PAS ( histoquimica) esta Ultima para
evidenciar la presencia de carbohidratos neutros (Sheehan y Hrapchak,
1980).
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Fig.4 Esquema y figura del ostién Crassostrea virginica, en donde se
observa su anatomia en la parte anterior (a), media (m) y porterior (p).

5.6. Analisis Estadistico

Se aplic6 ANOVA para el andlisis de los parametros fisicoquimicos y
diferencias en la concentracién de metal de organismos en condiciones de
ayuno y alimentacion con ayuda del programa Statistica (Statsoft Ser.
1997).
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6.0. Resuitados

Los resultados de las colectas, el periodo de mantenimiento y de
los bioensayos realizados: sin alimento y con alimento, se muestran a
través del registro de los parametros fisicoquimicos y datos morfométricos.

6.1. Parametros Fisicoquimicos y Morfométricos
6.1.1. Parametros Fisicoquimicos

Los parametros 6ptimos para la especie (Coll, 1982), se compararon
con los registrados en la laguna de Mandinga y los del sistema de
aclimatacion. Durante el bioensayo en condiciones de ayuno vy
alimentacién, los parametros se mantuvieron relativamente constantes y no
tuvieron diferencias estadisticas significativas (ANOVA: p>0.05), como se
muestra en la tabla 1.

6.1.2. Morfometria

Los datos morfométricos de longitud, peso, ancho, alto, peso
humedo y seco fueron tomados con fines de control de los lotes, se
muestran en la tabla 2. Los datos indican en términos generales, que los
lotes fueron homogéneos y los organismos estuvieron sanos de acuerdo a
su indice de condicién.
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos registrados en Mandinga, durante la
aclimatacién y en los biensayos (media + desviacion estandar).

Parametro pH Oxigeno Temperatura Salinidad
disuelto
(mg/mi) (°C) (%)
Optimo para ostién* 7.9 7.3 25 22
Laguna de
mandinga
Nov-98 7.5 5.38 29.4 9.4
Feb-99 8.5 6.18 -24.4 15.6
May-99 9.4 4.82 30.7 26.9
Sistema de
aclimatacion
Feb-99 8.4+0.3 6.34 £ 0.36 24+0.9 18.24 + 1.45
Jun-99 8.2+0.2 7.14+0.63 23.9+17 245+0.9
Bioensayo
Nov-98 78+04 6.866 +0.35 25+1.9 223+0.2
Feb-99 8.3+0.3 6.17 £ 0.18 248+0.7 221+04
Jun-99 8.3+0.1 7.07 £0.38 245+08 223+03

*SEPESCA, 1988.

Tabla 2. Promedios de los datos morfométricos en ostiones colectados
(media + desviacion estandar).
Colecta | indice de | Longitud | Ancho ‘Alto | Peso- |Peso-seco
estado* , : -1 humedo o
(mm) ~(mm) (mm) | (9) {9)
Nov-98 110 72.0 48.6 27.6 15.52 1.7
+0.5 +04 +0.3 +3.63 +0.46
Mar-99 97 74.3 434 24 13.65 0.69
+1.0 + 0.7 1.1 +2.7 +0.4
Jun-99 130 66.4 431 23.3 9.06 0.69
+0.6 +0.6 +0.4 +4.75 +0.42
Promedio 112 70.9 45.05 25.02 12.74 1.02

*Indice de Estado = 90 (normal); 120 (alto); 70-80 (bajo).

6.2.

Determinacién de Cadmio.




6.2.1. Niveles de Cadmio en muestras de Mandinga, Ver.

Las concentraciones de cadmio en agua de la laguna de Mandinga,
Ver. fueron de 66 ugL™" y en ostién de 1.2 ug g™ peso seco (Tabla 3). Los
niveles de cadmio en agua superan el LMP mexicano aceptable para la
proteccién de la vida acuatica.

Tabla 3. Datos promedio de los niveles de cadmio en agua, ostion y
sedimento registrados en la laguna de Mandinga, Ver.

Fuente Rosas et Villanueva ‘Barrera et Este LMP
al, 1983 y Botello, | .al., 1999 estudio -
1998 1999

Agua 2+0.1 ND 87 66 0.09°
| (ug L)
Ostién

(ug g™ peso 1.54 + 313+ 23+1.11 1.2 2.0~

$eco) 0.98 1.25

6.2.2. Concentracion de Cadmio en tejidos de ostidon en condiciones de
ayuno y con alimento.

Los niveles de cadmio en los organismos provenientes del periodo
de mantenimiento (21 dias) estuvieron por debajo del limite de deteccién
del equipo (0.05 ug/ml). El cadmio en tejido de organismos expuestos a
100 ug/L por 96 h se muestra en la tabla 4, donde se pueden apreciar las
concentraciones alcanzadas en condiciones de ayuno y alimentacion.

Los organismos en condiciones de ayuno registraron niveles
maximos de 27 ug/gps durante la fase de intoxicacién y posteriofmente en
la fase de desintoxicacion registraron un minimo de 10 ug/gps, liberando
hasta un 63% de lo captado. En los organismos alimentados se alcanzaron
23 ug/gps a las 96 h, en este caso, durante la desintoxicacion se liberé mas
del 90% de lo captado, registrandose niveles de 2 ug/gps a las 192 h.
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Aunque las concentraciones aicanzadas en las dos condiciones
experimentales (ayuno y alimentacion) presentaron alta correlacion (*=0.8)
y no presentaron diferencias estadisticas significativas (p> 0.05), la
velocidad de captacion fue diferente para cada condiciéon experimental .

Tabla 4. Concentraciones promedio de Cadmio registradas en ostiones en
ayuno y alimentados.

Concentracion de ‘Concentracion .de - cadmio
Tiempo (h) de cadmio {ug/gps) en {ug/gps)-en ostién
intoxicacion "ostion en condiciones de ALIMENTADO
AYUNO.
0 0 0
0.5 6 7
1 7 6
2 9 7
4 9 7
8 10 5
24 15 17
48 15 -
72 25 15
96 27 23
Tiempo (h) de
desintoxicacién -
97 23 14
98 - 12
100 21 13
120 18 -
144 16 -
168 16 7
192 10 2
r‘ 0.89 0.80
Promedio 15.08 9.6
typ 123 h 116 h
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6.2.3. Fracciones captadas de Cadmio

la fraccidnes captadas de cadmio se obtuvieron relacionando las

concentraciones de Cadmio en ostiones expuestos, con los niveles

registrados en agua en cada intervalo de tiempo, mismos que se muestran

en la tabla 5. En organismos en ayuno se registrd el valor maximo (192) a

las 72 h de intoxicacidon y en los organismos alimentados el maximo valor
(121) fue a las 96 h.
El factor de captacién tuvo valores entre 10 y 100 hasta las 24 h de

exposicion en organismos en condiciones de ayuno y hasta las 72 h en

organismos alimentados, posteriormente se presentaron concentraciones

mas altas (mayor de 100)

Tabla 5. Factor de captacién parcial a diferentes tiempos de exposicién en

Crassostrea virginica en condiciones de ayuno y alimentados.

Tiempo de Concemtracién Factor de Concemtracion  de Factor de
intoxicacion de Cadmio en Captacién Cadmic en agua Captacioén
Q) agua  (ug/ml). FC (ng/mL). FC
Bioensayo en *(Cm/Ca) Bioensayo con *(Cm/Ca)
condiciones de organismos
ayuno. alimentados.
0 0 - 0 R
0.5 0.1 63 0.11 63
1 0.17 41 0.13 46
2 0.14 64 0.12 58
4 0.16 56 0.10 70
8 0.38 26 0.13 38
24 0.12 125 - -
. 48 - - 0.18 -
72 0.13 192 0.16 93
96 0.17 168 0.19 121
Promedioc 0.17 91 0.14 70

TO = control y 0 corresponde a valores inferiores al limite de deteccion del aparato (0.05 ug/mL)
*(Cm/Ca)= (concentracitén en el molusco / Concentracion en el agua)
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6.2.4. Velocidad de captacion y eliminacion.

La concentracion de cadmio registrada en los organismos
experimentales con respecto al tiempo de intoxicacién se presenta en la
figura 5. La velocidad de captacion, se ajustd a un modeio abierto de un
compartimiento y velocidades ligeramente diferentes para las condiciones
de ayuno y alimentacion.

En bivalvos en ayuno, la velocidad de captacién (Kc= 32 mi/gps*h)
fue ligeramente mayor que en ostién alimentado (Kc= 30 ml/gps*h). En la
figura 5 puede observarse las tendencias de la cinética de captacion y
desintoxicacion de los organismos alimentados, en general captaron menos
téxico, que los organismos en condiciones de ayuno.

La velocidad de eliminacion, fue mayor (Ke= 0.006 1/h) en
organismos alimentados con respecto a organismos en condiciones de
ayuno (0.0056 1/h), asimismo el tiempo de vida media fue de 116 h en
organismos alimentados y de 123 h en condiciones de ayuno, lo cual podria
sugerir que el alimento contribuye a que la permanencia del metal sea
menor. |

Como se observa también, en la figura 5 la eliminacién de los
organismos en ayuno se ajusté a un modelo monocopartamental y en los
organismos alimentados existi6 una disminucion de mas del 10% de la
concentraciéon del téxico en un periodo corto, posteriormente una velocidad
constante hasta las 120 h y una eliminacién rapida hasta las 192 h.menor
velocidad durante el resto del proceso.

El ajuste cinético no es muy claro, pero durante la acumulacién con
alimento las concentraciones del cadmio permanecieron casi de manera
general por debajo de las concentraciones registradas en organismos en
ayuno. En los cortes histoldégicos se observaron respuestas secuenciales
con respecto al tiempo de intoxicacién. Mismas que se describen en detalle
a continuacién.
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6.2.4. Estudio Histopatoldgico

Las respuestas histolégicas se clasificaron como A) respuesta
inespecifica, B) respuesta celular inducida, C) células cafés y D) efecto de
hialinizacion, las cuales pudieron ser asociadas al tiempo de intoxicacion y
depuracioén (Fig. 5).

En los cortes histolégicos de la parte anterior de organismos testigo
se caracterizé la anatomia microscopica del sistema digestivo; en cortes de
la parte media: la glandula digestiva, el misculo abductor y la gbnada; y en
cortes de la parte posterior: la branquia y el manto. Solo se presentan las
imagenes comparativas de los tejidos donde hubo los cambios
histopatolégicos evidentes relacionados con la exposiciéon al cadmio.

A) Respuesta Inespecifica

La caracterizacién histolégica del intestino evidencié que esta
rodeado por senos de hemolinfa, envuelto por tejido conectivo llamado de
Leydig en esta especie y que presenta un epitelio columnar con cilios
denominados tiflosoles ( Fig. 6.A). Estas estructuras presentan un epitelio
de transicién 6 grieta ( Fig. 6.B) que separa el intestino medio del saco del
estilete, que es el punto donde termina el epitelio denso ciliado, columnar
simple, no-glandular del saco del estilete y empieza el tiflosol menor
densamente ciliado, pseudoestratificado y columnar.

Se presentan regiones epiteliales en la luz de los tubulos de la
glandula digestiva y el borde del manto (Fig. 6.C), el cual esta dividido en
tres proyecciones lobulares con distinta funcién sensorial.

En los casos en los que se registro la respuesta inflamatoria
inespecifica, esta estuvo caracterizada por secreciones que se observaron
preferentemente en el epitelio ciliado de 6rganos y tejidos expuestos 30 min
al cadmio (Fig. 7). Las secreciones en el epitelio del intestino, en los
tubulos de la glandula digestiva, manto y entre el tejido de Leyding tefiidas
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Fig. 6. Organismos no intoxicados A) Porcién del complejo saco del estilete-
intestino medio, grandes tiflosoles (GT) y el seno de hemolinfa (S) entre el tejido
de Leyding. B) Grieta de terminacién de GT de la parte media y C) I6bulos del
manto con proyecciones sensitivas mas fuertemente teflidas en el I6bulo interno
(Tincién H-E: A 100X; B 400X y C 100X.

Fig. 7. Organismos intoxicados A) Secreciones (S), en la regién luminal del
epitelio cilindrico estratificado del estémago; en los tibulos de la glandula
digestiva (B) y en el manto (C-D) (Tincién H-E; A 400X; B, C y D 100X)
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EPITELIO

(400X) (100X) (100X)

Fig. 8. Respuesta PAS-positiva (—» ) que evidencié la presencia de
mucopolisacaridos de tipo neutro, en las secreciones de ostiones expuestos
a cadmio.

con la técnica de PAS, mostraron reaccidn positiva, revelando que
correspondian a mucopolisacaridos de tipo neutro reportados como de baja
viscosidad en estos organismos (Fig. 8).

B) Respuesta Celular inducida

El sistema circulatorio de Crassostrea virginica es abierto, los
constituyentes de la hemolinfa se han denominado hemocitos y se han
clasificado en dos categorias: granulocitos e hialinocitos. Estos grupos
celulares intervienen en la reparacién de heridas, reparacion de la concha,
digestion, transporte de nutrientes, excrecion y en la defensa interna.

En organismos no intoxicado se observaron hemocitos en el tejido de
Leydig, muy cerca de los senos linfaticos (Fig. 9); en contraste, grupos de




Fig. 9. En ostién testigo, corte posterior de los senos linfaticos (SL) de la
branquia con un Hemocito (H) muy cerca del tejido de Leydig. (Tincion con
H-E 100X).

Fig.10. Respuesta celular inducida a las 2 (A), 8 (b) y 96 h (C) de
exposicion, se observan grupos celulares tipificados como granulocitos (G)
y algunos hialinocitos (H). (Tincién de H-E A y C100X; b 400X).
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Fig. 11 Infiltracion de granulocitos (G) en el tejido de
Leydig (H-E 100 X)
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hemocitos, fueron evidentes en la intoxicaciébn con cadmio desde la
segunda hora de exposicion y hasta las 96 h, lo que manifiesta un
mecanismo de defensa. En las figuras 10 y 11 se observa la aparicion e
infiltracién masiva de estos grupos celulares con apariencia migratoria.

C) Células Café

En condiciones normales, el sistema excretor esta reducido a células
mesoteliales granulares, llamadas células cafés (Fig. 12), estas células se
localizan en todo el cuerpo del ostion, pero estan mas concentradas en la
parte anterior del musculo abductor. La presencia de estas células fue
mayor desde los 60 min de exposicién al cadmio (Fig. 13) y aparecieron en
forma paralela a las células hemociticas (Fig. 14).
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Fig.12. Célula café aislada en moluscos bivalvo, posiblemente de la
gléandula pericardial. Tincién H-E.(1000X)

LF

|

Fig.13. Después de dos horas de intoxicacion ya se aprecia el
pigmento café (CC) en el tejido de Leydig de Crassostrea
virginica .(Tincion H-E 100X)
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Fig. 14. Células cafés (CC) y hemociticas (H) en laminas branquiales
(H-E 100X)

Fig. 15. Tubulos de la glandula digestiva, aparecen células café, en el tejido

‘conectivo adyacente. Algunas de las células presentaron signos patentes de

vacuolizacion citoplasmética (VC), y partes de lo que aparenta ser el manto (M)
y las branquias (B) hialinizado.(H-E X100)




D) Hialinizacion

Los organismos expuestos mas de 72 h, presentaron hialinizacion en
algunos tejidos u érganos como las branquias, tibulos digestivos y el
manto. En las células hialinizadas, el citoplasma es acidéfilo y translucido
caracteristico de células con a lesién mortal. Este aspecto se observé
todavia en las siguientes 96 h de la fase de desintoxicacion, sin embargo
también se observé la presencia de células cafés y hemociticas (Fig 15).

E) Efectos en Génada , Branquia y Musculo Abductor

Génada

Las estructuras gonadales de Crassostrea virginica en organismos
no intoxicados, se observaron dentro de una capsula llamada ovigera que
las rodea, los ovocitos presentaron un gran ntcleo con el nucleolo aparente
(Fig. 16). Estas estructuras se vieron fuertemente afectadas antes de las 12
hrs de exposiciéon, tiempo en el que los efectos inflamatorios y de
hialinizacién fueron evidentes, con una pérdida de la capsula ovigera y de
la relacién nucleo-citoplasma como se observa en la figura 17, en tiempos
consecutivos de exposicion.

36




Fig. 16. Seccion transversal de un ovocito en organismo testigo, tefiido
con Hematoxilina-Eosina (H-E) se observa el nucieo (N) y el nucleolo
(NU) (400X)
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Fig. 17. Capsulas ovigeras de los gametos con ruptura (A) a las 2 h de
intoxicacion; a las 4 horas basofilia citoplasmatica (B) abundante con
pérdida del nucleolo y alteracién en la forma celular. Granulacion baséfila
citoplasmaética (C), con efectos claros de la hialinizacién a las 8 h. (H-E

100X).




Branquia

La branquia es el érgano de respiracién y también participa en la
seleccién de las particulas alimenticias, esté compuesta por laminas como
se observa en un corte de organismos de ambiente natural (Fig. 18). En los
organismos intoxicados se observé un efecto gradual en la branquia hasta
su hialinizacién a las 96 h de intoxicacion, sin embargo en el periodo de
desintoxicacion es uno de los 6rganos donde aldn se observaron células
café y hemociticas, evento al parecer importante, ya que al inicio de la
intoxicacion los hemocitos parecen migrar desde la branquia y el manto
(Fig. 19).
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Fig. 18. Seccion longitidinal de branquia normal, se observa la luz
de los tubos de agua (Tincién H-E 100X).

Fig. 19. A) Seccién longitudinal y B) transversal de la branquia expuesta
a cadmio. La parte externa presenta una mayor tincién baséfila.




Musculo Abductor

Normalmente las fibras del musculo abductor de ostion no expuesto
permiten el cierre rapido y lento de la concha, estas fibras son estriadas y
nucleadas (Fig. 20). En organismos intoxicados estas fibras fueron
afectadas de manera no precisa durante la exposicion, sin embargo durante
el tiempo de desintoxicacién no se observdé un proceso de cicatrizacion
evidente, lo cual sugirié que 6rganos y tejidos fueron afectados de manera
diferente durante la intoxicacién.

Un resumen comparativo de los cambios histopatolégicos registrados en
este trabajo se muestran en la Figura 21, en la parte superior se
encuentran las imagenes de los organismo testigos.
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externa se aprecia parte del manto (Tincién H-E 100X)
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7.0. Discusion

Los resultados indicaron que los organismos fueron capaces de
adaptarse a las condiciones controladas de laboratorio. El alto indice de
estado de los moluscos sugiri6 que tenian condiciones ﬁsiolégibas
aceptables, antes de su exposicién al toxico. El periodo de mantenimiento
fue adecuado ya que, los parametros presentaron poca variacién, y
estuvieron cercanos a los recomendados para el cultivo de estos
organismos. Los datos morfométricos indicaron que los organismos
tuvieron mas del 90% de agua y de acuerdo a su talla, esto indica que se
puede tratar de organismos adultos; capaces de desovar, con un peso
individual de mas 0.65 gps, y 50 mm de longitud (Hayes y Nenzel, 1981).
Powell et al., (1992) establecieron un modelo de clasificacion por tallas y
desarrollo gonadal considerando 10 tamafnos de clase. En esta, la clase 1-3
representa juveniles y de la clase 4 en adelante se consideran adultos con
longitudes arriba de 50.0 mm. De acuerdo con esto, los organismos
experimentales se encontraron en la clase 5, por lo que fueron clasificados
como organismos recientemente reproductivos.

El mantenimiento y los datos morfométricos permitieron asegurar
que el estado y tamaiio de los lotes era aceptable y homogéneo. Lo cual
evitd que la variacion fisioldgica complicara el analisis de la relacién entre la
cantidad total de metales en tejidos y el estado fisiologico de los
organismos (Depledge y Bjerregard, 1989). Por otro lado, también es
inevitable que liegen a presentarse, variaciones relacionadas con la emisién
de gametos y las reservas energéticas almacenadas por la disposiciéon de
alimento, tamafio y estacién climatica (Nelson et al., 1996).
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Rosas et al., (1983) reportaron concentraciones de 0.002 mg/L en
agua y 1.54 ug/gps en ostion Crassostrea virginica, sefialando que, las
concentraciones en ostién superaron el LMP para consumo humano de la
FDA (1971)) que seiiala 0.135 pg g"'; estudios posteriores han corroborado
esto, al sefalar niveles de 3.13 ug/gps en ostion de dicha laguna
(Villanueva y Botello, 1998). Las concentraciones de cadmio en el ostion de
la laguna de Mandinga indican, que el recurso supera el LMP de cadmio de
la FDA asi como el de Nauen (1983) para consumo humano que sefiala 2.0
ug/gps de cadmio.

El riesgo potencial para los consumidores, estd en funcién de la
frecuencia del consumo de este producto, ademas de las fuentes
adicionales de exposicidén a cadmio. Se ha calculado que la tasa de
incorporacién por consumo de ostiones debe ser menor de 100 ug de
Cd/dia, Aunque en areas contaminadas se ha estimado que llega a ser
hasta de 150 ug/dia (Lippmann, 1992). En nuestro pais las formas
tradicionales de consumo son en promedio de 12 organismos 6 200 g de
peso humedo, lo que implicaria un concentracién de 24 ug de Cd/dia que

podria ser peligroso solo en poblaciones con alto consumo de ostion.

En el agua de la laguna de Mandinga las concentraciones de cadmio
superaron los niveles sugeridos como aceptables segun los criterios de
calidad del agua como limite para proteccion de la vida acuatica (0.9 png
L") e incluso el criterio de la EPA que sefiala que no se debe exceder nunca
de 50 ug L' . Los concentraciones de cadmio en agua estan sujetos a
‘cambios ambientales y de aportes, sin embargo Rosas et al (1983)
sefialaron que existe un alto factor de bioconcentracién de cadmio en
relacién con otros metales toxicos en el ostion de esta zona. |




En el sedimento, algunos metales han presentado rangos entre 10 y
60 % de biodisponibilidad. En la laguna de Mandinga, Se ha reportado 1.09
ug g‘1 de Cd total, del cual 0.80 ug g'1 se encuentra en forma
biodisponible (Villanueva y Botello et al., 1998). Esto indica que mas del
70% del cadmio registrado, se encuentra en forma biodisponible en los
sedimentos de esta laguna salobre. La biodisponibilidad y en consecuencia
los efectos en los organismo se incrementan cuando la salinidad es baja, lo
cual se explica porque la concentracidbn de iones cloruro decrece
incrementandose la concentracion de iones Cd™" libres al disminuir la
salinidad, lo que aumenta su biodisponibilidad (McLusky et al., 1986).
Bjerregard y Deplege (1994), informaron que existe un decremento del
38% en la tasa de captacion, cuando la salinidad se incrementa de 10 a 30
°loo .

Los intervalos de temperatura utilizados en el biensayo (24.5 - 25°
C) son semejantes en muchos cuerpos acuaticos mexicanos, incluyendo
Mandinga. Estas temperaturas, una salinidad de 22°/00 y pH neutro son
factores combinados que influyen en la biodisponibilidad del cadmioc
(Denton y Burdon-Jones, 1981) y a su vez en la tasa de captacion en
moluscos (Rainbow et a/ ., 1990).

El pH bajo también puede favorecer la disolucion de cadmio (U.S.
EPA, 1979). Los cambios en temperatura y el medio osmético estan
asociados con los cambios en la concentracion de metales y su efecto
sobre 6rganos de distribucién (Depledge y Bjerregard, 1989).

Las condiciones de exposicion de metal empleadas en este trabajo,
asi como .Jas que existen en las lagunas costeras mexicanas, como
Mandinga, podrian favorecer la toxicidad del Cadmio.
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Las principales rutas de incorporacion de metales en invertebrados
acuaticos son el agua y el alimento (Timmermans et al, 1992). La
- captacién del cadmio en los moluscos esta en funcién de las condiciones
de exposicion , de los estados fisiolégicos, reproductivos y de excrecion,
que sufren variaciones, asi que la interpretacion de los mecanismos puede
complicarse por estos y otros factores que intervienen durante la fase de
exposicion y toxicocinética.

El control de los parametros fisicoquimicos durante los bioensayos
de exposicién a cadmio fue importante, toda vez que, la incorporacién del
metal desde la solucidn acuosa, depende en gran parte de estos
(Louma,1983), ademas de tener un efectos fisiolégico a corto plazo
(Phillips y Rainbow, 1993).

En diversos trabajos toxicolégicos Crassostrea virginica ha sido
expuesta a dosis subletales de cadmio por periodos que van de 21 dias
hasta 40 semanas con bajo porcentaje de mortalidad (Zarcogian, 1979,
Zaroogian y Morrisson, y 1981; Frazier y George, 1983). En el presente
trabajo, la tasa de mortalidad fue nula, por lo que se considerd apropiada
para la evaluacién de efectos subletales en Crassostrea virginica.

La acumulacién de cadmio a 96 h en Crassostrea virginica mostrd
niveles entre 23 y 27 uglgps". que son analogos a los que se han reportado
para Crassostrea gigas (21pg g“) expuesto por 12 semanas a las mismas
concentraciones de cadmio (APHA, 1995). También se han reportado
concentraciones de alrededor de 274 ug/gps’ en Crassostrea virginica
expuesto durante 40 semanas a 0.015 ppm de cadmio (Zaroogian, 1979), lo
que sugiere que la bioconcentraciéon se relaciona con el tiempo de
exposicion, sin embargo los resultados de este trabajo seiialan que hay
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cambios morfofisiolégicos importantes desde antes de las 96 h de
exposicion y que no hubo recuperacion en la fase de desintoxicacion, por lo
que es importante dilucidar las reacciones metabdlicas que le permiten
sobrevivir largos periodos de exposicion con altas concentraciones de
cadmio.

El factor de captacién fue de alrededor de 140 para organismos en
ayuno y alimentados, un factor similar (149) al reportado por Eisler (1972) al
exponer Crassostrea virginica por 21 dias a cloruro de cadmio.

Las concentraciones maximas captadas por los organismos en el
estado de ayuno y con alimento no presentaron diferencias
estadisticamente significativas ( p < 0.95), lo que significa desde una
perspectiva toxicocinética que casi la misma cantidad de téxico es captada
por el tejido independientemente del estado (ayuno, alimentado). Los
organismos que fueron alimentados, presentaron concentraciones del metal
menores que los organismos en ayuno, lo cual sugiere que el estado
nutricional puede otorgar a los organismos ventajas para ejecutar sus
mecanismos de desintoxicacion y excrecion. '

' En ambos experimentos el aumento en la velocidad de captacion
podria asociarse con cambios en la permeabilidad, con la saturacion de
mecanismos de desintoxicacion o con un decremento en la tasa de
eliminacién, que favorecen la concentracién de cadmio. Los tejidos de los
animales de ambos experimentos sefialan estados fisiolégicos parecidos en

intervalos similares de tiempo.

Al incrementarse paulatinamente los niveles de cadmio en tejidos,
los organismos que no pueden controlar un cambio fisiolégico sobre su
permeabilidad (Campbell y Jones, 1990), y esto tienen un subsecuente
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efecto sobre la tasa de captaciéon. La captacién de metales puede
explicarse a través de un proceso de difusion facilitada (Simkiss y Taylor,
1989), de pinocitosis de particulas ricas en metal a través de las branquias
de los moluscos (George y Pirie , 1980), o por transporte activo por bomba
de calcio (Wright, 1980). Una vez que ha sido captado el metal este puede
interactuar con gran cantidad de proteinas antes de su distribucién por todo
el organismo. Como consecuencia, durante la depuracién, la liberacién del
metal se ve limitada por la alta afinidad que tienen los metales pesados por
las moléculas organicas, al unirse a nitrégeno o azufre.

Dentro de las respuestas fisiolégicas, evidentes a nivel histolégico,
se observaron las secreciones presentes desde los primeros 30 minutos de
exposicidén, estas fueron identificadas como mucopolisacaridos neutros
(NMPS) de baja viscosidad, de acuerdo a su reaccion positiva para la
técnica de APS. Este tipo de secreciones se han asociado con funciones de
exclusiéon de particulas en moluscos bivalvos (Beninger y St-Jean, 1997).
En algunos invertebrados acuaticos se ha reportado la formacién de
granulos inertes, posiblemente de glucégeno, como un mecanismo comun
de desintoxicacion. Estos granuios no son redisueltos y en consecuencia
pueden ser excretados (George y Pirie, 1980).

La interaccion de los organismos con el metal propicia también
respuestas derivadas de la interaccion con compuestos endégenos. Asi, las
sales de cadmio pueden ser modificadas al contacto con el pH del acido
gastrico y transformadas en cloruro de cadmio, que podria tener tendria un
efecto inflamatorio sobre las mucosas del estémago e intestino.

El incremento en el nimero de las células cafés después de los 60
min de exposicion, que se observo en el tejido conectivo intersticial de los
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tubulos que conforman la glandula digestiva, asi como en las zonas de
inflamacion; concuerda con los resultados reportados por Zaroogian y
Yevich (1994) en Crassostrea virginica, sefalando dichos autores, que las
células cafés poseen glutation reductasa, fosfatasa acida y lisoenzimas lo
cual indica, que las células y las vesiculas cafés pueden participar
potencialmente en los procesos degradativos y de desintoxicacién.

Una respuesta que al parecer interviene en la sobrevivencia de los
organismos, y se presenté paralelamente con las células cafés fue la
inducciéon de gran cantidad de células nucleadas algunas reconocidas
morfolégicamente como hialinocitos y otras semejantes a las reportadas
como granulocitos, que actuan como un mecanismo de defensa interno. Sin
embargo, se requiere identificar con técnicas especificas esta respuesta
humoral, 6 "respuesta celular inducida" , respuesta analoga a la reportada
por Cheng (1990) en Crassostrea virginica. Y que en Crassostrea gigas se
ha establecido como una asociacién de metal a amibocitos (Thomson et al.,
1985).

Existen otros procesos de desintoxicacion que estan bien
identificados, como el relacionado con las metalotioneinas, las cuales son
proteinas ricas en sulfuro de bajo peso molecular que tienen gran afinidad
por el cadmio (Roesijadi, 1981 y 1982). También se ha sefialado que
cuando existe la captacion de un metal no esencial, este presumiblemente
es biotransformado a una forma no disponible mediante ligandos a
moléculas de alto peso molecular (Nelson et al.,1996). De acuerdo con
esto, es posible que los moluscos, expuestos a cadmio, excreten el metal
en forma no téxica o bien este se mantenga en "pools" metabdlicamente
disponibles, o en forma no disponible, originando quizas un incremento en
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la velocidad de captacion, Cuando estos mecanismos de desintoxicacion se
saturan, la tasa de incorporacién excede a la de desintoxicacion.

El! hecho de que el cadmio se enlace fuertemente a macromoléculas
celulares que no estén implicitas en la respuesta toxica como las
metalotioneinas podria provocar que aparentemente, no exista una
correlacion entre los niveles de cadmio de tejido corporal total y el efecto
adverso, como lo indican los estudios histopatolégicos.

La apariciéon de granulos (posiblemente de glucégeno) o de la
respuesta celular inducida, coincide con el incremento de la velocidad de
captacion. Esta respuesta se mantuvo hasta las 96 h, y la gran cantidad de
células impidid la caracterizacion de los tejidos u oOrganos. Seria
recomendable la utilizacién de la técnica PAS-diastasa para corroborar la
presencia de glucégeno en futuros estudios.

La alta tolerancia de estos moluscos al cadmio posiblemente se
vincule con la naturaleza de los granulos observados y con ajustes
metabdlicos durante la fase de exposicion al metal. Uma (1996), sefalé que
la relacion glucégeno-proteina decrece al cuarto dia (96 h) de exposicion a
cadmio, debido a que el consumo de oxigeno disminuye y se incrementa la
utilizacién de glucégeno-carbohidratos; si bien, esta relacion tiene
posibilidades de recuperarse e incluso superar los niveles iniciales de
glucogeno-proteina al décimo dia, ya que la activacién de la anaerobiosis
se activa como un mecanismo para enfrentar las condiciones de estres al
cadmio.

La determinacion de metal en el organismo completo, fue adecuada
para la interpretacion de los resultados, ya que conceptuaimente la
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determinacion de metal también se aplica a la compartamelizacién en
tejidos u érganos, ya que el contenido de metal en todo el cuerpo es la
suma del contenido en tejidos separados, en tanto que, uno o mas érganos
pueden actuar como sitios de acumulacion para todo el cuerpo (Depledge y
Rainbow, 1990).

Los resultados indicaron que Crassostrea virginica fue tolerante a
100 ug/L de cadmio, y que se presentaron cambios metabdlicos
importantes antes de las 96 h de exposicion.

La fase de desintoxicacion nos permitié caicular el tiempo de vida
media el cual fue mayor, en los organismos en estado de ayuno.

En la primera fase de la desintoxicacién, se observé la desaparicion
de los grupos celulares inducidos y un efecto de hialinizacién en 6rganos y
tejidos que prevaleci®é posteriormente hasta el final de la fase de
desintoxicacién. No fue posible observar en el tiempo de la depuracién la
recuperacion de los tejidos, por lo que se recomienda prolongar el tiempo
de desintoxicacion.

En el caso de la gonada podemos decir que morfolégicamente
fueron afectadas durante la intoxicacién, las capsulas ovigeras y los
gametos. Hubo una evidente pérdida de la relacion nucleo-citoplasma,
basofilia y picnosis del nucleolo, que sugieren cambios importantes en el
DNA .

Los resultados de este trabajo sugieren que, los bioensayos
subletales en estos organismos benténicos deberian ser efectuados en
espacios menores a las 72 h y que, las pruebas de exposicién a cadmio en
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periodos largos deberian considerar la activacion de las respuestas
fisiologicas.

La biodisponibilidad del metal, la variabilidad individual que depende
del estado fisioldgico y el tamafio de los organismos, pueden complicar la
interpretacion de la acumulacién de metal. Encontrar niveles "normales" en
poblaciones naturales resulta complicado, por la gran cantidad de fuentes
de cadmio sin embargo las concentraciones "basales” de cadmio en los
organismos de prueba, se encontraron debajo de los limite de deteccién del
aparato de Espectofotometria de Absorcion Atomica (EAA), permitiendo
con esto, hacer las comparaciones en las concentraciones captadas. Estas
comparaciones son posibles, particularmente cuando incluyen poblaciones
expuestas a concentraciones inusuales biodisponibles (100 ug/L) y son la
base de algunos programas de biomonitoreo de metales (Phillips y
Rainbow, 1993)

Algunos estudios abordan el perfil toxicocinético, particularmente en
el proceso de bioconcentracién, sin embargo no existe o es muy escasa la
informacion sobre la relacién de la toxicocinetica y la histopatologia para el
cadmio en Crassostrea virginica. Es claro que la respuesta bioldgica fue la
prueba mas discriminativa del dafio toxico.

El reconocimiento del potencial ecotoxicolégico del cadmio en
condiciones analogas a las lagunas mexicanas, es de suma importancia,
toda vez que las condiciones ambientales de exposicion y la dinamica
metabolica de los organismos puede favorecer la acumulacién con respecto
a lugares no tropicales, ubicando nuestros recursos en peligro ya que no se
tiene una legislacion generada con pruebas de estos ambientes de manera
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adecuada. Sin embargo la sobrevivencia puede depender del tiempo de
exposicion y de la capacidad de regeneracion de los tejidos.

Crassostrea virginica presenté dinamicas de respuesta rapidas y
muy posiblemente de recuperacién, sin embargo su papel como organismo
apto para biomonitoreo de contaminacién deberia incluir la interpretacion de
sus respuestas fisiologicas, que le permiten una rapida tolerancia en
periodos cortos de exposicién.
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Conclusiones

e Los antecedentes bibliograficos y los datos puntuales de este
trabajo sefalaron una tendencia general a incrementarse de los niveles de
cadmio en la laguna de Mandinga, en agua y ostion encontrandose este
ltimo en concentraciones no aptas para el consumo humano.

o Los resultados indican que la concentracidon de 100 nug/L de
cadmio fue adecuada para la evaluacién de efectos subletales en esta
especie

¢ Los resultados indicaron que entre las 24 y las 48 h se presentd
un proceso de acumulacién semiestabilizado que coincide con la activacion
~ de mecanismos de tolerancia -resistencia.

s E! incremento en la velocidad de captacion se relacioné con una
velocidad de eliminacién menor y bifasica.

e La toxicocinética en Crassostrea virginica expuesta a 100 nug/L
favorece la absorcion en las primeras horas de exposicion, posteriormente
los procesos de distribucidn y eliminacién junto con las respuestas
metabdlicas son determinantes en la respuesta téxica.

¢ La vida media de Cd fue de alrededor de 116 h en organismos
alimentados y de 123 h en condiciones de ayuno.

¢ Se vislumbra que el ostion tiene cierta capacidad de recuperacion
del tejido en un medio libre de metal y se sugiere prolongar el tiempo de
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depuracién para evidenciar los mecanismos de reparacion de los
organismos expuestos.

o Crassostrea virginica en un medio libre de metal depuré mas del
60% de cadmio por lo que se considera buen indicador de monitoreo a
corto plazo.

o Es importante evaluar las respuestas fisiolégicas de estos
organismos en zonas con ambiente tropical, como las lagunas costeras
mexicanas para el establecimiento de los LMP y las normas de
conservacion, cultivo y explotacion.
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